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3. OzET

Myroides Cinsi izolatlarin Tanimlanmasi ve Molekiiler

Tiplendirmesi

Myroides cinsi, ¢ogunlukla firsat¢l patojendir. Nadir rastlanan Myroides cinsi

bakteriler ile literatirde oldukga sinirli sayida yayin mevcuttur.

Amag: Nadir rastlanan Myroides tlrlerinin 16S rDNA yontemi ile tanimlanmasi,
orneklerin klonal iligkilerinin RAPD PCR yontemi ile belirlenmesi, olasi bir salginin
arastirilmasi, ilk ve son elde edilmig izolatta tam genom analizi yapilarak genetik
karakterizasyon ve zamanla degisimin belirlenmesi, 6zellikle Ulkemiz tam genom

analizi verisinin artiriimasidir.

Gereg- Yontem: Mart 2018’den Kasim 2021’e kadar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Hastanesi kliniklerinden laboratuvarimiza gelen rutin idrar kaltirQ
orneklerinden 31 adet Myroides sp. izolati elde edilmis olup, bunlara 16S rDNA
PCR ile molekuler tanimlama yaptik. RAPD PCR ve tam genom analizi ile
izolatlar arasindaki klonal iliskiyi arastirdik. ilk ve son izolata tam genom analizi

yapip direng genlerini, virulans faktorlerini tespit ettik.

Bulgular: Calismamizdaki U¢ adet izolat haric digerleri yodun bakim
unitelerinden elde edilmis 31 adet izolatin 26 tanesini M.odoratimimus, 5 tanesini
M.odoratus olarak tanimladik. Ug adet izolat hari¢ tiim izolatlar test edilen tiim
antibiyotiklere direncliydi. RAPD ile tiplendirme igin yeterli sayida bant elde
edemedik. Tam genom analizi ile ilk ve son izolatin ¢ok yakin klondan
kaynaklandigini tespit ettik. Tam genom analizi verileriyle her iki izolatimizda
GImU, capL, clpP, sodB, ureA, ureB, ureG, eno; multidrug rezistan protein MdtL,
MdtE, Stp, MdtB, MdtC, NorM ve MdtA; kolistin rezistan protein EmrA ve EmrB;
putatif multidrug rezistan ABC transporter ATP-binding/permeaz protein Yhel;

linearmisin rezistan permeaz protein LnrN; fosmidomisin rezistan protein;



tetrasiklin rezistan protein sinif C ve tetrasiklin rezistan protein sinif C tetA_2;
antiseptik rezistan protein gacA; metisilin rezistan regulator protein Mecl
proteinlerini; korunmus virulans faktér B (cvfB); ayrica toksin ParE1, antitoksin
ParD1, serin/treonin-protein kinaz toksin HipA bolgelerini kodlayan genleri
saptadik. Ayrica ermF, sul2, floR, ereD, tetX, OXA-347, aadS, MUS-1. smeC,

mcr-1.4, poxtA, aac(6')-1Y, stlfometazin antibiyotik direng genlerini tespit ettik.

Sonug: Myroides turleri gogul ilaca direngli bakterilerdir. Salgin tespitinde, elde
MALDI-TOF yoksa oncelikle tir ayriminda molekuler yontemler kullaniimalidir.
Tur ayrimi yaparak, bakterileri Iki farkli tirde tanimladik, bu sebeple hastanede
dolagsimda olan iki farkli Myroides kdkeni oldugunu tespit ettik. RAPD PCR
izolatlar arasindaki klonal iligkinin arastirilmasinda ucuz ve kolay bir yontem
olarak onerilse de ¢alismamizda standardizasyonunun oldukga zor oldugunu ve
ayrim giiciniin diisik oldugunu gordiik. ilk ve son izolatimizin tam genom analizi
ile iki izolatin gok benzer oldugunu saptadik. Tespit ettigimiz klonun, hastanede
aralikli olarak dolastigini ve yogun bakim unitelerinde, komorbiditesi mevcut
hastalarda idrar yollarinda enfeksiyon ve Kkolonizasyona sebep oldugunu
disunmekteyiz. Myroides turleri ile olasi salginlarin incelenmesinde yeni nesil

dizilemenin kullanildidi ileri aragtirmalara gerek vardir.

Anahtar Kelimeler: Myroides spp., tam genom analizi, RAPD PCR, molekler

tiplendirme.



4. ABSTRACT

Identification and Molecular Typing of Myroides Isolates

Isolated in Our Laboratory

The genus Myroides is mostly opportunistic pathogen. There are a very limited

publications in the literature on rare bacteria of the genus Myroides.

Aim: Identification of rare Myroides species by 16S rDNA method, determination
of clonal relationships of samples by RAPD PCR method, investigation of a
possible epidemic, genetic characterization and determination of change over
time by performing whole genome analysis on the first and last isolate, especially

increasing the data of whole genome analysis in our country.

Material-Method: From March 2018 to November 2021, 31 Myroides sp. we
performed molecular identification of the isolate with 16S rDNA PCR. We
investigated the clonal association between isolates by RAPD PCR and whole
genome analysis. We conducted a whole genome analysis of the first and last

isolate and detected for resistance genes and virulence factors.

Findings: We identified 26 of the 31 isolates in our study as M.odoratimimus and
5 as M.odoratus. We detected antibiotic resistance profiles as resistant to all
tested antibiotics except three isolates. Except for three isolates, we obtained all
samples from intensive care units. We could not obtain enough bands for typing
with RAPD. By whole genome analysis, we determined that the first and last
isolate originated from a very close clone. With whole genome analysis data we
detected the genes encoding regions in both our isolates; GImU, capL, clpP,
sodB, ureA, ureB, ureG, eno; multidrug resistance proteins MdtL, MdtE, Stp,
MdtB, MdtC, NorM and MdtA; colistin resistance proteins EmrA and EmrB,;
putative multidrug resistance ABC transporter ATP-binding/permease protein
Yhel; linearmicin resistance permease protein LnrN; fosmidomicin resistance
protein; tetracycline resistance protein class C and tetracycline resistance protein

class C tetA 2; antiseptic resistance protein gacA; methicillin resistance

vi



regulatory protein Mecl proteins; conserved virulence factor B (cvfB); also the
gene encoding regions toxin ParE1l, antitoxin ParD1, serine/threonine-protein
kinase toxin HipA. We determined at the same time ermF, sul2, floR, ereD, tetX,
OXA-347, aadS, MUS-1, smeC, mcr-1.4, poxtA, aac(6’)-1Y, sulfomethazine

antibiotic resistance genes.

Conclusion: Myroides species are multidrug resistant bacteria. If MALDI-TOF is
not available, molecular methods should be used primarily for species
differentiation. By distinguishing the species, we identified the bacteria in two
different species, so we determined that there were two different strains of
Myroides circulating in the hospital. RAPD PCR is a very inexpensive and easy
method to investigate the clonal relationship between isolates in possible
epidemic situations; however, in our study, we found that its standardization was
quite difficult and the discrimination power was low. By whole genome analysis
of our first and last isolates, we determined that the two isolates were very similar.
We think that the clone we detected circulates intermittently in the hospital and
causes infection and colonization in the urinary tract in patients with comorbidities
in intensive care units. Further research using next-generation sequencing is

needed to examine possible outbreaks with Myroides species.

Keywords: Myroides spp., whole genome analysis, RAPD PCR, molecular

typing.
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1. GIRIS VE AMAC

Myroides cinsi, gogunlukla firsatgi patojen olarak bilinir ve immunsuprese
hastalarda, bazen de immunkompetan insanlarda bu cinse ait turler hastalik
yapabilirler. Ayrica ginimuzde bu bakterinin salginlara ve dlime neden olabilen
enfeksiyonlara da sebep olabilecedi bilinmektedir. Bu cins iginde en ¢ok
M.odoratus ve M.odoratimimus turlerine rastlanmaktadir. Nadir rastlanan bir
bakteri olan Myroides cinsi bakteriler ile literatirde oldukg¢a sinirli sayida yayin
mevcuttur. Ancak son yillarda ulkemiz dahil hastane kaynakhh muhtemel

izolasyonlarin arttigi literatirden gorilmektedir.

Amaglarimiz; nadir rastlanan Myroides tarlerinin 16S rDNA yontemi ile
tanimlanmasi, érneklerin klonal iligkilerinin RAPD PCR ydntemi ile belirlenmesi,
olasi bir salginin arastiriimasi, ilk ve son elde edilmis izolatta tam genom analizi
yapilarak genetik karakterizasyon ve zamanla degisimin belirlenmesi, tlkemizde
simdiye kadar olusturulmamis olan tam genom analizi verisinin literatlre

kazandirilmasidir.

GUnumuzde olduk¢a populer olan yeni nesil dizileme ydntemleri,
literatirde bu bakterilere oldukca kisith sayida uygulanmistir (1-4). Biz de

calismamiz ile 6zelikle tUlkemiz verisini artirmak istemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Myroides spp.
2.1.1 Tarihge

Myroides cinsi bakteriler ilk olarak Stutzer tarafindan Bacterium faecale
aromaticum olarak adlandirilarak sonrasinda Flavobacterium odoratum olarak
yeniden isim almigtir (5, 6). Son olarak 1996 yilinda Vancanneyt ve arkadaslari,
DNA-rRNA hibridizasyon, DNA-DNA hibridizasyon, hlicre protein paterninin
arastirilmasi ve fenotipik 6zelliklerine gore bakteriyi Myroides olarak yeniden

siniflandirmigtir (7).

2.1.2 Mikrobiyolojik Ozellikler

Myroides cinsi bakteriler aerobik, sporsuz, 0,5 ym genisliginde / 1-2 ym
uzunlugunda c¢ogunlukla sari pigmentli (Resim 2.1), meyvemsi kokulu,
hareketsiz, nonfermentatif gram negatif basillerdir.
Oksidaz/katalaz/Ureaz/jelatinaz (+), indol (-) ve ¢ok ilaca direncgli metallo B-

laktamazlari mevcuttur (Tablo 2.1) (8).

Resim 2.1. Myroides cinsi bakterilerin %5 koyun kanli agar besiyerinde

gorinuimu (Laboratuvarimizda dretilmis bakterinin fotografidir.)



Tablo 2.1. Myroides spp. izolatlarinin karakteristik mikrobiyolojik

ozellikleri
Test Myroides
( M.odoratus, M.odoratimimus )
Oksidaz +
Hareket _
MacConkey agarda ureme Degisken(%91)

Glukozu kullanma -

Mannitolii kullanma -

indol kullanma -

Nitrati (NO3), azot dioksite (NO2) -

cevirme
Azot dioksiti (NO2), nitrojene (N2) Degisken (%46)
cevirme
Jelatini pargalama +

Nisastay! parcalama -

Eskiilin hidrolizi -

DNAaz +
Ureaz aktivitesi +
Penisilin duyarliligi %19 duyarli, siklikla direngli
Polimiksin duyarlihgi Direncli
Pigment olusumu Sari, yesil renkli pigment

2.1.3 Olusan Enfeksiyonlar

Myroides cinsi bakterilerin dogal yagsam alani toprak ve sular olup bu
bakteriler normal mikrobiyotada bulunmaz (9-11). Myroides cinsi, gogunlukla
firsatgl patojendir. Immunsuprese hastalarda, bazen de immunkompetan

insanlarda hastalik yapabilir (12, 13). Gunumuzde bu bakterinin salginlara ve



olimlere neden olabilen enfeksiyonlara sebep oldugu bilinmektedir (14-16). Bu
enfeksiyonlar; deri enfeksiyonlari-cerrahi alan enfeksiyonu (17, 18), Uriner sistem
enfeksiyonu (14, 15, 17, 19), pnomoni, endokardit (20), ventrikdlit (21),
bakteremi, sepsis (22) gibi farkli klinik tablolar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu

cins icinde en ¢ok M.odoratus ve M.odoratimimus turlerine rastlanir (23).
2.1.4 Antibiyotik Direnci

Myroides cinsi bakteriler pek ¢cok antibiyotige karsi direnglidirler (12, 14,
24-27) ve bunlardan beta laktam antibiyotiklere intrinsik direncli olabilirler (28).
Diren¢ mekanizmalari giinimuzde tam olarak aydinlatlamamis olsa da, beta
laktamlara karsi direngte Myroides odoratus igcin TUS-1 ve Myroides
odoratimimus igin MUS-1 isimli iki tane kromozomal metallo-beta laktamaz rol
oynamaktadir. Myroides odoratimimus’ta kanamisin, amikasin, gentamisine karsi
direncin plazmid aracih oldugu; fakat ampisilin, sefodroksil, sefoperozon,
seftazidim ve seftriaksona olan direncin kromozomal oldugu ortaya konulmustur
(29). Bununla birlikte Myroides turleri KPC2 Karbepenemaz enzimi icermektedir.
Birgok tur, aztreonam ve karbapenem dahil beta-laktamlara direncli oldugundan
ve aminoglikozidlere, kinolonlara ve sllfametoksazole degisken duyarlilik

gosterdiginden tedavisi zor patojen olarak bildiriimektedir (22, 30).

Literatirde ¢cogu sus B-laktamlara, monobaktamlara, karbapenemlere ve
aminoglikozidlere direncli oldugu icin bu bakterilerde antibiyotik tedavisi su anda
sorun olarak gorulmektedir (17). B-laktamlara direncin kromozomal metallo-B-
laktamazlarin (TUS-1 ve MUS-1) uretiimesinden kaynaklandigi gosterilmigtir
(28). Klinik izolatlar genellikle kinolonlara duyarlidir ve sinirl vakada trimetoprim
sulfametoksazol ile siprofloksasin kombinasyonu veya monoterapi olarak
trimetoprim sulfametoksazol uygulandiginda klinik iyilesme gézlenmistir (20, 21,
31, 32). Ktari S. ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada uroloji kliniginde
meydana gelen M.odoratimimus Uriner sistem enfeksiyonu salgininda
hastalardan elde edilen yedi adet izolatin tumu, test edilen tum antibiyotiklere
direngli olarak bulunmus ve hastalardan Ug tanesi siprofloksasin ve rifampisin ile

basarili olarak tedavi edilmigtir (14).



Bir diger calismada ise, Yunanistan’da 13 yasinda immunkompetan bir
erkek hastanin tibiasinin bir domuz tarafindan isirilmasi sonucu hastanin
yarasindan izole edilen M.odoratimimus’'un yapilan antibiyotik diren¢ testinde
amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin, levofloksasin, kloramfenikol ve
kotrimoksazole duyarli; imipeneme orta duzeyde duyarli oldugu saptanmigken
test edilen diger antibiyotiklerde yliksek MIC degeri tespit edilmis ve izolat bu
antibiyotiklere direncli kabul edilmistir (12). Bu hastadan izole edilen sus da
oldukga direngli olup, antibiyotik duyarlilik testine goére hastaya siprofloksasin
tedavisi uygulanmis ve yanit alindi§i gézlenmistir. Bu sebeple antimikrobiyal
duyarlilik testleri uygun antimikrobiyal ajanin se¢iminde klinik rehberlik saglamak
icin tim izolatlarda onerilmektedir. Myroides turleri, 6zellikle hastalarin rutin
antimikrobiyal tedavisine yanit vermedigi durumlarda hem bagisikligi
baskilanmis hem de bagisikligi yeterli konakgilarda deri ve yumusak doku

enfeksiyonlarinin ayirici tanisinda yer almalidir.

Slovakya’da dort kanser hastasinda gelisen nozokomiyal kateter iligkili
bakteremide ofloksasine duyarli Myroides sp. tespit edilmis. Bu hastalarin
kateterleri cikarilip, nétropeni gelismesi halinde profilaksi amacli ofloksasin ile

takip edilmis ve basarili yanit alinmigtir (24).

Hindistan'da ¢ig tavuk eti, ¢ig kegi eti ve kimes hayvani topragindan elde
edilen izolatlardan M. odoratimimus SKS05-GRD’nin; amikasin, ampisilin,
sefadroksil, sefoperazon, seftazidim, seftriakson, metilin ve gentamisin gibi
antibiyotiklere direng gdsterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu izolatta plazmid ve
antibiyotik direnci arasindaki iliskiyi arastirmak igin plazmid izolasyonuna ve
plazmid etkisizlestirmeye basvurulmus. Plazmid etkisizlestirme, etidyum bromur
kullanilarak yapilmis; etidyum bromirin 300 ve 500 pg/ml'de etkili oldugu
bulunmus. M.odoratimimus SKS05-GRD izolatinin antibiyotik duyarhliginin
degerlendiriimesiyle; amikasin, gentamisin ve kanamisine direncin plazmid aracili
ve diger antibiyotik direncinin kromozomal aracili oldugunu dogrulayan duyarlilik
testi saptanmistir (25). Myroides tuarlerinin ayirt edici 6zelliklerinden biri de -

laktam antibiyotikler, aminoglikozidler, tetrasiklinler ve kinolonlar gibi birgok



antibiyotige diren¢ gdstermeleridir (15, 17, 33). Bakterilerde antibiyotik direnci
Ozelligi, belirli bir antibiyotigi inaktive eden enzimleri kodlayan genetik materyale
sahip olma yoluyla ortaya cikabilir (34). M.odoratimimus SKS05-GRD’de
gOsterildigi gibi antibiyotik direnci, plazmid aracili veya kromozomal aracili veya
her ikisiyle beraber olabilir. Ampisilin, karbenisilin ve eritromisine direng saglayan
bir R plazmidi, bir M. odoratus susunda tarif edilmistir (35). M. odoratimimus
SKS05-GRD ve diger Myroides suslarinin = 21 kb boyutunda plazmidlere sahip
oldugu ve bu nedenle, M. odoratimimus SKS05-GRD’de plazmid olusumunun bu
bakteride antibiyotik direnci 6zelligini indUkleyebilecegdi seklinde yorumlanmigstir
(25).

C. Al-Bayssari ve arkadaslari Libnan’da iki inek ve guvercin giftliginden
rektal suruntl ile elde edilen imipenem direngli U¢ Myroides odoratimimus
izolatinin karbapenem direncinin molekller mekanizmasini arastirmis ve M.
odoratimimus’ta karbapenem direnci ile iligkili kromozomal bla MUS-1'in yeni bir
varyantini rapor etmiglerdir. Ayrica hayvanlarin, direng genlerinin cegitli
varyantlarini barindiran bir bakteri rezervuarini temsil edebilecedi yorumunda
bulunmuslardir (27). Myroides cinsindeki B-laktamazlar, metallo-B-laktamazlarin
B1 alt sinifinin Gyeleridir ve diger metalloenzimlerle uzaktan iligkilidir. En
yakindan Chryseobacterium indologenes’ten IND-1 ile iligkilidir (% 42 amino asit
O0zdesligi gorulmektedir). Bununla birlikte filogenik analiz, TUS-1 ve MUS-1’in,
Flavobacterium tirlerinin alt sinifi B1 B-laktamazlarini gruplandiran alt sinif B1
enzimlerinin ayni filogenik soya ait oldugunu goéstermistir. Saflastirilmis -
laktamaz TUS-1 ve MUS-1'in kinetik parametreleri, aztreonam hari¢ ¢ogu [3-

laktamlari kapsayan hidroliz spektrumlarini detaylandirmigtir (28).

M. odoratimimus ta blaSFB-1, blaSLB-1, blaOXA-209, blaOXA-347 ve tetX
direnc genlerinin varhdina iliskin literattrde ilk sayilan raporda M. odoratimimus
PR63039'un genomunda tetrasikline (tetX), makrolidlere (ereB, cfrA, lasE),
sulfonamidlere (sul2, sul3) direng ile iligkili gen tanimlanmigtir. B-laktamlara
(blaMUS-1, blaTUS-1, blaSFB-1, blaSLB-1, blaOXA-209, blaOXA-347 genleri

yoluyla ) ve kloramfenikole (cat geni yoluyla ) direngli olabilmektedir. Ayrica acrB,



acrD, acrF, adeB, adeG, adeJ, amrB, ceoB, cmeB, mdsB, mexB, mexD, mexF,
mtrD, smeE, mdtF ve macB dahil olmak Uzere 18 antibiyotik disa akis pompasi
kodlayan direng geni ile de diren¢ mekanizmalari saptanmistir (36). Sadece
trimethoprim /sulfametoksazole (37), minosikline duyarhlik saptayan yayinlar da

mevcuttur (38).

Florian Gunzer ve arkadaslarinin 43 adet M. odoratimimus ve 16 adet M.
odoratus ile yapmis oldugu ¢alisma yuksek sayida klinik izolatta antimikrobiyal
duyarhhgi raporlamistir. Test edilen tim kinolonlar arasinda moksifloksasin, bu
antibiyotik sinifinda en diisiik MiK degerlerini gdstermistir. Ayrica sadece 1 adet
M. odoratimimus susu ve 1 adet M. odoratus tigesikline duyarli bulunmugken;
trimetoprim/sulfametoksazol, fosfomisin, kolistin, gentamisin, amikasin,
eritromisin,  azitromisin, daptomisin ve rifampisin igcin sinir deger
bulunmadigindan antibiyotik duyarhlik sonucu verilememistir. Florian Gunzer ve
arkadaslari fosfomisin, kolistin, gentamisin, amikasin ve daptomisin igin
belirlenen MIK sonuglari ylksek aralikta oldugundan; bu antibiyotiklere karsi
antimikrobiyal diren¢  oldugunu  varsaymistir. Yapilan calismada
trimetoprim/stilfametoksazol, eritromisin, azitromisin ve rifampisin ile ilgili olarak,
MIK sonuclari diisiikten yiiksege dogru degismektedir (1), (Tablo 2.2, Tablo 2.3).
Bu calismada M. odoratimimus suslarinin %74,4'Gntn (n=32) ve M. odoratus
suslarinin %50,0'sinin (n = 8) meropeneme duyarli oldugu gézlemlenmistir (Tablo
2.2 ve 2.3), meropeneme duyarl suslar bagkalar tarafindan da bildirilmistir (13,
16). Buna go6re, meropenem, Myroides enfeksiyonlarinin tedavisinde
imipenemden daha yararli olabilir. Kinolonlar arasinda moksifloksasinin
kullanilacak en iyi kinolon olabilecegi belirtilmigtir (Tablo 2.2 ve 2.3). Ali ve ark.
da, kanalikuliti olan bir hastada moksifloksasinin basarih bir sekilde kullanildigini
bildirmistir (39).



Tablo 2.2. Gunzer ve arkadaglarinin 43 adet M. odoratimimus izolatinda

% duyarlilik oranlari (1)

Antibiyotik S % | % R %
Ampisilin 2,3 44,2 53,5
Piperasilin/Tazobaktam 4,7 20,9 74,4
Seftazidim 0,0 2,3 97,7
Sefepim 0,0 11,6 88,4
Aztreonam 0,0 16,3 83,7
imipenem 9,4 6,9 83,7
Meropenem 74,4 23,3 2,3
Siprofloksasin 2,3 14,0 83,7
Levofloksasin 11,6 51,2 37,2
Moksifloksasin 90,7 7,0 2,3
Tigesiklin 2,3 9,3 88,4

Tablo 2.3. Gunzer ve arkadaslarinin 16 adet M. odoratus izolatinda %

duyarlilik oranlari (1)

Antibiyotik S% | % R %
Ampisilin 31,3 12,5 56,2
Piperasilin/Tazobaktam 0,0 0,0 100,0
Seftazidim 0,0 0,0 100,0
Sefepim 0,0 0,0 100,0
Aztreonam 0,0 0,0 100,0
imipenem 0,0 18,8 81,2
Meropenem 50,0 18,8 31,2
Siprofloksasin 6,3 26,0 68,7
Levofloksasin 43,8 43,8 12,4
Moksifloksasin 93,8 0,0 6,2
Tigesiklin 6,3 31,3 62,4




2.1.5 Patogenez ve Virulans

Myroides cinsi bakteriler ¢ogul antibiyotik direncine sahip olmalariyla

bilinirler ve literatirde patojeniteyi arastiran sinirli sayida yayin mevcuttur.

Bilindigi kadariyla M. profundi bir proteaz olarak myroliysin Gretmektedir
ve bu proteaz elastinolitik aktivite sergileyen bir metalloproteaz olmakla birlikte
kollajenaz Uretiminde de rol oynamaktadir. Kollajen hidrolizi bakteriler i¢cin dnemli
bir virulans faktoru olup bu cinste de kollejenaz Uretimi virulansta 6nemli bir role
sahiptir (40).

Myroides cinsi bakterilerde biofilm olusumu (41) da Klinik patogenezden
sorumludur ve klor ile bu Dbakterilerin ylzeylerden eradikasyonu

saglanabilmektedir (42).

M. pelagicus, M. profundi, M. marinus, M. phaeus, M. guanonis,
M.xuanwuensis, M. injenensisve M. Indicus tirlerinin simdiye kadar insanlarda
patojenitesi belirsizligini korumaktadir (9, 43). Literatirde daha ¢ok M. odoratus

ve M. odoratimimus turleri ile enfeksiyonlara rastlanmaktadir.

Kandan izole edilen ilk M.phaeus vakasi, immunsuprese bir hastada
bakteremiye sebep olmustur (44) ve tanisi 16S rDNA analizi ile konmustur.

Burada mikroorganizmanin patojenitesi icin halen tartismali diye s6z edilmistir.

Shaohua Hu ve arkadaslan (2), G¢ farkh c¢evresel (H1bi, L41,
CCUG.12700) ve ug¢ farkli klinik patojen (CCUG.12901, CCUG.10230,
CIP.101113) M. odoratimimus ile yaptiklari tam genom analizinde, tum M.
odoratimimus izolatlarinin genel olarak ¢ok az farkla ayni virulans faktorlerini
icerdiklerini tespit etmistir. Bunlar kapsul ve kapsuler polisakkaritler (Galg, GImU,
wbjD/wecB, ugd, uppS, RmIA, RmIB, capL, wecC); hlcre i¢i yagsama ve invazyon
faktorleri (katA, clpP, EF-Tu, sodB); molekuler saperonlar (hsp60, DnaK); lreaz
(ureA, ureB, ureG); acinetobactin (bauE); streptokokkal enolaz (eno); hem
biyosentezi (hemB, hemL) ve T4SS efektorleri (Trans-2-enoylCoAreduktaz)

olarak bulunmustur (2).



Panrezistan klinik patojen M. odoratimimus PR63039 susunun tam genom
analizinin yapildigi baska bir ¢calismada, pek ¢ok virulans ve direng geni tespit
edilmis olup, antibiyotik direncine katkida bulunan birden fazla direnci indukleyen

gen mutasyonlari bulunmustur (36).

Baska bir calismada Cin, Tibet merasindan izole edilen M.odoratimimus
G13 sugundaki virulans faktor kodlayan genler ve antibiyotik direng genlerinin
(ADG) insan sagligi igin potansiyel bir tehdit olugturmakta oldugu, tam genom
sekanslama ve biyoinformatik analiz sonucu bu susta blaMUS-1 geninin
bulundugu tespit edilmistir (45). Bu, metalo-B-laktamaz kodlayan, B-laktamazlara
icsel direng kazandiran bir gendir (1). Hu ve arkadasglari; fenikollere direng
saglayan cat ve tetrasikline direng saglayan tetx genlerini farkli suglarda tespit
etmiglerdir (29). Genomdaki abeS ve msrB dahil olmak Gzere ila¢ akis pompasi
genleri M. odoratimimus ¢oklu ilag direncine katkida bulunmaktadir (1, 2, 29, 36).
Horizontal gen transferi (HGT) de bir diger genetik aligveris yolunu
olusturmaktadir. Genomik adalarda bulunan patojenite adalar (PI) bolgeleri HGT
ile bakteriden bakteriye gegmektedir. Bazi durumlarda bu adalarin kesilip, diger
bakterilere aktarildigi goézlenmistir (46). PR63039 susundaki MY-63039-RR
bdlgesi kusurlu antibiyotik diren¢ adasi olarak kabul edilmis olup bu, M.

odoratimimus’ta raporlanan ilk genomik adayi (Gl) olusturmaktadir (29).

Cok ilaca direngli (CiD) M. odoratimimus izole edildigi bir baska
calismada, klinik orneklerdeki suglarla oldukga benzerlik tespit edilmis ve bu sus;
tetrasiklinlere diger suslardan daha toleransh bulunmustur. G13’teki MGI1313
antibiyotik direng Gl tespit edilmis olup, bunun bagka bakterilere transfer
kapasitesi de saptanmistir. MGI1313 bolgesini kazanan bakteri c¢esitli
antibiyotiklere de direncli hale gelmis olmaktadir. GI'nin potansiyel transfer
Ozelligi klinik agidan 6nem olusturmaktadir ve G13 gevresel susunun patojenitesi
olmasina ragmen; virulans faktorleri, direng gen aktarimi ve CID halen

belirsizligini korumaktadir (45).
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2.1.6 Mikrobiyolojik Tani

Tani amaciyla yaygin olarak kullanilan VITEK 2 (BioMérieux, Marcy-
I'Etoile, Fransa) ve Matrix-Assisted Laser Desorpsiyon Iyonizasyon-Ugus Siiresi
Kltle Spektrometresi MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)
kargilastirildigi ve sonuglarin 16S rDNA PCR verileriyle iligkilendirildigi Percy
Schréttner ve arkadaslarinin galismasinda toplamda, rutin tani sirasinda
toplanan 22 sus analiz edilmis olup, VITEK 2'nin Myroides cinsini guavenilir bir
sekilde tanimladigi; ancak M. odoratimimus ve M. odoratus arasinda ayrim
yapamadigi gosterilmistir. Bunun aksine, hem MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,
Bremen, Almanya) hem de 16S rDNA dizilimi, iki tur arasinda verimli bir sekilde
ayrim yapmistir (47). Tdr duzeyinde tani, ancak MALDITOF MS (Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) ve molekller yodntemler ile mumkindir.
Mikrobiyolojik oOzellikler, otomatize sistemler ve diger yontemler ancak cins

dizeyinde tanimlama yapabilmektedir.
2.2 Hastane Enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonu (HE), hastanin hastaneye basvurdugu esnada
inkibasyon doneminde bulunmayan, hastaneye yatigindan 48 saat sonra
baglayan veya hastaneden taburculugundan sonraki 10 gun iginde geligen,
mikroorganizmalar veya onlarin toksinleri ile olugsan bdlgesel ya da sistemik

enfeksiyonlardir (48).

2008 yilinda, ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC ), HE tanimini genigletmis ve saglik bakimi
iligkili enfeksiyon tanimi kullaniimaya baslanmistir (49). 2009 yilinda ise Turkiye
Halk Saghgr Kurumu (THSK) tarafindan bu metin Tulrkge'ye cevrilerek
yayimlanmistir (50). Bu tanim icerisinde hastane disinda saglik hizmeti veren
kurumlarda (hemodiyaliz, ayaktan kemoterapi Uniteleri vb.) veya bakim evlerinde
uzun sure kalanlarda gelisen enfeksiyonlar, evde yara bakimi veya hemsirelik

hizmeti alanlar da bu tanima dabhil edilmigtir.

11



Sik goérulen HE; primer kan dolasimi enfeksiyonlari, pndmoniler, Griner
sistem enfeksiyonlari ve diger (cerrahi alan enfeksiyonlari, deri ve yumugak doku
enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonu, kardiyovaskuler sistem enfeksiyonu,
santral sinir sistemi enfeksiyonu, g6z, kulak, bogaz ve agiz enfeksiyonlari,
gastrointestinal sistem enfeksiyonu, genital sistem enfeksiyonu) olarak

siralanabilir (49).

Simdiye kadar kayitlara Myroides cinsi mikroorganizmalarla olusan
salginlar raporlanmistir. ilk ana salgin, 1994-1997 vyillari arasinda yasanan; 13
adet hastanin yer aldigi, Turkiye’deki bir hastanenin Uroloji servisinde meydana
gelen driner sistem enfeksiyonu ( USE ) salgini (15); Mayis-Kasim 2010 tarihleri
arasinda Tunus'ta bir hastanede, yine Uroloji boliimiinde gorilen USE salgini
(14); Cin'deki Shanghai Jiaotong Universitesi Tip Fakdltesi'ndeki Reniji
Hastanesinde Temmuz 2015-Agustos 2016 tarihleri arasinda; safra ve pankreas
cerrahisi (6/22) ve Uroloji bélimunden (16/22), yatan hastalardan toplam 22 adet
M.odoratimimus izolati ile olusan USE salgini (51); Haziran-Agustos 2017
arasinda Batl Romanya’da meydana gelen 44-80 yas araliginda bulunan 7 adet
hastanin yer aldidi; 6 adet hastanin Uriner tas, 1 adet hastanin da mesane kanseri
oldugu hastalarla gelisen USE salgini (38); Ulkemizde Usak’taki bir hastanede;
Mart-Mayis 2019 tarihleri arasinda idrar orneklerinden elde edilen 6 adet
M.odoratimimus susu ile olusan USE salgini (52); Ankara’da Temmuz-Aralik
2019 tarihleri arasinda 7 adet hastada, toplam 9 adet Myroides sp. ile olusan USE
salgini (53)drr.

2.3 Hastane Enfeksiyonlari Kontrolinde Molekuler Mikrobiyoloji

Yoéntemlerinin Yeri ve Onemi:

Hastaneye yatan kigiler, normal bireylere gore altta yatan kronik ve akut
hastaliklari dolayisiyla enfeksiyonlara daha fazla yatkinlik gdsterir. Hastane
ortami da direncli mikroorganizmalarla enfeksiyonlar igin bu hastalara zemin

hazirlar. Yiksek mortalite ve morbidite nedeni olan hastane enfeksiyonlari
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hastane masraflarini bir hayli artirmaktadir. Bu sebeplerden 6turi hastane

kaynakli enfeksiyonlardan korunma ve bunlarin kontroll olduk¢a dnemlidir (50).

Hastane enfeksiyonlari  sporadik, endemik, epidemik olarak
gorulebilmektedir. En fazla endemik enfeksiyonlara rastlanmaktadir ve kontrol
Onlemleri bu gruba uygulanmaktadir. Endemik enfeksiyonlarin Ugte birlik kismi
¢capraz bulagsma ile olusmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinda epidemiyolojik
arastirmalar, belirli bir patojen ile enfeksiyon sikligi arttiginda, bir hasta grubunda
ayni tur bakteri izole edildiginde ya da benzer antibiyotik duyarlilik paterni
gOsteren suslar belirlendigi durumlarda baslatiimaktadir. Molekuler mikrobiyolojik
yontemler, etkenlerin bulagsma yollarini, bulagsma mekanizmalarini ortaya
ctkarmada 6nemli katki saglamaktadir. Ortak biyotip, yuzey reseptorleri, genotip,
virllans faktorleri gibi 6zellikleri géz 6nunde bulundurarak klonalitenin varligini
veya yoklugunu tespit eden molekuller yontemler; enfeksiyonlarin yayilimini
izlemede oldukga etkindir. Molekuller yontemler; enfeksiyonlarin hizli tanisinda,
kokenlerin identifikasyonu ve klonal benzerliklerinin saptanmasinda, antibiyotik
direnci saptanmasinda, enfeksiyonlarin izleminde, hastane enfeksiyonlari
epidemiyolojisi konusunda faydalar saglamistir (54). Mikroorganizmalarin
fenotipik ve genotipik tiplendirme yéntemleri hastane enfeksiyonlarinin

izlenmesinde yararlanilan yontemler olarak kullaniimaktadirlar (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Hastane enfeksiyonlari etkenlerini tiplendirme amaciyla

kullanilan yontemler

Fenotipik tiplendirme Genotipik tiplendirme
Biyotiplendirme Plazmid analizi
Serotiplendirme Kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim

analizi (RFLP, PFGE)

Bakteriyosin tiplendirmesi Ribotipleme

Faj tiplendirmesi Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yontemler
(RAPD, REP- PCR, AP-PCR)

Antibiyotik duyarlilik testlerine gére Sekans analizi (MLST, SLST)

Protein analizi Microarray (DNA chip) teknolojisi

2.4 16SrDNA PCR Yontemi

Organizmalari molekller tanimlamada PCR’da kullanilan hedef gen,
genellikle prokaryotlar icin 16S rRNA ve dkaryotlar icin ise 18S rRNA’yI kodlayan
genler olmaktadir (55, 56). Ayrica mikrobiyolojide bakterileri kiltire etmeden
tanimlama yapabilecek bir yontemdir. Yontem literatirde daha ¢ok 16S rRNA
PCR olarak aniimaktadir, bununla birlikte yaptigimiz PCR’da DNA'yi
cogaltigimiz ve RT enzimi kullanmadigimiz icin 16S rDNA PCR olarak

adlandirma da tercih edilebilmektedir.

Prokaryot ribozomlarin kiguk alt birimlerinin ribozomal RNA'sina 16S
rRNA denir. Bu rRNA, kromozomlarin DNA'sindan kopyalandiginda, buna 16S
rDNA denir. Transkripsiyon sureci boyunca 16S rRNA'nin Uretilmesinden sorumlu
olan ayni gendir. 16S rRNA, prokaryotlarin ribozomlarindaki 30S alt biriminin bir
elemanini olusturur. 16S rDNA, cift sarmalli kromozomal DNA olan 16S rRNA'yi
kodlayan geni olusturur (Tablo 2.5) (57)
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Tablo 2.5. 16S rRNA ve 16S rDNA ozellikleri

16S rRNA 16S rDNA
Prokaryotik ribozomlarin 30 S Unitesinin Prokaryotlarda 16S rRNA'yi
kucuk alt birimini olusturur kodlayan geni olusturur
RNA nukleotitlerinden olusurlar DNA nukleotitlerinden olusurlar
Tek sarmalli Cift sarmalli
Yalnizca kodlayan bdlgeleri vardir Hem kodlayan hem de
kodlamayan bodlgeler icerir
Urasil bulunur Urasil bulunmaz
Timin bulunmaz Timin bulunur
23S rRNA alt birimleriyle etkilegime Prokaryotlari tanimlamak igin
girerek buyuk ve kucuk alt birimlerin onemlidir.

birlesmesini destekler.

16S rRNA’nin tim prokaryotik organizmalarda bulunmasi, yeterli
blayUklUkte ve islevsel olarak sabit olmasi, tim hucrelerde hem ylksek duzeyde
korunmus hem de degisken c¢ok sayida bdlgeye sahip olmasi; bu genlerin
standart olarak kabul edilmesini ve molekller tanimlamada yaygin olarak

kullaniimasini saglamaktadir (58, 59).

16S rRNA dizi analizi 1987 yilinda, prokaryotik turler arasinda korunan
16S bdlgesinin fonksiyonunu ortaya koymasi sonucu ilk defa Woese adl

mikrobiyolog tarafindan ortaya konulmustur (60- 62).

16S, 23S ve 5S rRNA genleri bakteriyel kromozom tUzerinde bir operonla
birlikte duzenlenmistir. 16S ile 23S rRNA arasindaki ayirici bolgenin baz dizi
sirasi ture 6zgu olup ¢ok degisken bir yapidadir. PCR ile 16S rRNA bdlgesinin
spesifik primerler kullanilarak gogaltilmasi ve baz dizisinin belirlenmesi ile ayirici
bdlgenin dizi sirasi belirlenmekte, bdylece turlerin %97 oraninda tanimlanmasi

saglanmaktadir (63).
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Bu yontemde bakterilerin tanimlanmasi; dncelikle DNA’'nin izolasyonu,
16S ileri ve geri primerleri kullanilarak izole edilen DNA’'nin PCR ile gogaltiimasi,
cogaltilan DNA'nin baz dizi sirasinin tespiti ve bu siranin, veri tabaninda
(GenBank ve benzeri) bulunan mikroorganizmalara ait baz dizi siralari ile
kargilastirilarak (6rnegin BLAST fonksiyonu) mikroorganizmanin isimlendiriimesi

asamalarindan olugsmaktadir (64-66).

2.5 RAPD PCR

Molekuler biyoteknolojideki ilerlemeler sayesinde, genetik polimorfizmi
saptamak icin pek gok yontem gelistiriimigtir. Williams ve ark. RAPD’yi, Welsh ve
McClelandise AP-PCR’I gelistirmislerdir (67, 68). RAPD ve AP-PCR taksonomi

ve filogenide kullaniimaktadir.

Bu yontemde bilinen 6zgul bir DNA bdlgesini gogaltmanin yerine rastgele
secilmis bir ya da birden fazla primer ile DNA’daki birgok bélgenin ¢ogaltiimasi

gerceklestirilir ve dnceden DNA baz dizisinin bilinmesi gerekmemektedir (68, 69).

Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklk farklari, agaroz jelde
saptanabilen farkli sayi ve uzunlukta baz cifti bantlarinin olusmasina neden
olmaktadir. Kullanilan primerler kisadir, 9-10 bazlik kadardir, G-C’den
zengindirler. Baglanma 1sisi 35-45 °C’ye disUrilmustir. Baglanma esnasinda
primerler, kromozom uUzerinde hem kendilerine 6zgul bodlgelere hem de diger
bdlgelere rastlantisal olarak rastgele baglanmaktadirlar. Ayni taran farkh
suslarinda primerlerin baglanma yerlerinin sayisi ve birbirlerine uzakliklari farkli
oldugundan jel elektroforezinde, amplifiye edilen pargalarin sayi ve blyukligu de
farkli olmaktadir. Eger suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde bir
mutasyon gerceklesirse bant polimorfizmi meydana gelmektedir. Amplifikasyon
sonunda jel elektroforezinde gbzlenen her bir izolata ait bant profilleri
kargilastirilarak, ayni bant profili gdsteren izolatlar epidemiyolojik olarak iliskili
kabul edilmektedir (70).
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Bu yéntemin avantajlari uygulanmasinin kolay olmasi, kisa strede sonug

verebilmesi (69, 70), olduk¢a duyarli ve ucuz olmasidir (54).

RAPD PCR'In dezavantaji ise standardizasyonun saglanmasindaki
guglUklerdir. Laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglamak igin farkli tarler igin
farkh dneriler yapilabilir. M13, universal primeri kullaniimasi, standardize edilmis
amplifikasyon karigimi, ayni model i1s1 dongu cihazinda (thermalcycler) standart
bir amplifikasyon protokolUyle uygulanmasi bunlar arasinda olabilir. Tim salgin

izolatlari ayni anda galisilmali ve sonuglar en az 3 kez tekrarlanmalidir (69, 70).

A.C. Hilton ve arkadaslari 1997 yilindaki Salmonella cinsi bakterilerde
RAPD-PCR igin yaptiklari optimizasyon c¢alismasinda; reaksiyon tamponu
bilesiminin Salmonella'’nin RAPD analizinde 6énemli bir faktér oldugunu tespit
etmistir (71). Buna karsin, Meunier ve Grimont 1993 yilindaki ¢alismasinda,
degisen Tris, KCI ve MgCl2 konsantrasyonlari ile elde ettikleri G¢ farkli tamponla
ayni RAPD profillerini elde etmistir (72). MgCl2 konsantrasyonunun PCR'I
etkiledigi bilinmektedir (73). KCI ve (NH4)2SO4 gibi diger tuzlar, primer annealing
asamasini veya Taq polimerazin kendisini dogrudan etkileyerek PCR
ozgulliguna etkileyebilmektedir (74). Bu etkiler, A.C. Hilton ve arkadaslarinin
1997 yayininda Salmonella’nin RAPD analizinde gbézlenmistir. Sonug olarak,
RAPD-PCR yodntemiyle her laboratuvarda ayni protokollerle farkli sonuglar

alinabilmektedir, yontemin standardizasyonu kolay degildir.

1993 yilinda Greg A. Penner ve ark. iki yulaf bitkisinde kendi protokolleriyle
(Ottawa protokolti) RAPD PCR calismasi yapmislar, bantlar elde etmigler. Ayni
protokol ayni yulaf bitkileriyle Kuzey Amerika'daki diger alti laboratuvarda test
edilmis, bu laboratuvarlardan dordia Ottawa protokolunu kullanarak cok az
parcayl ¢ogaltmis veya hi¢ cogaltamamis. Goénderilen alti laboratuvar, ancak
kendi protokollerini gelistirerek RAPD-PCR’da bant elde edebilmistir. Bu ¢alisma
ile RAPD-PCR’In standardizasyonunun kolay olmadigi ve bunun igin ileri
¢alismalara ihtiyag oldugu ortaya konmustur (75).
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RAPD PCR primerleri Ureten firmanin talimat katalogunda
(Eurofinsgenomics RAPD 10-mer Kits and Primers, Eurofins Genomic, Almanya)
(76), RAPD PCR sonucu olusan amplifikasyon urunlerinin sayisi bolimunde her
reaksiyon icin farkli amplifikasyon urlnleri sayisinin primer dizisine, genomik
diziye ve genom boyutuna bagh oldugu belirtiimistir. Primer baglanma
bdlgelerinin bir genom boyunca rastgele dagildigi varsayilip, olasilik hesabiyla
amplifikasyon UrUnleri sayisinin yaklasik 2.5 x 10 ® x G olacagi tahmin edilmigtir;
burada G, baz ciftlerindeki haploid genomun boyutudur. Ornegin, marul yaklagik
2 x 10° baz ciftlik bir haploid genom boyutuna sahip oldugundan formule goére,
genetik heterozigotlugun derecesine bagh olarak tipik bir reaksiyonun 5 ila 10
bant vermesi gerektigi dngorilmagstir. Bu tahmin, maruldaki ger¢cek sonuglara
yakin bulunmustur (77). Bununla birlikte, E. coli'ninki (G = 4 x 10 ® baz ifti) gibi
cok daha kugik genom boyutlari i¢in, yukaridaki formalin ¢ogu primerle hi¢ bant
olusturmamasi gerektigi; ancak birkag laboratuvarin prokaryotik DNA'dan ¢oklu
amplifikasyon drunleri rapor ettigi belirtilmistir. Bu tir sonuglarin primer ve DNA
hedefi arasindaki uyumsuzluk temelinde agiklanabilecegi sonucuna ulagiimigtir
(78) .

2.6 Yeni Nesil Dizileme

1970’li yillarda Sanger ve arkadaslari (79) ile Maxam ve Gilbert (80) zincir
sonlandirma ve fragmentasyon teknikleri ile DNA’'nin dizilimini saglayan
yontemler gelistirmiglerdir. 1980’li yillarda Kary Mullis tarafindan PCR’in kesfi ile
molekuler genomik alanda c¢ok buyuk ilerlemeler olmustur. Yuksek verimli
dizileme teknolojileri dahil, giderek artan g¢esitli molekuler yontemler son on yilda

ortaya ¢cikmistir.

Sanger yonteminin kisithliklari daha ucuz ve hizli sekans teknolojilerine
ihtiyaci arttirmistir. Bu nedenle, yeni nesil dizileme (YND) yontemleri ortaya
ctkmistir. 2004 yilinda YND teknikleri tanitilmis ve molekuler biyoloji ve genetik

alaninda birgok hizli gelisme olmustur (81).
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YND ile ylksek hacimde paralel dizileme yapilarak milyonlarca DNA
fragmani ayni anda sekanslanabilmektedir. Bu sayede tum genomun
sekanslanmasi kisa bir sure almaktadir. YND yontemleri; DNA fragmanlarinin
bakteriyel klonlanmasinin yerine hticre icermeyen sistem olusturularak YND
kUtuphanelerinin hazirlanmasina imkan saglamaktadir. Ayni anda milyonlarca
kisa dizileme vyapilabilmektedir. Sekans c¢iktisi, elektroforeze ihtiyag
duyulmaksizin direkt tespit edilebilmektedir. YND ile olusturulan ¢ok sayidaki
okumalar hizlica tim genom dizilimini saglamaktadir. Buna karsin, YND
dezavantaji ise goreceli olarak kisa okumalar yapmasi olup; bunlarin genomda
birlegtiriimesi zordur. Bu sebeple, yeni hizalama algoritmalarinin gelistiriimesi
gerekmektedir (82).

YND teknolojisi, genom Uzerindeki ¢cok sayida hedef gen bdlgesi veya
genomun tamami hakkinda kisa surede, duguk maliyetle, yuksek ¢ozunurlUkte
genomik bilgi elde edilmesini saglamistir. GuUnimuizde kullanilan YND
sistemlerinden bazilari Applied Biosystems SOLID, Roche 454, lon Torrent,
lllumina Genome Analyzer, Helicos ve Pacific Biosciences’dir (83). En ¢ok
kullanilan YND platformlari ise; lon Torrent PGM ve lllumina MiSeq'’tir. Bu
platformlarin temel asamalari; kitiphane hazirlama, dizileme, gorintileme ve

elde edilen verilerin analiz edilmesidir (84).

llerleyen teknolojiyle birlikte Gglincl nesil dizi analizi yéntemleri ortaya
cikmistir. Pacific Biosciences (PacBio) bunlardan biridir. Bir ZMW (sifir modlu
dalga kilavuzu) isik enerjisini, aydinlatici 1s1§in dalga boyuna gére boyutlari daha
klguk olan bir alana yonlendiren kuguk bir odadir. ZMW tasarimi ve kullanilan
ISIgin dalga boyu sebebiyle; ZMW'nin altinda, DNA polimerazin uzayan bir
zincirdeki DNA'ya baglanan her bir baz ile birlestigi yerde goértntileme
gerceklesir. Ortamda doért nukleotid, farkh floresan boyalarla etiketlenmistir.
Uzayan zincire bir nukleotid eklendiginde, dogru floresan boyali nukleotid
baglandik¢a, milisaniye dlgeginde goruntuleme gergeklesir. Uzun okuma yapar;
ortalama 10 kb Uzeri okuma yapilabilir, bazi 6zel okumalarda ise 60 kb’a kadar
cikabilir. Amplifikasyon gerektirmez, tek tip derinlikte okuma yapilir. Tek molekdl
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dizeyinde calisma yapilir, CSS (Circular Consensus Sequencing) ile molekuler

duzeyde dogruluk saglanmasi mumkudandur (85).

Nanopor teknolojisi de Gguncu nesil dizi analizi teknolojilerinden biridir.
Saglik ve biyomedikal arastirma alaninda giderek daha énemli hale gelmis olup,
ince bir zara nano Olgekli bir delik yerlestirilerek ve elektrokimyasal sinyali dlgerek
calisir. Nanopor teknolojisi nukleik asitleri ve diger biyomakromolekulleri
arastirmak i¢cin  kullanilabilir.  Nanopore teknolojisinin  en  basarili
uygulamalarindan biri olan Oxford Nanopore Teknolojisi, dérdincl nesil gen
dizileme teknolojisinin baglangicini isaret etmektedir (86). Bu teknoloji tek DNA
molekulinu real-time dizileme yapan ucuz ve hizlh bir yontemdir; DNA
molekulinun nano boyuttaki porlardan gegisi sirasinda nukleotidlerin olusturdugu
elektrofizyolojik degisiklikleri analiz ederek DNA dizisini ortaya ¢ikarir. Oxford
Nanopore teknoloijisi ile kutuphane hazirligi ve sekanslama ¢ok kisa surede ve
pratik olarak yapilabilmektedir. Ayrica PCR basamaginin da ortadan kalkmasi ile
dizi analizi suresi gunlerden saatlere dusmektedir. Teknolojinin diger onemli
avantaji 10%— 108 baz kadar ¢ok uzun okumalar yapabilmesidir (87). Nanopor
teknolojisi her ne kadar ylksek hatali okuma oranina sahip olsa da DNA
dizilemesi konusunda oldukg¢a énemli bir teknolojiyi temsil etmesi, uzun okumalar
yapabilmesi, daha onceki teknolojilere gore ¢ok daha ucuz ve hizli olmasi

nedeniyle oldukga 6nemlidir (88).

YND sayesinde tim genom, ekzom ve hedefe yonelik dizileme, ayrica
epigenomik, RNA dizileme ve hatta tek hucre dizileme gibi pek ¢ok birbirinden

farkh uygulama yapilabilmektedir (89).

YND teknolojilerinin sistemsel farklari, yontemsel degisiklikleri olsa da
temelde ayni basamaklari i¢cermektedir. Bunlar, kutuphane hazirlanmasi,
kGtiphanenin isaretlenmesi, tekrar gogaltilmasi (enrichment), tim kitiphanenin
ayni anda dizilenmesi ve biyoinformatik araglar ile bir referansa gore ya da de

novo olarak dizilenen pargalarin tekrar birlestiriimesi basamaklaridir (90).
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Bu teknikler sayesinde genomik bilgi olduk¢a hizli elde edilmektedir. Klinik
tanida kullanilmasi da gittikge artmaktadir. Mikrobiyoloji, onkoloji, embriyoloji,
genetik, metabolik hastaliklarin tanisi gibi bircok tip dalinda YND

kullaniimaktadir.

insan mikrobiyom &érnekleri icin genis ve kamuya acik veritabanlari
mevcuttur. Calismalar belirli vicut bolgeleri, hastalik tipleri ve gevresel kosullar
ile belirli mikrobiyota tiplerinin iligkilendirilebildigini gostermektedir (91, 92). YND
platformlarinda evrensel primerler kullaniimaktadir. YND ydntemleri, karmasik
mikrobiyal topluluklarin profilini gikarmada en ¢ok kullanilan ve genis kullanim

alanina sahip yontemleri olusturmaktadir (93).

Yeni nesil DNA dizileme teknolojilerindeki ilerlemelerle, tim mikrobiyom
analizini olanakli hale getiren metagenom biliminin ortaya ¢ikmasi ve hiz
kazanmasi saglanmistir. Bir mikrobiyomun cesitliliginin saptanmasi igin
gelistirilen yontemlerden en ¢ok tercih edileni, daha dnce veri tabanlarina kayitli
taksonomik bilgilerin referans olarak kullaniimasi ve yeni verilerin taksonomik
unitelere ayristirilmasidir. Tum genom dizilemesinin kullanilamadigi durumlarda
sadece 16S rRNA genleri dizilenerek bu yeni verilerin bilinen dizilerle

eslesmesine dayali taksonomik profilleme yapilabilmektedir (94, 95).

Kultirde etken izole edilme sansinin az oldugu artrit, ensefalit gibi
orneklerde YND ile kisa surede sonug alinabilmektedir. Ensefalit olgularinin
%63’Une, geleneksel yontemlerle tani konulamamaktadir. Literatirde YND
yontemleri kullanilarak Leptospira, Astrovirus ve Bornavirus saptanan ensefalit
olgulari bulunmaktadir (96-99).

YND yoOntemleri, hastane enfeksiyon kontrol programlari ve salgin
tespitlerinde Multi Lokus Sekans Tipleme (MLST) ve benzeri yontemlerden ¢ok
daha dogru ve kesin sonuglar saglamaktadir (100). Bakteriyolojide YND ile kultar
islemleri yapilmadan kisa surede virulans faktorleri, direng genleri, MLST nin
standart c¢alisma asamalarina gerek kalmadan MLST sonuglari elde

edilebilmektedir.
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Varyant analizinde, tim genom dizileme sayesinde filogenetik agaclarin,
faj elemanlarinin, virilans faktorlerinin, plazmidlerin ve salgin susuna 6zgu
bdlgelerin karakterizasyonunun yani sira yeniden siralama analizi ve DNA
yapisal varyasyonlarinin saptanmasi gibi detayl bilgi saglanabilmektedir (101,
102).

YND yontemleriyle diren¢ genlerinin  saptanmasiyla antibiyotik
duyarlliklari hakkinda bilgi edinilebilmektedir; ancak bir genin varligi, direng
varhdi ile es anlamli olmadigi gibi bir genin yoklugu da diren¢ olmamasi ile es
anlamli olmamaktadir. Beta laktamaz genleri gibi, gen aktarimi ile gelisen
direnglerde ve rpoB, gyrA gibi 6zgul genlerdeki mutasyonlara bagli gelisen
direnclerde direnci saptamada bu ydntemler basarili olmaktadir. YND
teknolojileri; birden fazla genle olusan karmasik dizenleyici sistemlerle olusan
direnclerde, ekspresyon artisi ile olusan direncglerde antibiyotik direnci tespitinde
yetersiz kalabilmektedir. Sonug olarak, tim genom dizileme verisinin antibiyotik
duyarlihgini belirlemede kullanimi henlz sinirl kalmaktadir. Direng geni varligi
veya mutasyonu, dirence neden olmayabilecegi gibi, indUklenebilir direngle de
ilgili olabilmektedir. YND 6zet olarak, antibiyotik duyarhligina ait kantitatif veri
saglayamamaktadir (103, 104).

YND teknolojileri; klinikte hastadaki patojenle, patojenin genomunun bilgisi
arasindaki iliskinin incelenmesi ile yeni virulans faktorlerini belirleme imkani
saglamaktadir. Klinik bakteriyolojide epidemiyolojik tiplendirme igcin de
kullanilabilmektedir (105). Klinik virolojide virlis hastalik iligkisi belirlemede,
rezervuarlar ve bulas yollarinin belirlenmesinde, antiviral ila¢ direnci saptamada,
ilaca direngli mutant orani saptamada kullanilabilmektedir. YND teknolojileri,
Ozellikle  HIV  enfeksiyonunda reseptér tropizminin  belirlenmesinde
kullaniimaktadir (106).

Teknolojideki gelismelerle, maliyetlerin dismesi ile YND yontemleri daha
yayginlagsmaktadir. Tum gelismelere ragmen; veri tabanlarindaki glincellemenin
yavasligi ve ayrica veri analizi igin biyoinformatik bilgisine sahip olma gerekliligi
YND kullaniminin yayginlagsmasinin onundeki engellerden bazilaridir (106).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 izolatlarin Segimi ve Orneklerin islenmesi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik 2.4
tarafindan 24.11.2021 tarih ve 09-13 numaral etik kurul onayi alinarak ¢alismalar
yuratulmastar. Mart 2018-Kasim 2021 tarihleri arasinda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Hastanesi kliniklerinden laboratuvarimiza gelen rutin idrar Kltird
orneklerinden saklanmis ve -80°C’de muhafaza edilmekte olan 31 farkl izolat
calismamiza dahil edildi. Phoenix (BD, USA) cihazi ile Myroides odoratus/
odoratimimus olarak isimlendirilmis olan izolatlar her hastanin ilk 6rnegi secilerek
calismaya alindi. Antimikrobiyal duyarliik sonuglari izolasyonun yapildigi
tarihteki raporlanan sonuctan elde edildi. Bakteriler calisma 6ncesi ¢ozdurulerek,
tek koloni ekimi yapilacak sekilde BBL nutrient agar (BD, ABD) besiyerinde 36°C

atmosferik kosuldal8-24 saat inkibasyondan sonra diger islemlere alindi.

3.2. Bakterilerden DNA Ekstraksiyonu

izolatlarimiz ve negatif kontrol (DNAz RNAz free distile su (Multicell,
Wisent inc.) ile DNA ekstraksiyonu (GeneMATRIX TISSUE & BACTERIAL DNA
Purification Kit, Polonya) yaptik;

I. Spin-Kolon Aktivasyonu

1. Spin kolona 30 pl aktivasyon Tamponu T uyguladik ve tum lizati spin
kolona aktarana kadar oda sicakliginda tuttuk.

Il. Ornek Hazirlama

1. 1,5 ml ependorf tupunde; dogrudan petri kabindan sectiginiz bakteri

kolonisini, 300 ul tampon Lyse BG iginde sUspanse ettik.

2. Suspansiyon hucresine 50 ul tampon BL ve 2 ul RNase A ekledik.

Birkac kere ters gevirerek veya 3 saniye vorteks ile karistirdik.
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3. Numuneyi 37°C’de 15 dakika inklbe ettik.

4. Yeniden suUspanse edilmis hucre peletine 20 ul Proteinaz K ekleyip

birkag kere ters gevirerek veya 3 sn vorteks ile karistirdik.
5. Ornegi 56°C’de 30 dakika inkiibe ettik.

6. 350 ul tampon Sol T ekledik. Birka¢ kere ters cevirerek veya 3 sn
vorteks ile karistirdik.

7. Ornegi 56°C’de 5 dakika inkiibe ettik.

8. Numuneyi 15 saniye vorteksledik.

lll. DNA izolasyonu

1. Bir dakika boyunca 12 000 x g’de santrifij ettik.

2. Tum lizati, toplama tupune yerlestirilen spin kolona transfer ettik.
3. Spin kolonu 11.000 x g’de 1 dakika santrifijledik.

4. Spin kolonu ¢ikarip, altta toplama tliptnde bulunan siviyi (akisi) atip,

spin kolonu toplama tliptine geri yerlestirdik.

5. 500 ul Wash TX1 tamponu ekleyip ve 1 dakika boyunca 11.000 x g’de

santrifyj ettik.

6. Spin kolonucikarip, akisi atip ve spin kolonu toplama tipuine geri

yerlestirdik.

7. 500 ul Wash TX2 tamponu ekleyip ve 1 dakika boyunca 11.000 x g’de

santrifyj ettik.

8. Wash TX2 tamponunun izlerini kaldirmak igin 1 dakika boyunca 11.000
X g'de dondurduk.

9. Spin kolonu yeni bir toplama tapune (1,5-2 ml) yerlestirip ve bagli DNA'yI
ayristirmak i¢in 50-150 ul Eliisyon tamponu ekledik.

10. Spin kolon /toplama tlpU dizenegini oda sicakliginda 2 dakika inkibe
ettik.
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11. 11.000 x g’de 1 dakika santrifuj ettik.

12. Spin kolonu c¢ikarip, toplama tupunu kapattik. DNA'yi

analiz/manipulasyon icin hazir hale getirdik.

3.3 16S rDNA PCR Yontemi ile izolatlarin Molekiiler Tiplendirilmesi ve

isimlendirilmesi

Calismamizda 31 adet Myroides spp. izolatini 16S rDNA PCR yontemiyle
ileri primer olarak 27F 5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ ve geri primer olarak
1492R 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’ universal primerleriyle (BM Lab.Sis,
Ankara, Turkiye) cogalttik. Primerleri, DNAz RNAz free distile su (Multicell,
Wisent inc.) ile sulandirdik, 10 pmol/ul derigsiminde primerler elde ettik. 4 pl 5x
Firepol Mastermiks (Solis BioDyne, Estonya); 0,5 yl forward primer (Metabion,
Almanya); 0,5 ul reverse primer (Metabion, Almanya); 10 yl DNAz RNAz free
distile su ile 16S rDNA PCR’In mastermiksini hazirladik, 5 pl ekstraksiyon
artnlerini ekleyip PCR doéngusinu baslattik. Laboratuvarimizdaki PCR cihazini
(CFX-96 Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, ABD) kullanarak; 95°C’de
5 dk; 30 siklus 95°C’de 30sn, 57°C’de 45 sn, 72°C’de 1 dk; 72°C’de 5 dk olacak

sekilde amplifikasyon programinda PCR islemini tamamladik.

PCR drunlerini, 100 volt akim uygulayarak; 40 dakika %1,5 agaroz jel
elekroforezinde yiritip (Resim 3.1), BioVision (Vilber, Smart imaging) programi

ile goéruntdlerini aldik.

3.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez tankini maksimum cizgisini gegmeyecek sekilde 1xTBE
Buffer ile doldurduk.

70 ml. 1xTBE Buffer (10x TBE Bufferi, New Bioscience; steril distile su ile

sulandirip 1x haline getirdik) ile %1,5 agarozu (Prona, Biomax) karistirdik.
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Mikrodalga firinda kaynatmadan isittik. Cikarip sogumadan elektroforez tankinin

taraklarin oldugu bolime doktuk.

PCR Uriunlerimizi ve DNA ladderimizi (100 bp DNA Ladder, Solis Biodyne,
Estonya) agaroz jelde gérinmeyi saglayan, DNA boyasi (BIO-View™, BioShop
Canada) ile 5:1 oraninda Kkaristirnp agaroz jel elektroforezine yukledik.
Elektroforezi 100 V; 40 dk. olarak gergeklestirdik. Géruntileri, bant olusumlarini
BioVision (Vilber, Smart imaging) programi ile kaydettik.

Resim 3.1. PCR urunlerinin agaroz jel elektroforezinde yuratilmesi

3.5 Sanger Sekanslama

Elde ettigimiz 16S rDNA PCR drunlerini Sanger Sekanslama yapilmasi

amaciyla BM Laboratuvar Sistemleri (BM Lab.Sis, Ankara, Turkiye)'ne gonderdik.
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BM Lab.Sis'de, PCR urtnu saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant
ornekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005)
saflagtirma kiti kullanilmis olup, kitin prosedurlerine uyularak saflastiriima
yapilmigtir. PCR drunlerinin - Sanger dizilemesi, Macrogen Hollanda
laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazinda (Applied Biosystems,
Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied
Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak yapildi .

Bu islemlerden sonra bize gelen Sekans verilerinin forward ve reverse
dosyalarindan BioEdit Sequence Alignment Editor uygulamasi (Versiyon.7.2.5)
ile konsensus sekans dizisi olusturduk. Uyumlu olan dizileri fas/fasta dosyasi

formatina donustardik.

3.6 RAPD PCR ile Orneklerin Filogenetik iliskisinin Arastiriimasi

Calismaya aldigimiz izolatlarin ekstraksiyon Urlnleri ile OPA-10:5'-
GTGATCGCAG-3’; OPB-15:5-GGAGGGTGTT-3’ primerlerini (BM Lab.Sis,
Ankara, Turkiye) kullanarak RAPD PCR yaptik (107).

Kim HS. ve arkadaslarinin (107) yayinindaki protokole gore érnek basina
4 uL Mastermiks, 1 yL 10 pmol/ uL primer, 10 uL DNAz RNAz free su ve 5 L
DNA ekstraksiyon urinu kullanarak PCR yaptik. OPA-10 ve OPB-15 primerleri
ile; M. odoratus, M.odoratimimus izolatlarimiz ve E.coli ATCC 25922 bakterisi ile
PCR’1 tamamladik ( 94°C -5dk, 35 siklus (94°C —30sn, 35°C — 1dk, 72°C -1dk),
72°C -5dk ). Yayindaki protokolu uygulamamiza ragmen Myroides cinsi hicbir
izolatimizla bant elde edemedik. Bundan sonra farkli protokollerle PCR

denemeleri yapmaya basladik.

Deneme 1: 4 yL Mastermiks, 1 yL 10 pmol/ yL primer, 10 yL DNAz RNAz
free su ve 5 uL DNA ekstraksiyon UrUnu kullanarak ve annealing sicakhgini 32°C
yaparak yeni bir protokolle PCR yaptik.
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Deneme 2: Ayni primerlerle optimum annealing sicakligini bulmak igin
diger degiskenler sabit kalmak Uzere gradient PCR (40°C-30°C arasinda 8 farkli

annealing sicakliklariyla) tasarladik.

Deneme 3: Farkl primerler denemeye karar verdik. Chehid Chakroun ve
arkadaslarinin yaptigi calismada (108) kullanilan primerlerle in silico PCR (109)
tasarladik higbir bant elde edemeyince; Operon RAPD 10mer Kit (Cosmo
Genetech, South Korea) doékimanindan (110) Chehid Chakroun ve
arkadaslarinin yayinindaki (108) primerlere baz dizisi olarak yakin olanlari
secerek daha 6nce tam genom analizi yapilip GenBank’a yuklenmis Myroides
sp.’lerle in silico PCR denemeleri yapip (109) en azindan bir bant ¢ogalmasi
tahmin ettigimiz, uygun olabilecek u¢ adet primer; OPH-06 (ACGCATCGCA),
OPH-11 (CTTCCGCAGT) ve OPH-15 (AATGGCGCAG) sentezlettik (BM

Laboratuvar Sistemleri, Ankara, Turkiye), Deneme 1‘deki protokolle PCR yaptik.

Deneme 4: A. Jacobs ve arkadaslarinin yaptigi calismadaki (111) gibi
annealing suresini 30sn.den 1dk.ya; dongu icindeki elongasyon evresini de
1dk.dan 2dk.ya uzattik. Ayni zamanda ekstraksiyon urlUnlerimizi isitarak

reaksiyona eklemeyi denedik.

Deneme 5: Kullandigimiz mastermikse ek olarak reaksiyona MgClz iyonu
ve Taq polimeraz ekleme, baska bir mastermiks ile PCR deneme durumlarini da
degerlendirdik (71, 112-116). Dongu igcindeki denaturasyon suresini 1dk.dan
30sn.ye indirdik.

Deneme 6: Bovine Serum Albumin (BSA) eklemek de PCR iyilestiricileri
arasinda oldugundan BSA (lyophilized powder, = %96, SigmaAldrich, Merck,
Almanya) ile PCR dongusu yaptik. BSA sulandirmak i¢in 0,0125 mg. BSA ve 2,5
ml. DNAz RNAz free suyu karistirip filtreli enjektor (Whatman, Sigma, Almanya)
ile steril ettik ve reaksiyon basina 0,4 ul kullandik. BSA ile daha 6nce bant elde
edemedigimiz tir olan M.odoratimimus igin elimizdeki primerlerle gradient (30°C-
40°C arasinda 8 farkli annealing sicakliklariyla) RAPD PCR tasarladik.
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M.odoratus igin de daha 6nce (Deneme 2) bant elde ettigimiz annealing sicakligi
38°C’de PCR yaptik.

Deneme 7: RAPD PCRile sinirli sayida bant elde ettigimizden, daha fazla
bant elde edip edemeyecegimizi gormek amaciyla AP-PCR c¢alismasi yaptik.
Reaksiyon basina 0,4 pl BSA kullanarak, 20 pmol/ uL konsantrasyondaki M13
(5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3') primerinden (BM Lab.Sis, Ankara, Turkiye) 1 pl,
mastermiksten 4 pyl, DNAz RNAz free sudan 10 pl, ekstraksiyon arinunden 5 pl
ekleyerek AP-PCR’1 2 siklus (94°C — 5dk, 45°C - 5dk, 72°C - 5dk), 2 siklus (94°C
— 5dk, 43°C - 5dk, 72°C - 5dk) ve 35 siklus (94°C — 1dk, 40°C - 1dk, 72°C - 2dk)
olarak uyguladik.

3.7 ilk ve Son izolatin Tam Genom Analizi

Tam genom dizilime islemleri hizmet alimi ile BM Laboratuvar Sistemlerine

yaptirildi. Hizmet alimi ile yapilan iglemler 3.7.1-4 ile kisaca agiklanmistir.
3.7.1 Kutuphane Hazirlama

DNA bozunmasi ve kontaminasyonu %21 agaroz jeller Uzerinde izlenmis.
DNA safligi, NanoPhotometer® spektrofotometre (IMPLEN, CA, USA)
kullanilarak kontrol edilmistir. DNA konsantrasyonu, Qubit® 2.0 Flurometer’de
(Life Technologies, CA, ABD) Qubit® DNA Assay kiti kullanilarak dlgulmugtur.

3.7.2 Kutuphane Olusturma ve Kalite Kontrol

DNA 6rnegdi hazirliklari igin girdi malzemesi olarak érnek basina toplam
1.0ug DNA ile siralama kutliphanesi, Ureticinin Onerileri izlenerek NEBNext®
DNA Kitapligi Hazirlama Kkiti kullanilarak olusturulmustur. Her numuneye
indeksler eklenmistir. Genomik DNA, kesme yoluyla rastgele 350bp’lik bir boyuta
parcalanmig, ardindan DNA pargalarinin uglari parlatiimig, A-kuyrugu yapiimis
ve lllumina dizilemesi igin NEBNext adaptoruyle baglanmistir ve ayrica PS5 ve
indekslenmis P7 oligolari ile PCR zenginlestirilmistir. PCR UrUnleri saflagtiriimis

(AMPure XP sistemi) ve sonugtaki kutiiphaneler boyut dagilimi igin Agilent 2100
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Bioanalyzer tarafindan analiz edilmistir ve ger¢cek zamanli PCR kullanilarak

OlcUlmasgtar.
3.7.3 Siralama

Yukarida olusturulan bu kitiphaneler, lllumina Novaseq 6000 platformu
ile siralanmis olup; 350bp civarinda insert boyutu ile 150bp c¢ift u¢lu (paired end)

okumalar Uretilmistir.
3.7.4 Yeniden Siralama Adimlani

Konsensus veri dizisi olusturulmasinda, sirasiyla kalite kontrol: FastQC
(117), trimming: trimmomatic (118), mapping: Bowtie2 (119), harita siralamasi:
samtools (120), varyant arama ve filtreleme: bcftools (121), varyant annotation:
snpEff (122), contig Uretimi: vcf-consensus (123) yontemleri ve programlari

uygulanmigtir.
3.7.5 izolatlarin Tam Genom Dizilerinde Yapilan analizler

ik ve son izolatin ( M.odoratimimus izolat 1 ve M.odoratimimus izolat 31)

tam genom analizini veri analizi ydntemleri ile yaptik (124-127).
3.7.5.1 izolatlarin Kalite Kontrol (QC) Raporu

1 ve 31 nolu izolat icin forward ve reverse okumalarinin FastQC (version

0.11.9) raporlarini degerlendirdik.
3.7.5.2 Consensus Dizilimi Olugturduktan Sonraki islemler
Gen-Protein Sentezi iligkisinin Gésterilmesi (Annotation Olusturma)
ProkkaAnnotation v.3.2.1 ile annotation olusturduk.
Online Veritabanlan Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Center for Genomic Epidemiology (CGE)

http://www.genomicepidemiology.org/ (128) PathoFinder ile izolatlarin patojen

olma ihtimalini ve izolatlarin genomlarindaki patojen ve nonpatojen protein Ureten

bolgeleri arastirdik.
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Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

CGE ResFinder-4.1, CGE Kmer ResFinder, CGE ResFinderFG-2.0
sunucusundan (128), CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance
Database) (125) ve Pathofact pipeline (veri isleme hatti, ViH) (129) araglarindan;

her iki izolatin illumina dosyalarinin ham verilerini kullanarak ADG tespit ettik.
izolatlarin ANI Raporunun Olusturulmasi

Ezbiocloud.net sitesindeki ANI Calculator ile her iki izolat icin ANI degeri
elde ettik.

SNP Analizi

Sekans okuma ham verileri kullanilarak CGE sitesindekj CSIPhylogeny,

web arayuzu ile SNP analizi yaptik.

3.7.6 izolatlarin GenBank Kaydinin Yapilmasi ve Erisim

Numaralarinin Alinmasi

1 ve 31 numarali M.odoratimimus izolatimizi

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/ kayit portalini kullanarak GenBank’a

kaydettik ve erisim numaralarini sistem Uzerinden aldik.
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4. BULGULAR

4.1 16S rDNA PCR Yéntemi ve Sanger Sekans Analizi ile izolatlarin

isimlendirilmesi

16S rDNA PCR dUrdnlerini agaroz jel elektroforezinde (Resim 4.1),
BioVision (Vilber, Smart imaging) programi ile izolatlarimizdan elde ettigimiz tek
bantlarin boylarini 1470 bp. civarinda Olgtlk.
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (130) online sitesi ile izolatlarimizi BLAST

analiziyle isimlendirdik. 16S rDNA yontemi ile 31 adet Myroides spp.
izolatimizdan 26 adedini M.odoratimimus ve 5 adedini (10, 11, 14, 26 ve 28 nolu
izolat) M.odoratus olarak tir dizeyinde tanimladik. BM Lab. Sis.( Ankara,
Tarkiye)den gelen Sanger sekans verilerinden elde ederek hazirladigimiz

konsensus diziler kullanilarak https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/genbank/

araciligiyla izolatlarimiza GenBank erisim numarasi aldik (131) (Tablo 4.1).

Resim 4.1: 16S rDNA PCR durinlerinin elektroforez sonrasi

gOruntdlerinin alinmasi.
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Tablo 4.1: izolatlarimizin GenBank erisim numaralari

izolat no izolatlarin GenBank izolat no | izolatlarin GenBank

Erisim numaralari Erisim numaralari
1 0Q632774 17 0Q625546
2 0Q632775 18 0Q625547
3 0Q625537 19 0Q625548
4 0Q625538 20 0Q625549
5 0Q625539 21 0Q625550
6 0Q625540 22 0Q625551
7 0Q632776 23 0Q625552
8 0Q625541 24 0Q632778
9 0Q632777 25 0Q625553
10 0Q625542 26 0Q625477
11 0Q625479 27 0Q625554
12 0Q625476 28 0Q625555
13 0Q625543 29 0Q625556
14 0Q625544 30 0Q632779
15 0Q625478 31 0Q625557
16 0Q625545

M.odoratimimus’ tur.

10, 11, 14, 26 ve 28 nolu izolatlar M.odoratus, digerleri

izolatlarimizin elde edildigi hastalarin yas ortalamasi 69.8; yaslarin
medyan degeri 73’tur. En geng hasta 37, en yasli hasta 95 yasindadir. Hastalarin
14 adedi kadin, 17 adedi erkektir. Hastanede kalig sliresi en az 1 gun, en fazla
363 gundir. Hastalarin hastanede yatis suresi medyan degeri 90, aritmetik

ortalamasi 126,7’dir Butun izolatlarin timu idrar kalttrlerinden elde edilmistir.
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Hastalarin cogu komorbiditeleri olan YB. hastalaridir. iki hasta hari¢ hastalara
driner girisim yapilmistir. Myroides izolatlarinin elde edildigi hastalarin

demografik 6zellikleri ( Tablo 4.2 ve Tablo 4.3)'de sunulmustur.

Tablo 4.2: Myorides odoratimimus izole ettigimiz hastalarin demografik

Ozellikleri
izolat |Yatis [Hasta [Cinsiyet | Uriner Son | Ek hastaliklari Kullandiklari *KDU
no [suresi |yasi girisim  durum antibiyotikleri
1 88 55 E sonda sag pnémoni, imipenem, kolistin | yok
KOAH, yanik
2 260 75 E sonda ex. pnémoni, KY, pip-tazo, var
SVH imipenem,
kolistin, cipro, rif
3 363 | 51 E sonda ex. DM, SVH, ertapenem, var
protein flukonazol
malnutrisyonu
4 300 76 E sonda ex. pnémosepsis, imipenem kolistin, | var
urosepsis pip-tazo+cipro,
flukonazol,
ampisilin
5 79 60 E sonda ex. SVH, HT, DM meropenem, var
kolistin,
vankomisin,
flukonazol
6 140 | 89 K sonda ex. SVH meropenem, var
kolistin,
7 113 81 K sonda sag SVH, DM seftizoksim, var
kolistin
8 56 63 E sonda ex. postop. cipro, vanko yok
splenektomi,
pnémotoraks
9 316 41 K sonda ex. |amipli dizanteri vankomisin, var
sonrasi HUS+ kolistin,
ABY meropenem
12 1 71 E *TUR-P, Sag BPH, DM fosfomisin, yok
sistoskopi, koamoksilav
35 giln
kalici
sonda
13 | 346 78 K sonda ex. ABY kolistin, var
meropenem,
flukonazol
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izolat |Yatis [Hasta [Cinsiyet | Uriner Son | Ek hastaliklari Kullandiklari *KDU
no |[suresi |yasi girisim  durum antibiyotikleri
15 1 61 E sonda, Sag metastatik kolistin, var
TRUS prostatik meropenem
adenokarsinom flukonazol
16 | 312 | 68 E sonda ex. ABY kolistin, var
meropenem
17 | 246 | 86 K sonda ex. HT, SVH, vankomisin, var
ensefalopati kolistin,
meropenem,
flukonazol
18 | 123 | 37 K sonda ex. yok vankomisin, var
kolistin,
meropenem,
flukonazol, pip-
tazo,
ciprofloksasin
19 | 121 81 E sonda ex. SVH sefoperazon- var
slbaktam, cipro,
vankomisin,
kolistin
20 52 64 K yok ex. HT pip-tazo, var
ciprofloksasin
21 | 175 | 82 E sonda ex. bilateral vankomisin, var
pndémotroraks kolistin
22 90 59 E sonda ex. HT vankomisin, pip- | yok
tazo,
23 1 62 E ***TUR- ex. HT, mesane yok yok
MT adenokarsinomu
24 13 60 K sonda ex. yok yok yok
25 12 76 K yok ex. |ABY, Alzheimer flukonazol yok
27 85 78 E sonda ex. | BHAC, dispne kolistin, var
meropenem,
flukonazol
29 | 140 | 83 K sonda ex. femur boyun meropenem, var
kirngi kolistin
30 35 69 E sonda ex. SVH, HT kolistin, var
meropenem,
flukonazol
31 12 91 K sonda ex. HT, DM meropenem, var
kolistin
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izolat |Yatis [Hasta [Cinsiyet | Uriner Son | Ek hastaliklari Kullandiklari *KDU
no iiresi | yasi girisim  durum antibiyotikleri

*KDU: karbapenem direngli treme varligi, **TUR-P: Transiretral Prostat Rezeksiyonu,
**TUR-MT: Transuretral Mesane Kanseri Rezeksiyonu, TRUS: Transrektal USG. YB: Yogun
Bakim Unitesi, Ex: exitus- 6lim, E: erkek, K: kadin, Pip-tazo: piperasilin-tazobactam, Cipro:
ciprofloksasin, Rif: rifampisin, KY: kalp yetmezligi, SVH: serebrovaskuiler hastalik, DM:
Diyabetes Mellitus, HT: Hipertansiyon, HUS: Hemolitik Uremik Sendrom, ABY: Akut Bébrek
Yetmezligi, BHAC: Buylk Hucreli Akciger Karsinomu

Hastalarin demografik bilgilerine Hastane Bilgi Yoénetim Sistemi (HBYS) Uzerinden
erigilmistir.

Tablo 4.3: Myorides odoratus izole ettigimiz hastalarin demografik

ozellikleri
izolat | Yatis Hasta [Cinsiyet |Uriner | Son Ek Kullandiklari  [FKDU
no [siiresi |yasl girisim durum fhastaliklan | antibiyotikleri
10 28 81 K sonda | ex. pnémoni, | moksifloksasin, | var
SVH kolistin,
meropenem
11 56 95 K sonda | ex. SVH kolistin, var
meropenem
14 153 74 K sonda | ex. SVH, kolistin, var
barsak akut | meropenem,
iskemik vankomisin
bozuklugu
26 65 45 E sonda | sag kaza kolistin, yok
sonrasi meropenem
renal
prankimde
hematom
28 145 73 E sonda | ex. SVH, kolistin, var
Alzeihmer, meropenem,
flukonazol
*KDU: karbapenem drengli ireme varhidi, YB: Yogun Bakim Unitesi, Ex: exitus-6lim,
E: erkek, K: kadin, SVH: serebrovaskiiler hastalik
Hastalarin demografik bilgilerine Hastane Bilgi Yonetim Sistemi (HBYS)
uzerinden erisilmistir.
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4.2 RAPD PCR ile izolatlar Arasindaki iligkinin incelenmesi

RAPD PCR ig¢in Kim HS. ve arkadasglarinin (107) yayininda OPA-10
primeri ile sekiz; OPB-15 primeri ile dort adet bant elde edilmistir. Ayni protokol
ile Myroides cinsi bakteri izolatlarimizda biz herhangi bir bant elde edemedik.

Ardindan yaptigimiz denemelerde sirasiyla asagidaki sonugclari elde ettik.
Deneme 1: Herhangi bir primerle veya turle bant elde edemedik.

Deneme 2: OPB-15 primeri ve M. odoratus izolatiyla annealing sicakliklari; 40°C,
39°C, 38°C sicakliklarinda Uger bant elde ettik. Bant sayisi sicaklik dustlikge
azalmaktaydi. Bu ¢alismada, yalnizca M.odoratus ve OPB-15 primeri ile 40°C,
39°C, 38°C annealing sicakliklarinda bantlar elde edebildik. M.odoratus i¢in bant

elde edebildik (Resim 4.2) ancak M.odoratimimus igin bant géremedik.

1-8 arasi: M.odoratus ve OPA-10 primeri ile, 9-16 arasi: M.odoratus ve OPB-15 primeri ile

1-8 ve 9-16 arasi RAPD PCR annealing sicakliklari soldan saga sirasiyla 40, 39, 38, 36, 34, 32,
30.6, 30 °C olarak degismektedir.

Resim 4.2. M.odoratus ile OPA-10 ve OPB-15 primerleriyle gradient
PCR

Deneme 3: Yalnizca M.odoratus turl ile OPH-15 ve OPA-10 primerleri ile
bir adet; OPB-15 primeri ile iki adet bant elde edebildik. OPH-6 ve OPH-11 ile her

iki tirde bant elde edemedik.
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Deneme 4: OPH-06, OPH-15 ve OPA-10 ile iki tirde de bant géremedik.

Deneme 5: Tag polimeraz ve MgClz miktarlarini artirmak veya farkli bir
mastermiks kullanmak ile M.odoratimimus tdrinde yine sadece tek bant

gorebildik.

Deneme 6: M.odoratimimus turu izolatlarimizla annealing sicaklgi 35°C,
32,5°C ve 30°C’de OPA-10 primeri ile dokuz adet izolat harig tek bant elde ettik
(Resim 4.3). M.odoratus icin annealing 38°C’de, OPB-15 primeri ile bant elde
edebildik (Resim 4.4).

mMm1 2 34 5 6 7 8 9 12 1315 16 1718 19 20 21 22

. 4
el gl o s S vt (o L L L e R il e Nl

M 23 24 25 27 20 .20 31 & M

*ATCC E.coli 25922

Resim 4.3. OPA-10 primeri ile M.odoratimimus tiriyle RAPD-PCR

Resim 4.3'teki 15 ve 17 nolu izolatlar hari¢ tim bantlar 700 bp.
civarindadir. 15 nolu izolatta iki adet bant bulunmakta olup, biri 500 bp. digeri,

700 bp. civarindadir. 17 nolu izolatin banti 1000 bp. civarindadir.
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15 nolu izolatin elde edildigi hasta, prostat adeno karsinomu tanil
poliklinik hastasidir. Hastanin izolasyon tarihi 6ncesinde hastanemizde yatigi
bulunmamaktadir. Hasta sag kalan gruptadir; 15 nolu izolat test edilen
antibiyotiklerden levofloksasine duyarlidir. 15 nolu bant gérintisinde OPA-10

primeri ile 500 bp. ve 700 bp. civarinda iki adet bant elde edilmigtir.

17 nolu izolatin elde edildigi hasta, yogun bakimda yatan komorbiditeleri
bulunan kadin hastadir, hastanin 246 gin hastanemizde yatis suresi olup yatigi
suresince iki adet daha Myroides sp. uremesi olmustur. Sonraki iremelerde test
edilen antibiyotiklerin timune diren¢ saptanmistir. Hastanin durumu exitus ile
sonuglanmigtir. 17 nolu izolat gentamisin, imipenem, levofloksasin,
piperasilin-tazobactam, amikasin, tobramisin duyarhdir. 17 nolu bant
goruntisunde OPA-10 primeri ile diger bantlardan daha yukarida,1000bp.

civarinda bir bant gézlenmisgtir.

12 nolu izolatin elde edildigi hasta, dis merkezde izolasyon tarihinden 35
gun kadar once kalici idrar sondasi takilmis olan prostat kanseri tanili,
poliklinikten gelen idrar kultirinde Ureme saptanan hastadir. Hastanin izolasyon
tarihinden once hastanemizde yatigi bulunmamaktadir, hasta sag kalan hasta
grubundadir; 12 nolu izolat test edilen antibiyotiklerden ciprofloksasin,
imipenem, levofloksasin antibiyotiklerine duyarli saptanmigtir. OPA-10 primeri

ile diger izolatlarla benzer bp.seviyesinde, 700 bp.civarinda bant gézlenmigtir.

Tdm izolatlar, Phoenix NMIC paneli ile (BD, Phoenix, ABD) test edilmisti.
12, 15 ve 17 hari¢ tum izolatlar test edilen tim antibiyotiklere (amikasin,
amoksisilin-klavulonat, ampisilin, sefazolin, sefiksim, seftazidim, seftriakson,
siprofloksasin, ertapenem, fosfomisin, gentamisin, imipenem, levofloksasin,
nitrofurantoin, piperasilin-tazobaktam, tigesiklin, tobramisin, trimetoprim-

sulfometoksazol) direngli bulunmustu.
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Resim 4.4. OPB-15 primeri ile M.odoratus turiyle RAPD-PCR

Resim 4.4’teki izolatlar, calismamizdaki M. odoratus turu bakterilere aittir.
izolatlarin antibiyotik duyarlliklarinda fark bulunmamakta ve test edilen tim
antibiyotiklere direnclidirler. 11, 14, 26 ve 28 numarali izolatlarin bantlari 3 adettir;
800 bp, 450 bp ,150 bp civarindadir. 10 numarali izolatin bantlari ise 2 adettir;
450 ve 150 bp. civarindadir.

Deneme 7: RAPD PCR’da bant sayisinin az olmasi ve dokuz adet izolatta

hi¢ bant elde edemememiz Uzerine yaptigimiz AP-PCR deneme galismasinda;
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7,19, 23, 24, 25, 27, 29, 30, 31 nolu dokuz adet izolatta RAPD-PCR’da oldugu
gibi bant elde edemedik. Diger izolatlardaki bant sayilarini da RAPD-PCR’daki
gibi tek bulduk.

Sonu¢ olarak RAPD ve AP PCR’da yaptigimiz standardizasyon
calismalarimizda reaksiyonlara BSA eklemenin PCR’in ¢alismasini sagladigini
g6zlemledik; ancak tum denemelerimize ragmen RAPD-PCR ve AP-PCR igin

ideal sayida bant elde edilen bir amplifikasyon protokollu gelistiremedik.

Hastalardan elde edilen izolatlarin listesi, yatak bilgileri, antimikrobiyal

diren¢ durumlari, RAPD o6zellikleri Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te listelenmisgtir.

Tablo 4.4. Hastalardan elde ettigimiz Myroides odoratimimus izolatlar ve

ozellikleri
izolat | izolasyon Salon-yatak Bakteri RAPD
no tarihi numarasi panrezistans bant
durumu ozelligi
1 03. 2018 B-6 var tek
2 04. 2018 A-4 var tek
3 04. 2018 A-3 var tek
4 04. 2018 A-5 var tek
5 05. 2018 B-2 var tek
6 06. 2018 B-1. var tek
I 07. 2018 D-3 var *
8 11. 2018 C-1 var tek
9 03. 2019 C-2 var tek
12 06. 2019 Plk-1 yok tek
13 06. 2019 A-8 var tek
15 07. 2019 Plk-2 yok Gift
16 06. 2019 C-6 var tek
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17 08. 2019 C-1 yok Farkli, tek
18 09. 2019 A-9 var tek
19 12. 2019 C-14 var *
20 01. 2020 A-9 var tek
21 02. 2020 E-2 var tek
22 03. 2020 B-1 var tek
23 12. 2020 F-2 var *
24 09. 2021 A-5 var *
25 11. 2021 G-1 var *
27 01. 2020 A-2 var *
29 02. 2020 B-5 var *
30 07.2018 B-5 var *
31 11. 2021 C-2 var g
A-E: farkli yogun bakim servisleri, F-G: yogun bakim digi farkl
servisler, PIk-1, PIk-2: poliklinik hastasi, * Bant yok

Tablo 4.5. Hastalardan elde etti§imiz Myroides odoratus izolatlari ve

ozellikleri
izolat |izolasyon tarihif  Salon-yatak Bakteri panrezistans RAPD bant
no numarasi durumu ozelligi
10 06. 2019 B-3 var iki adet
11 06. 2019 C-2 var Uc adet
14 06. 2019 C-3 var Uc adet
26 01. 2020 A-8 var Uc adet
28 01. 2020 C-4 var U¢ adet
A-C: farkh yodun bakim servisleri

M.odoratus olarak tanimladigimiz 10, 11, 14, 26 ve 28 numarali izolatlarin
izolasyon tarihleri 10, 11 ve 14 i¢cin Haziran 2019; 26 ve 28 i¢in Ocak 2020°dir
(Tablo 4.5). Haziran 2019’da farkli hastalardan bes adet; Ocak 2020’de farkl
hastalardan iki adet M.odoratimimus elde edilmistir. M.odoratus izole edilen
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hastalarin yattiklari salonlardan ayni tarihte M.odoratimimus da izole edilmigtir.
Bu verilere gore hastalarin yatak numarasi, izolasyon tarihi ve elde edilen

Myroides izolati arasinda iligki saptayamadik.

Hastanede Myroides spp. izolasyonlari sonrasinda yapilan surveyans
faaliyetleri kapsaminda tibbi cihazlardan, yatak gevrelerinden, hastalarin pecgete
ve 1slak mendil gibi kisisel malzemelerinden, kullaniimamis foley sonda
uclarindan ornekler alinmis olup, bu slUre¢ kapsaminda c¢evre oOrneklerinde

izolasyon saglanamadigi i¢in calismamiza dahil edilememistir.

4.3. ilk ve Son izolatin Tam Genom Analizi

Calismamizdaki ilk ve son izolatin tam genom dizilemesini BM
Laboratuvar'ina yaptirdik. BM Lab.Sis'ten gelen verilerle gesitli online araclari

kullanarak sonuglar elde ettik.
4.3.1. izolatlarn Kalite Kontrol (QC) Raporu

1 ve 31 nolu izolat igin forward ve reverse okumalarinin FastQC (127)
(version 0.11.9) raporlari sonuglarini kalite skoru ylksek olarak degerlendirdik
(Resim 4.5, Resim 4.6). izolatlarimizin yapilan sekanslamasinin analiz etmeye

uygun kalitede oldugunu gorduk.
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Resim 4.6: 31 nolu izolatin soldan sada; forward ve reverse dosyalarinin

kalite skoru

4.3.2. Consensus Dizilimi Olusturduktan Sonraki islemler
Gen-Protein Sentezi iligkisinin Gosterilmesi (Annotation Olugturma)

Prokka uygulamasinin (132) ProkkaAnnotation v.3.2.1 (126) versiyonu ile

toksin, virulans faktorleri, antibiyotik diren¢ genlerini (ADG) gosteren annotation
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verisini iki izolatimiz igin olusturduk. Her iki izolatimizda GImU, capL, clpP, sodB,

ureA, ureB, ureG, eno proteinlerini kodlayan gen bolgeleri saptadik.

Her iki izolatimizda multidrug rezistan protein MdtL, MdtE, Stp, MdtB,

MdtC, NorM ve MdtA; kolistin rezistan protein EmrA ve EmrB; putatif multidrug

rezistan ABC tasiyici ATP-binding/permeaz protein Yhel; linearmisin rezistan

permeaz protein LnrN; fosmidomisin rezistan protein; tetrasiklin rezistan protein

sinif C ve tetrasiklin rezistan protein sinif C tetA_2; antiseptik rezistan protein

gacA; metisilin rezistan duzenleyici protein Mecl kodlayan gen bdlgelerini

saptadik. Virulans faktorlerinden korunmus virulans faktor B (cviB); ayrica toksin

ParE1l, antitoksin ParD1, serin/treonin-protein kinaz toksin HipA tespit ettik. He

r

iki izolatimizla Prokka ile Proksee arayuzinde (127) annotation elde ettik (Resim

4.7, Resim 4.8, Resim 4.9).
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Resim 4.7: 1 nolu izolatin Prokka ile Proksee araylzundeki annotation

haritasi

45



mdtC_5
X

hypothetical DF0t31n rhaRk_1 TonB-dependent receptor P39
hypothetical protein hypothetical protein ! recD2 1 _ _/mfd

hypothetical protein / = CC;/

/ // iles
i hypothetical protein

hypothetical protein
acsA
kefB,
clpBl
bepE 3
susC_2 rkpK_1 \\\

hypothetical protein
hypothetical prote;:\<::§

TonB-dependent receptor P3

secA

der_1
/// TonB-dependent receptor P3
TonB-dependent receptor P3

jaan _hypothetical protein

//,/hypothetlcal protein
hypothetlcal protein

gyrA_2
null hypothetical protein
hypothetical protein—_ f& : __—bamA_1
btuB 11~ —hypothetical protein
c;}B——- . ——hypothetical protein
btuB_10— t—-—*‘ ——mdtC_1

hypothetical protein—— " ——hypothetical protein

_===:Ton8-dependent receptor P39
TonB-dependent receptor P3
pothetical protein

- . —vals
& — nutl

hypothetical protein—
recB— .

g

btuB_8—

hypothetical protein _— )

~—hy

btuB_6 — \ hypothetical protein
icmF _~ -
dnaE2z~" e e
recJ:;;; \\\ hypothetical protein

hypothetical protein
\\\ hypothetical protein

hypothetlcal protel
4555; \;:\ hypothetical protein

hypothetical protein ,/mdtc

:‘ 4
3-dependent receptor P26 dnaG_2 ~_=' faf[\j)l/fotheucal protein
hypothetical protein jutA 2 /44/ e
mdtC 3 = . \\ mdthypothetlcal protein
hypothetical roteln //
hypothetical protpgm b ad [ ! II l \ hypothetical protein
TonB-dependent receptor P3 e sipoitiEtical Qrotein alas PMP hypothetical protein
rpoC
rroB
recD

TonB-dependent rereptor P39

TonB-

Myroides odoratlmlmus isolate 31

Resim 4.8: 31 nolu izolatin Prokka ile Proksee araylzindeki annotation
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Resim 4.9: 1 nolu izolatin gen ve genin kodladigi proteinlerin Prokka ve

CARD ile Proksee araylztindeki annotation haritasinin yakindan gérinima

Online Veritabanlari Sonuglarinin Karsilagtiriimasi

Center for Genomic Epidemiology (CGE) servisler (124) bdolimu
PathoFinder araci ile analiz raporunda 1 ve 31 nolu izolat igin insan patojeni olma
olasiliginin 0.266 oldugu, izolatlarin muhtemelen insan disi patojen olabilecegi

bilgisine ulastik. Rapordan her iki izolatin da Propionil-CoA karboksilaz, ATP
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sentaz, acil-CoA dehidrogenaz zincir proteini, sulsinil-CoA sentetaz, 50S
ribosomal protein L16, 30S ribosomal protein S12 ve S14, agil tasiyici protein,
hipotetikal protein, translasyon baglatici faktor IF-1 proteinlerini kodladigi ve
bunlardan yalnizca ABQ04565 protein ID kodlu hipotetikal proteinin (133) patojen
ailelerle eslestirildigi verisini elde ettik.

Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

CGE ResFinder-4.1 (Tablo 4.6), KmerResistance-2.2 sunucusundan
(Tablo 4.7 ve Tablo 4.8) her iki izolat icin ADG tespit ettik. CGE ResFinderFG-

2.0 sunucusundan ise yalnizca sulfometazin direncini saptadik.

Tablo 4.6. CGE ResFinder-4.1 araci ile 1 ve 31 nolu izolatin direngli

oldugu ilag siniflari, antibiyotik diren¢ genleri ve genlerin GenBank erisim

numaralari
ilag sinifi ADG ADG GenBank ADG bolgesiyle eslesme
erisim no %si, skoru
makrolid; linkozamid; ErmF M17808 99.38
streptogramin

Makrolid EreD KP265721 93.4

sulfamethoksazole sul2 AY034138 100.0

glisiklin; tetrasiklin tetX M37699 99.83

beta laktam-betakaktamaz MUS-1 AF441286 99.46

inhibitdri
beta laktam grubu OXA- ACWG01000053 100.0
347
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Tablo 4.7. 1 nolu izolatin KmerResistance-2.2 sunucusu raporu sonuglari

Sablon Skor Beklenen | Sablon | *Sorgu_id | **Sorgu_
deger | uzunlugu kapsami
Myroides 28475988 1435 143641 82.04 82.04
odoratimimus
1 numarall
izolatin tam
genomu
blaOXA-347 202740 379 825 100.00 100.00
blaMUS-1 189018 343 741 99.46 100.00
ere(D) 296278 524 1227 96.66 100.00
erm(F) 202351 368 801 99.38 100.00
mph(E) 59939 450 885 85.84 108.99
sul2 241998 363 816 100.00 100.00
tet(X) 268741 509 1167 99.48 101.39
*Sorgu 1d: query_id, **Sorgu_ kapsami: query_coverage

Tablo 4.8. 31 nolu izolatin KmerResistance-2.2 sunucusu raporu sonuglari

Sablon Skor Beklenen | Sablon *Sorgu_
deger uzunlugu | *Sorgu_id | kapsami
Myroides 27888349 1409 143641 81.64 81.64
odoratimimus
31 numarali
izolatin tam
genomu
blaOXA-347 | 218385 350 825 100.00 100.00
blaMUS-1 188478 321 741 99.33 100.00
ere(D) 307342 483 1227 96.66 100.00
erm(F) 196071 345 801 99.38 100.00
mph(E) 58023 424 885 85.84 108.99
sul2 187003 354 816 100.00 100.00
tet(X) 227267 491 1167 99.74 101.21

*Sorgu 1d: query_id, **Sorgu_ kapsami: query_coverage
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Ayrica ADG saptamak igin kullandigimiz CARD (The Comprehensive
Antibiotic Resistance Database) (125, 134, 135) veritabaniyla her iki izolatta ayni
direng genlerini tespit ettik (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. CARD online araci ile 1 ve 31 nolu izolatin direngli oldugu ilag

siniflari, antibiyotik direng mekanizmasi ve direng genleri

ilag Sinifi Direng ADG ADG bélgesiyle
o)
Mekanizmasi eslesme %si, skoru
dezenfektan ve antibiyotik gacG 39.42, dusuk skor,
antiseptik efluks ggptemel direng
karbapenem;penam; antibiyotik MUS-1 98.78
penem inaktivasyonu
glikopeptid antibiyotik vanT geni; vanG sinifi 35.01, dusik skor,
antibiyotik hedef yer muhtemel direng
degisikligi
makrolid; antibiyotik ErmF 98.5
linkozamid; hedef degisimi
streptogramin ;
streptogramin a ;
streptogramin b
makrolid antibiyotik EreD 95.34
inaktivasyonu
glisiklin; tetrasiklin antibiyotik tetxX 99.48
inaktivasyonu
sulfonamid antibiyotik sul2 100.0
hedef yer
degisikligi
aminoglikozid antibiyotik aadsS 100.0
antibiyotik inaktivasyonu
karbapenem, antibiyotik OXA-347 100.0
sefalosporin inaktivasyonu
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Proksee araylzu ile CARD calistigimizda 1 ve 31 nolu izolatta EreD,
ErmF, OXA-347, tetX, aadS, sul2, MUS-1 direng genlerine ulastik (Resim 4.10,
Resim 4.11).

E’I'nF

\
OXA-347

Myroides odoratimimus isolate 1

Resim 4.10: 1 nolu izolatin Proksee arayltizi — CARD ile saptadigimiz

direng genleri
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Myroides odoratimimus isolate 31

Resim 4.11: 31 nolu izolatin Proksee arayuzi — CARD ile saptadigimiz

direng genleri

ADG arasgtirmasinda son olarak Pathofact ViH (136) kullandik. Her iki
izolatta smeC, mcr-1.4, poxtA, aac(6)-1Y, sul2, tetX, ereD, ermF, floR ve MUS-1
ADG genlerini tespit ettik (Tablo 4.10).

52



Tablo 4.10. Pathofact ViH ile 1 ve 31 nolu izolatin diregli oldugu ilag

siniflari, direng mekanizmasi ve direng genleri

ilag Sinifi ADG Direng Mekanizmasi ADG
Kategorisi
aminoglikozid, sefalosporin, penem, multidrug antibiyotik efluks smeC
sefamisin
peptid (kolistin gibi) peptid antibiyotik hedef mcr-1.4
degisimi
linkozamid, makrolid, fenikol multidrug antibiyotik hedef pOXxtA
degisimi
aminoglikozid aminoglikozid antibiyotik inaktivasyonu | aac(6')-
Y
sulfonamid sulfonamid antibiyotik hedef yer sul2
degisimi
glisiklin, tetrasiklin tetrasiklin antibiyotik inaktivasyonu tetX
makrolid MLS antibiyotik inaktivasyonu ereD
linkozamid, makrolid, streptogramin MLS antibiyotik hedef ermF
degisimi
fenikol fenikol antibiyotik efluks floR
karbapenem beta-laktam antibiyotik inaktivasyon MUS-1

Yararlandigimiz ADG sunucularinda ortak olarak sul2, tetX, ereD, ermF

ve MUS-1 genlerini tespit ettik. CARD ile digerlerinden farkli olarak gacG, aads,
ve vanT; vanG sinifi genlerini tespit ettik. Pathofact ViH ile ADG saptayan diger
araglara gore daha fazla sayida direng geni; diger araglardan farkli olarak smeC,
mcr-1.4, aac(6')-1Y ve floR genlerini elde ettik. Farkli araglar kullanmamiz sonucu
Pathofact VIH ile diger araglarla bulamadigimiz kolistin direncini ve bunu
kodlayan mcr-1.4 direng genini saptadik.

izolatlarin ANI Raporunun Olusturulmasi

ANI (Average Nucleotide Identity) dederi hesabi iki prokaryotik genom
dizisini karsilastirmak igin bakterileri siniflandirirken ve tanimlarken yaygin olarak
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kullaniimaktadir. ANI Calculator, BLAST yerine USEARCH kullanan orijinal
OrthoANI algoritmasinin gelistirilmig bir versiyonu olan OrthoANIu algoritmasini
uygulamaktadir (137). ANI Calculator Ezbiocloud.net (138) kullanarak, iki
izolatimizi %99.95 benzer tespit ettik (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Izolatlarimizin ANI Calculator raporu

Metrik (6lgumlii) Deger
OrthoANIu degeri (%) 99.95
1 nolu izolat genom uzunlugu (bp) 4,004,520
31 nolu izolat genom uzunlugu (bp) 4,003,500
Ortalama hizalama (alignment) 3,337,298
uzunlugu (bp)
1 nolu izolat genom coverage 83.34
(kapsami) (%)
31 nolu izolat genom coverage 83.36

(kapsami) (%)

SNP Analizi

iki izolatin arasinda 7 tane SNP farki vardir ve bu iki izolat birbirlerine cok
benzerdir. Bu analizde filogeni icin CSIPhylogeny (139)
(https://cge.food.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/) ve  Proksee  arayuzinu
(127)kullandik (Resim 4.12, Resim 4.13, Resim 4.14).
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TE_31_l.sorted/1-46349

TE_I_1.sorted/1-46349

reference/1-46349

GCA_900453765.1_48903_F01_genomic/1-46349

GCA_025062395.1_ASM2506239v1_genomic/1-46349

GCA_001485415.1_ASMI48541v1_genomic/1-46349

GCA_001481655.1_ASMI48165v1_genomic/1-46349

GCA_000633375.1_ASM63337v1_genomic/1-46349

TE_1 1l.ignored: Myroides odoratimimus 1 nolu izolat, TE_31_1.ignored: Myroides odoratimimus

31 nolu izolat, GCA_025062395.1_ASM2506239v1_genomic: (140),
GCA_001485415.1_ASM148541v1l_genomic: (141),
GCA _000633375.1_ASM63337v1_genomic: (142),

GCA_001481655.1_ASM148165v1_genomic: (143), reference.ignored: M. odoratimimus G13
kromozomu (144), GCA_900453765.1 48903 _F01_genomic: (145)

Resim 4.12: CGE CSIPhylogeny ile Myroides odoratimimus izolat 1 ve 31
genomunun, GenBank’taki diger M.odoratimimus kromozomlari ve referans

genom (G13) ile filogenetik iligkinin incelenmesi
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TE_1 1l.ignored: Myroides odoratimimus 1 nolu izolat, TE_31_1.ignored: Myroides odoratimimus

31 nolu izolat, GCA_025062395.1_ASM2506239v1_genomic: (140),
GCA _001485415.1_ASM148541v1_genomic: (141),
GCA _000633375.1_ASM63337v1_genomic: (142),

GCA _001481655.1_ASM148165v1_genomic: (143), reference.ignored: M. odoratimimus G13
kromozomu (144), GCA 900453765.1 48903 _F01_genomic: (145)

Resim 4.13: MEGA programi versiyon 11.0.13 ile olusturulan filogenetik
sirkuler agacgta Myroides odoratimimus izolat 1 ve 31 genomunun, GenBank’taki
diger M.odoratimimus kromozomlari ve referans genom (G13) ile filogenetik

iligkisinin kargilagtirmali gérunumu
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M Isolate 31

L Jetk!

M PR63039
Il GC Content
M GC Skew+
M GC Skew-

Resim 4.14: Myroides odoratimimus izolat 1 ve 31 genomunun, G13 ve
PR63039 izolatlari kromozomlari ile karsilastirmali gériunimi (Proksee web

arayuzi kullanilarak gizilmistir.)
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Calismamiza dahil ettigimiz Myroides spp. izolatlarinin Mart 2018 ile
Kasim 2021 arasinda dolasimda oldugunu ve yapilan analiz ile bu iki izolat
arasindaki SNP sayisinin ¢ok dusuk olmasi sebebiyle M.odoratimimus
izolatlarimizin tek bir kaynaktan koken alabildigini dusunduk. Kisitli butgemiz

sebebiyle tum izolatlarin tam genom analizi yapilamamigtir.

4.3.3 izolatlarn GenBank Kaydinin Yapilmasi ve Erisim

Numaralarinin Alinmasi

1 ve 31 numarali M.odoratimimus izolatimizi

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/ kayit portali Gzerinden GenBank’a kaydettik

ve erisim numaralarini aldik (Tablo 4.12).

Tablo 4.12: Myroides odoratimimus 1 ve 31 numarali izolatlarin GenBank

Bioproject erisim numaralari

izolat numarasi Bioproject erisim numarasi
1 PRJIJNA967180
31 PRJNA967385

58


https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/

5. TARTISMA

Myroides tlrleri ¢gevresel mikroorganizmalar olarak bilinmesine ragmen
insanlarda kan, idrar, balgam, yara ve kulak akintisi gibi gesitli klinik drneklerden
nadir de olsa izole edilmistir (146-148). Myroides odoratimimus ve Myroides
odoratus, insan enfeksiyonlarindan izole edilen en yaygin Myroides turleridir.
Bunun yani sira literatiirde M. injenensis’in neden oldugu bir USE ve bir selilit
olgusu bildirilmistir (146). Biz de tim &rneklerimizi idrar kultirinden izole ettik.
Elde ettigimiz Myroides spp.’leri 16S rDNA tiplendirmesiyle bes adet M.odoratus

ve 26 adet M.odoratimimus olarak isimlendirdik.

Myroides spp.’nin simdiye kadar birka¢c salgina sebep oldugu
bilinmektedir. Bu salginlar M. odoratimimusun neden oldugu idrar yolu
enfeksiyonlaridir (14, 15, 38). Ulkemizden ilk salgin Yagci ve ark. tarafindan 2000
yiinda bildirilmistir (15). 1994-1997 yillari arasinda u¢ yil suren bu salginda 22
hastadan 31 adet M. odoratimimus izole edilmistir. Hastalarin hepsinde idrar yolu
enfeksiyonu mevcutken kolaylastirici faktor olarak idrar tasi veya idrar yolu
neoplazmlari bulunmaktadir (15). ikinci salgin ise 2012 yilinda Tunus'ta bir tiroloji
kliniginden bildirilmistir (14). 7 adet M. odoratimimus tespit edilen bu salginda
hastalarin biri hari¢ hepsinde Uriner sistemde tas olmasindan dolay! hastalara
yatigI esnasinda endourolojik cerrahi uygulanmistir. Tum izolatlar test edilen tim
antibiyotiklere direncgli olmasina ragmen tg¢ hastanin siprofloksasin ve rifampisin
ile basariyla tedavi edilebildigi bildirilmistir (14). Romanya’daki bir hastanede
meydana gelen Uglncu salgin ise Haziran-Agustos 2017 tarihleri arasinda M.
odoratimimus’a bagli dért USE vakasidir. Hastalarin ti¢cli hastane enfeksiyonu
kabul edilmis ve bu salginda da tum Myroides izolatlari test edilen tUm
antibiyotiklere direncli olmasina ragmen iki hastanin tigesiklin ile bagarili bir
sekilde tedavi edilebildigi belirtiimigtir (38). Her ne kadar izole edilen Myroides
turleri test edilen antibiyotiklere direngli olsa da, tedavide birtakim rejimler
denenmisg ve bunun bazi hastalarda etkili oldugu gorulmustur (14, 38). Bizim
izolatlarimizin elde edildigi hastalar da bu salginlardaki gibi USE ya da idrar yolu

kolonizasyonuydu ve biz de tim izolatlarimizi sadece idrar kilturinden elde ettik.
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Gulmez ve ark, 228 hastanin idrar (215), beyin omurilik sivisi (BOS) (6), doku (4),
kateter (2), kan (1), periton (1), drenaj sivisi (1) ve trakeal aspirasyon (1)
materyalinden elde etiigi 437 kultir ornegiyle yaptiklari ¢caligmada dahil edilen
tum izolatlarin antimikrobiyal direng oranlarini; amikasin %96,7, imipenem
%99,1, levofloksasin %95,2, PIP/TZP %96,5, seftazidim %97,83, siprofloksasin
%96,5 ve tobramisin %99,1 olarak bulmustur (149). Literatirde goruldugu gibi
Myroides turleri karbapenem ve c¢oklu ilag direng sebebi ile hastane

enfeksiyonlari icin dnemli bir risk olusturmaktadirlar.

Calismamizda izolatlarin ait oldugu iki hasta hari¢ tum hastalar Uriner
girisim yapilmis hastalardir. Bir hastaya TURP; bir hastaya TUR-MT; bir hastaya
da TRUS islemi yapilmistir. iki hastanin Griner neoplazmi, bir hastanin BPH
bulunmaktaydi. izolatlarin elde edildigi hicbir hastada iriner tas dykisiine
rastlanmamistir. Eldeki veriler 1g1ginda Uriner girisim Oykusunin Myroides sp.

USE gelisimi icin risk faktéri olabilecegi distnilebilir.

Myroides spp. enfeksiyonlari genellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda
gOrulmektedir; ancak immun kompetan konaklarda da enfeksiyon bildirilmigtir
(12, 13). Literatirde Myroides spp. enfeksiyonlari diyabet, mesane neoplazmi,
kronik bébrek yetmezligi, KOAH, karaciger hastaligi, cilt Glseri ve kronik steroid
kullanimi olan hastalarda gosterilmigtir (146). Bizim de 12, 15, 23 numarali
izolatlarin elde edildigi hastalar hari¢ tim hastalar YBU.'nde yatmaktaydi ve

hemen hepsinin eslik eden hastaliklari mevcuttu.

izolatlarin elde edildigi hastalarda serebrovaskiler hastalik, kalp
hastaliklari, koroner arter hastaligi (KAH), son donem bdbrek hastaligi, kronik
obstruktif akciger hastaligi (KOAH), Uriner neoplazm, BPH, DM gibi komorbid
hastaliklar mevcuttu. Myroides turlerinin yuksek glukoz konsantrasyonlarinda iyi
uremesi (146, 150) ve komorbiditesi olan hastalarin Myroides sp. enfeksiyonuna
ve kolonizasyonuna yatkin olmasi nedeniyle Ozellikle diabetes mellituslu
hastalarda idrar yolu enfeksiyonlarinda etken olabilece@i dusunulebilir. Ayrica
bakteri kolonizasyonunun enfeksiyonlar igin risk faktori olabilecegi akildan

ctkarilmamahdir (151).
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Yaptigimiz ¢alismada, Myroides spp. izolatlarinin tamamini 16S rDNA
dizilimini kullanarak tur duzeyinde tanimladik. Bu sonug literatlire uygun olarak
Myroides turlerini etkin bir sekilde ayirt etmek icin 16S rDNA PCR ydnteminin bir
referans yodntem olarak kullanilabilecegini desteklemektedir (47). Percy
Schréttner ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapti§i ¢alismada MALDITOF-MS
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ve molekuler yontemlerin tur dizeyinde
tanimlama igin yeterli oldugu sonucuna variimistir (47). Kutlu ve arkadaglarinin
2020 yihndaki yayininda farkli bir marka MALDITOF (MALDI-TOF-MS,
bioMérieux, Nurtingen, Almanya) cihazi kullanmis olup tar dizeyinde tanimlama
yapillamamistir ve 16S rDNA temelli sekanslama ile tir dizeyinde tani elde
edilmistir (52). Yildinm ve arkadasglari ise 2023 yilindaki ¢alismasinda Myroides
spp. izolatini Percy Schrottner ve arkadaslarinin kullanmisg oldugu marka
MALDITOF (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ile tir duzeyinde
tanimlamiglardir (148). Tur dizeyindeki tanimlamanin bu cins bakterilerde zor
oldugu bilinmektedir. Molekuler tanimlama ve MALDITOF MS (Bruker Daltonics,
Bremen, Almanya) tur dizeyinde tanimlamada kullaniimaktadir. Kutlu ve
arkadaslarinin kullanmis oldugu MALDITOF (MALDI-TOF-MS, bioMérieux,
Nurtingen, Almanya) cihazi tur dizeyinde tanimlamada basarisiz olmustur. Biz
de molekuler tanimlama ile 5 adet M.odoratus ve 26 adet M.odoratimimus bularak
tur duzeyinde tanimlamamizi gergeklestirdik. Boylece hastanemizde es zamanl
olarak iki farkh Myroides turinin dolasimda oldugunu goésterdik. Bu durum
molekuler tiplendirme yontemleri 6ncesinde bakterinin  tir dizeyinde

tanimlanmasinin énemini gostermektedir.

Hastane kaynakli Myroides spp. enfeksiyonlarinin kaynagi genellikle
bilinmemektedir; ancak enfeksiyonlar ¢ogunlukla kontamine bir su kaynagina
maruz kaldiktan sonra veya girisim ya da travma sonrasinda ortaya ¢ikmistir (13,
14, 38). Hastanede salgin sirasinda gevresel 6rnekleme yapmak onemlidir (152).
Cevre orneklerinin rutin olarak toplanmasi éneriimemektedir; ancak salginlar
esnasinda onemli bilgiler saglamasi ve salgina neden olan mikroorganizmanin

kaynagdinin saptanmasi amaciyla mutlaka cevresel ornekleme yapilmalidir.
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Hastanede Myroides spp. izolasyonlari sonrasinda yapilan surveyans faaliyetleri
kapsaminda tibbi cihazlardan, yatak cevrelerinden, hastalarin pegete ve islak
mendil gibi kisisel malzemelerinden, kullaniimamis foley sonda uglarindan
ornekler alinmig olup, bu sure¢ kapsaminda c¢evre orneklerinde izolasyon

saglanamadigi i¢in caligmamiza dahil edilememistir.

Yaptigimiz arastirmada iki farkl Myroides tira elde ettik. 10, 11, 14, 26 ve
28 numarali izolatlari M.odoratus, geri kalan izolatlari M.odoratimimus olarak
isimlendirdik. 10, 11 ve 14 numarali izolatlarin izolasyon tarihleri Haziran 2019
iken 26 ve 28 numarali izolatlar i¢cin Ocak 2020’ydi. Bununla birlikte Haziran
2019’da farkli hastalardan bes adet; Ocak 2020°de farkli hastalardan iki adet
M.odoratimimus elde ettik. M.odoratus izole edilen hastalarin yattiklan
salonlardan ayni tarihte M.odoratimimus da elde ettik. Bu sonuglara dayanarak
hastalarin yatak numarasi, izolasyon tarihi ve elde edilen Myroides turinin

kaynagi arasinda iliski saptanamamistir.

Salginlar esnasinda izolatlar arasindaki filogenetik iligskiyi arastirmak
amaciyla yapilmis olan RAPD-PCR’da Kim HS. ve arkadaslarinin ¢alismasinda
izolatlar arasinda 6zdes patern elde edilmistir (107). Yagci ve arkadaslarinin
calismasinda da RAPD-PCR ve PFGE yapilmis olup RAPD-PCR igin 6zdes
profillerin elde edildigi belirtiimis olup yayina jel gorintisu eklenmemistir ve
kullanilan primerler yayinda belirtimemistir. Bu ylUzden kendi izolatlarimizla
karsilastirma yapamadik. Ayrica yaptiklari PFGE’de, 1994-1995 yillari arasindaki
ve 1995-1997 yillari arasindaki paternler kendi arasinda 6zdes saptanmistir (15).
Benzer sekilde Kutlu ve arkadaslari PFGE yapmis olup izolatlari arasinda ayni
paterni elde etmistir (52). S.Ktari ve arkadaslari PFGE ile iki ayri periyotta iki farkl
patern elde etmistir (14). Biz de RAPD-PCR ile izolatlarimiz arasindaki filogenetik
iligkiyi inceledik ve izolatlarimizda ayni turlerin kendi icinde benzer bant
olusturdugunu saptadik. izolatlarimizin timine PFGE veya YND analizi
yapmakla daha kapsamli bilgi edinebilirdik; ancak butgemizin sinirli olmasi

nedeniyle yapamadik.
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izolatlarimizin arasinda farkl direng paternine sahip olan 15 ve 17 nolu
ornekler ile RAPD-PCR’da digerlerinden farkli bant gozlemledik. Klonal iligki
arastirmada kullanilan RAPD-PCR ve AP-PCR yontemlerinde standardizasyon
zordur ve yontemlerin ayrim gucu duasuktir. Kim HS. ve arkadaslarinin (107)
yayininda OPA-10 primeri ile sekiz; OPB-15 primeri ile dort adet bant elde
edilmistir. Ayni protokol ile Myroides cinsi bakteri izolatlarimizda biz herhangi bir

bant elde edemedik.

RAPD caligmalarinin standardizasyonu ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapiimigtir
(71-75). Sonug¢ olarak, RAPD-PCR yontemiyle her laboratuvarda ayni
protokollerle farkli sonuglar alinabilmektedir, yontemin standardizasyonu kolay
degildir., RAPD PCR primerleri dreten firmanin talimat katalogunda
(Eurofinsgenomics RAPD 10-mer Kits and Primers, Eurofins Genomic, Almanya)
(76), RAPD PCR sonucu olusan amplifikasyon UrUnlerinin sayisi béliminde her
reaksiyon icin farkli amplifikasyon Urlnleri sayisinin primer dizisine, genomik
diziye ve genom boyutuna bagli oldugu belirtilmigtir. (77). Prokaryotlardaki kiguk
genom boyutlar i¢in Urettikleri gogu primerle hi¢ bant olusmamasi gerektigi;
ancak birka¢ laboratuvarin prokaryotik DNA'dan c¢oklu amplifikasyon Urlnleri
rapor ettigi belirtiimigtir. Bu tur sonuglarin primer ve DNA sablonu arasindaki
uyumsuzluk temelinde aciklanabilecegi sonucuna ulasiimigtir (78). Bizim
¢calismamizda da ideal sayida bir RAPD bant sayisi elde edememis olmamiz tim

bu anlatilan sebeplerle olabilir.

Myroides cinsi bakteriler hastanede muhtemelen su gibi bir kaynakta
varhgini surdurmektedir. Ayrica hastaneye gelen gigek topraklarinda veya
toprakla ugrasan yogun bakim g¢alisanlarinda aralikli olarak kolonizasyon olmasi
muhtemeldir. Bu nedenle el hijyenine uyumun saglanmasi; mekanik ventilasyon,
santral venoz kateterlerin sik kullaniminin 6nlenmesi; hastalarin hastanede kalig
surelerinin  kisaltiimasi; uygunsuz antibiyotik kullaniminin 6énlenmesi gibi
enfeksiyon kontrol ve hijyen Onlemleri Myroides sp. enfeksiyon ve

kolonizasyonunu onlemek i¢in gereklidir.
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Calismamizda M.odoratimimus olarak adlandirdigimiz ilk ve son izolatin
arasinda 7 SNP farki bulundugunu, iki izolatin birbirine ¢ok benzer oldugunu
tespit ettik. Buna gore Mart 2018-Kasim 2021 arasinda M.odoratimimus igin ayni
bakterinin dolagsimda oldugu sdylenebilir. Tim izolatlara YND analizi
yapabilseydik izolatlar arasindaki filogenetik iliskiyi detaylandirabilirdik.

Butcemizin kisith olmasi nedeniyle yalnizca ilk ve son izolatta yaptik.

Shaohua Hu ve arkadaslar Gg farkh ¢evresel (H1bi, L41, CCUG.12700)
ve ug¢ farkh klinik patojen (CCUG.12901, CCUG.10230, CIP.101113) M.
odoratimimus ile yaptiklari tam genom analizinde, kapsul ve kapsuler
polisakkaritler (GalE, GImU, wbjD/wecB n, ugd, uppS, RmIA, RmIB, capL, wecC);
hlcre i¢i yasama ve invazyon faktorleri (katA, clpP, EF-Tu, sodB ); molekuler
saperonlar (hsp60, DnaK); Ureaz (ureA, ureB, ureG); acinetobactin (bauE);
streptokokkal enolaz (eno); hem biyosentezi (hemB, hemL) ve T4SS efektorleri
(Trans-2-enoylCoAreduktaz) proteinlerini elde etmistir (2). Biz de her iki
izolatimizda GImU, capL, clpP, sodB, ureA, ureB, ureG, eno proteinlerini
saptadik.

Yararlandigimiz ADG sunucularinda ortak olarak sul2, tetX, ereD, ermF
ve MUS-1 genlerini tespit ettik. CARD ile digerlerinden farkl olarak gacG, aadS,
ve vanT; vanG sinifi genlerini tespit ettik. Pathofact ViH ile ADG saptayan diger
araclara gore daha fazla sayida direng geni; diger araglardan farkli olarak smeC,
mcr-1.4, aac(6')-1Y ve floR genlerini elde ettik. Farkl araglar kullanmamiz sonucu
Pathofact ViH ile diger araclarla bulamadigimiz kolistin direncini ve bunu
kodlayan mcr-1.4 direng genini saptadik. Bu bilgilere gére, Pathofact ViH ile diger
araglara gore daha fazla sayida direng geni elde ettik ve kolistin direncine de
ulastik. Kurt ve arkadaslari tam genom analizi sonuglarinda Pathofact veri isleme
hatti kullanmamislar ve izolatlarinda kolistin direng genini raporlamamislardir.

(153). Farkli araglarla analiz yapmak farkli verilere ulagsmak icin kullanilabilir.

Myroides spp. genig antibiyotik direncine sahiptir; ancak direng
mekanizmalari halen belirsizdir (29). Kromozomal olarak kodlanan iki metallo-

beta-laktamaz, M. odoratus icin TUS-1 ve M. odoratimimus i¢cin MUS-1'in beta-

64



laktamlara karsi direngle ilgili oldugu disunulmektedir (28). Pek ¢ok susun beta-
laktamlara, monobaktamlara, karbapenemlere ve aminoglikozidlere direngli
oldugu kabul edilmistir (38). Yaygin ila¢ direnci nedeniyle, uygun antibiyoterapi
secimi olduk¢a zordur. Rifampisin ile kombine kinolonlarin tedavi igin uygun
ilaglar oldugu bildirilmektedir. Ote yandan bazi vakalarda tigesiklin, meropenem,
kotrimoksazol veya piperasilin/tazobaktam olumlu klinik sonuglar vermistir (38).
Bizim de Ugu harig tUm izolatlarimiz test edilen tum antibiyotiklere direnclidir. 12
nolu izolatin test edilen antibiyotiklerden ciprofloksasin, imipenem, levofloksasin
antibiyotiklerine duyarli oldugu; 15 nolu izolatin test edilen antibiyotiklerden
sadece levofloksasine duyarli oldugu ve 17 nolu izolatin ise gentamisin,
imipenem, levofloksasin, piperasilin-tazobactam, amikasin, tobramisin duyarl
oldugu goérulmustir. Bu nedenle tur dizeyinde hizhh ve gulvenilir tanimlama
yontemleri ile antibiyotik test yontemlerinin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlari igin

onemli oldugunu disinmekteyiz.

Myroides tlrleri ¢ogul ilag direnci gosterdiginden ve tedavisi zor
enfeksiyonlara neden olabileceginden, etkili tedaviyi segmek igin hizli ve guvenilir
tanimlama yontemleri gerekmektedir. Ayrica bu mikroorganizma insanda nadiren
enfeksiyona sebep olsa da pan-direncli dogasi ve direng genlerinin tlrler arasi
transfer tehdidi potansiyeli gz 6ntine alindiginda, klinisyenlerin Myroides spp.
enfeksiyonuna ve bunun salginlara neden olma ihtimaline karsi dikkatli olmalari
gerekmektedir. Bu organizma nerede ve ne zaman izole edilmis olursa olsun,

rapor edilmelidir.

Hastanemiz YB. Servisi 2018 Mart ayindan once farkli bir binada
bulunmaktaydi. 1, 2, 3, 4 numarali hastalarin Myroides odoratimimus izolasyonu
hastalar eski binada iken yapilmis olup daha sonra servis ve hastalar su anki
binaya tasinmistir. YND sonucuna gore yaklasik 44 aylik bir zaman farkina ve
tasinma durumuna ragmen ilk ve son izolat ayni klondan koken aliyor olabilir. Bu
bilgiler 1s1ginda tek kaynaktan hastalar arasinda c¢apraz bulas ile salgin

olabilecegi dugunulebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Myroides cinsi mikroorganizmalar, genellikle yogun bakim
unitelerinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bizim de 12, 15, 23 numarali
izolatlarin elde edildigi hastalar hari¢ tim hastalar YBU.'nde
yatmaktaydi ve hemen hepsinin eslik eden hastaliklari mevcuttu.
Ozellikle yodun bakim Unitelerinde yatan hastalarda direngli
USE’lerde Myroides cinsi akla gelmelidir.

Bu tlrlerle enfeksiyonlar en sik idrar yolu enfeksiyonu olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Bizim de tim orneklerimiz sadece idrar
kultarinden elde edilmigtir.

DM, KBY, KOAH, KY, siroz, malignite gibi sistemik hastaliklar ve
kortikosteroid kullanimi gibi immunsupresyon durumlari ile Griner
kateterizasyon, Uriner neoplazm varligi, Uriner girisim de bu
mikroorganizmalarla enfeksiyon ve kolonizasyonu artirmaktadir.
izolatlarl elde ettigimiz hastalardan ikisi hari¢ tiimiinde sistemik
hastaliklar ve komorbid durumlar mevcuttu.

Bu cins bakterilerde tur dizeyinde tanimlama yapmak igcin 16S
rDNA PCR ya da MALDITOF MS (Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) gerekmektedir. Biz de izolatlarimizi 16S rDNA PCR ile;
5 adet M.odoratus, 26 adet M.odoratimimus olarak tespit ettik. 16S
rDNA temelli molekuler tanimlama tur ayriminda kullanilabilir.

Bu mikroorganizmalar, ¢cogul ila¢ direnci barindirmaktadir. Bizim de
12, 15 ve 17 nolu U¢ adet izolatimiz hari¢ tum izolatlarimiz test
edilen tim antibiyotiklere direnclidir. 12 nolu izolat test edilen
antibiyotiklerden ciprofloksasin, imipenem, levofloksasin
antibiyotiklerine  duyarlidir. 15 nolu izolat test edilen
antibiyotiklerden yalnizca levofloksasine duyarlidir. 17 nolu izolat
gentamisin, imipenem, levofloksasin, piperasilin-tazobactam,

amikasin, tobramisin duyarhdir. Bu bakterilerde tur tanimlamasi ve
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antibiyotik duyarllik testi yapmak tedavi igin yol gosterici olabilir ve
Onerilmektedir.

Izolatlar arasindaki filogenetik iligki analizinde RAPD ve AP PCR
uyguladik. Bu yontemler kolay ve ucuz olmasina ragmen, Myroides
cinsi izolatlarimizla yaptigimiz g¢alismamizda standardizasyon
asamasinda oldukga zorlandik. TUm denemelerimize ragmen
RAPD-PCR ve AP-PCR icin ideal sayida bant elde edilen bir
amplifikasyon protokolu gelistiremedik. M.odoratimimus tart 26
adet izolatimizin 16 adedinde tek, yalnizca 12 nolu izolatta iki bant
tespit ettik. M.odoratus trl bes adet izolatimizin dort adedinde (g,
bir adedinde iki bant elde ettik. Bu cins bakterilerde RAPD veya AP
PCR yerine PFGE ya da YND yontemleri tercih edilebilir.

RAPD ve AP PCR calismalarimizia bu PCR yoéntemlerin
standadizasyonunun zor ve ayrim gucunun dusuk oldugunu bulduk.
Yaptigimiz denemelerde reaksiyonlara BSA eklemenin, PCR’in
¢calismasini sagladigini gézlemledik. Bu konuda ¢ok merkezli ve
daha c¢ok o&rnek Uzerinden vyapilan c¢alismalara ihtiyac
bulunmaktadir.

M.odoratimimus olarak adlandirdigimiz ilk ve son izolatin tam
genom analizi sonucunun birbirine ¢ok benzer oldugunu, Mart
2018’den beri M.odoratimimus igin ayni bakterinin dolagimda
oldugunu dustndik. YND yontemleri filogenetik iliski analizinde
oldukga faydaldir. Butgemizin kisith olmasi sebebiyle tim
izolatlarimiza YND yapamadik.

PathoFinder araci ile analiz raporunda 1 ve 31 nolu izolat igin insan
patojeni olma olasiliginin 0.266 oldugu, izolatlarin muhtemelen
insan digi patojen olabilecegi bilgisine ulastik. Rapordan her iki
izolatin da Propionil-CoA karboksilaz, ATP sentaz, agil-CoA
dehidrogenaz zincir proteini, sulsinil-CoA sentetaz, 50S ribosomal

protein L16, 30S ribosomal protein S12 ve S14, agil tasiyici protein,
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10.

11.

12.

13.

14.

hipotetikal protein, translasyon baglatici faktor IF-1 proteinlerini
kodlayan genleri igerdigi bilgisini elde ettik.

Her iki izolatimizda GImU, capL, clpP, sodB, ureA, ureB, ureG, eno
proteinlerini kodlayan genleri saptadik.

YND analizi verilerimizle Pathofact ViH kullanarak mcr1.4 genini ve
kolistin direncini tespit ettik. Birkag farkli analiz araci kullanmakla ek
veriler kazanilabilir, farkli araglarin kullaniimasi onerilir.

YND ile ilk ve son izolatta ayni klonal iliskiyi saptadigimizdan,
hastalarda ¢apraz bulasin olabilecegini distindik. Bu nedenle olasi
salginlardan  korunmak i¢cin genel hijyen kurallari 6nem
kazanmaktadir.

Myroides tarleri gogul ilag direnci gosterdiginden ve tedavisi zor
enfeksiyonlara neden olabileceginden, etkili tedaviyi secmek igin
hizli ve glvenilir tanimlama yontemleri gerekmektedir.

Myroides cinsi bakteriler insanda nadiren enfeksiyona sebep olsa
da pan-direncli dogasi ve direng genlerinin turler arasi yuksek
transfer potansiyeli g6z 6nune alindiginda, klinisyenlerin Myroides
spp. enfeksiyonuna ve bunun salginlara neden olma tehdidine kargi
dikkatli olmalari 6nemlidir. Bu nedenle bu organizma nerede ve ne

zaman izole edilmig olursa olsun rapor edilmelidir.
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