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OZET

Enterobacteriaceae Klinik izolatlarinda Beta Laktamaz Aktivitesinin Fenotipik Ve
Genotipik Yontemlerle Arastirilmasi

Enterobacteriaceae tiirlerinde bulunan beta-laktamaz enzimi beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek bircok antibiyotige dirence sebep olmaktadir.

Cahismada, 109 E. coli ve 24 K. pneumoniae susunun GSBL aktivitesinin
cesitli fenotipik yontemlerle tespit edilmesi ve genotipik yontemlerle beta laktamaz
ve kinolon direncinden sorumlu gen boélgelerinin belirlenmesi, ek olarak da GSBL
pozitif olarak saptanan 100 E. coli susunun rep-PZR ile klonal iliskisinin
arastirilmasi amac¢lanmstir.

Cift sinerji testi ile E.coli suslarimin 107’si (%96,4) pozitif ve ikisi (%3,6)
negatif, K. pneumoniae suslarinin 23’ pozitif (%95,7) ve biri (%4,3) negatif, E-test
ile E.coli suslarimin 102°si (%93) pozitif ve yedisi (%?7) negatif, K. pneumoniae
suslarinin 22’°si (%92) pozitif, 2’si (%8) negatif, kombine disk difiizyon testi ile
E.coli suslarnmin 108’i (%99,08) pozitif, biri (%0,92) negatif, K. pneumoniae
suslarinin 23’1 (%95,7) pozitif ve biri (%4,3) negatif olarak saptandi. Suslarin
114’iinde (%85) CTX-M grup 1 enzimi, 43’iinde (%32,1) TEM tipi, 44’iinde (%
32,8) OXA tipi, 31’inde hem TEM hem OXA tipi ve bir izolatta hem TEM hem
SHYV tipi beta laktamazlar saptandi. Kinolon direncinden sorumlu aac(6')-lb-cr
gen bolgesi ise 82 E. coli (%75,3), 15 K. pneumoniae (%62,5) susunda pozitif olarak
saptandi. Rep-PZR Diversilab yontemi ile tiplendirilen 100 E. coli izolatindan ikisi
ana klon (1 ve 2) olmak iizere toplam 5 farkh klon (1-5) elde edildi. Sonug¢
olarak, klinik érneklerden izole edilen enterik bakterilerin ¢cogunlugunda beta-
laktamaz ve kinolon diren¢ genleri saptanmistir. Bu diren¢ genlerinin bakteriler
arasinda klonal olarak yayilimmmin o6nlenmesi icin gerekli tedbirlerin alinmasi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: E. coli, K. pneumoniae, genis spektrumlu beta laktamaz,
polimeraz zincir reaksiyonu, rep-PZR.

Xiii



ABSTRACT

Investigation of Beta Lactamase Activity in Enterobacteriaceae Clinic Isolates with
Phenotypic and Genotypic Methods

Beta lactamase enzyme, found in Enterobacteriaceae species, hydrolyze beta
lactam antibiotics and causes antibiotic resistance.

In this study, we aimed to detect ESBL activity with several phenotypic
methods in 109 E. coli and 24 K. pneumoniae strains and determine gene regions
responsible for beta lactamase and quninolone resistance with genotypic methods,
in addition to this, investigation of clonal relationship in ESBL positive 100 E. coli
strains with rep-PCR.

With double disc synergy test 107 E.coli (96,4%) strains were positive and
two were (3,6%) negative, 23 K. pneumoniae strains were positive (95,7%) and one
was (4,3%) negative, with E-test 102 E.coli strains were (93%) positive and seven
were (7%) negative, 22 (92%) K. pneumoniae strains were positive, two (8%0)
negative, with combine disc diffusion test 108 (99,08%0) E.coli strain were positive,
one (0,92%) was negative, 23 (95,7%) K. pneumoniae strains were positive and one
(4,3%) was negative. CTX-M group 1 enzyme was in 14 (85%) strains, TEM was
in 43 (32,1%) strains, OXA in 44 (32,8%), both TEM and OXA in 31 strains, and
both TEM and SHV were in one strain detected. aac(6")-lb-cr gene region
responsible for quinolone resistance was found positive in 82 E. coli (75,3%), 15 K.
pneumoniae (62,5%0) strains. 100 E. coli isolates identified by rep-PCR Diversilab
method, was acquired in totaly five different clons (1-5) including two main clones.
Finally, beta-lactamase and quinolone resistance genes were established in most of
the enteric bacteria isolated from clinic samples. It is required to take necessary
precautions to prevent clonal spread of these resistance genes in bacteria.

Key words: E. coli, K. pneumoniae, extended spectrum beta lactamase, polymerase
chain reaction, rep-PCR.
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1. GIRIS

Enterobacteriaceae; insanda enfeksiyon etkeni olarak siklikla izole edilen, ¢ok
sayida bakteri cinsini ve tiirinii i¢eren bir ailedir. Enterobacteriaceae ailesinde tibbi
Onemi olan bir¢ok bakteri tiirii yer almaktadir. Bu ailedeki bakterilerin birgogu insan ve
hayvanlarin bagirsak florasinda, bitkilerde, toprakta ve suda yaygin olarak
bulunmaktadirlar (1). Bu ailede yer alan mikroorganizmalarin, insanda septisemi,
menenjit, cerrahi yara enfeksiyonlari, pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlari gibi hemen her
doku ve organ1 tutan enfeksiyonlarin biliylik bir kismindan, Sorumlu oldugu
bildirilmistir. Enterobacteriaceae ailesindeki onemli cinsler: Escherichia, Klebsiella,
Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Yersinia, Morganella,
Serratia, Providencia olarak siralanmaktadir (2).

Son yillarda bir¢ok antibiyotik direng mekanizmasinin birlikteligi ile klinikte
kullanilan tiim antibiyotiklere direngli bakterilere rastlanmaktadir. Ozellikle direng
genlerinin plazmitler ile aktarilabilir olmasi ve bu plazmitler {izerinde c¢ok sayida
antibiyotik diren¢ geninin bir arada bulunabilmesi, direncin hizla yayilmasi yaninda,
bircok antibiyotigin de klinik kullanimdan kaldirilmasina neden olmustur (3).
Antimikrobiyal diren¢ son yillarda tiim diinyada hastanede yatan hastalarda anlamli
derecede artmistir. Direng gelisiminin en onemli nedenlerinden birisi antibiyotiklerin
asir1 ve uygunsuz kullanimidir. Hastane ortaminda bulunan bakterilerin toplum kokenli
enfeksiyon etkeni olan bakterilere gore daha direngli olduklart bilinmektedir. Bunun en
onemli nedeninin 6zellikle son 35—40 yil icinde gelistirilen antibiyotiklerin hastane
ortaminda yaygin olarak kullanilmasi oldugu diisiiniilmektedir. Beta-laktam grubu
antibiyotikler ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde
yaygin olarak kullanildigr i¢in bu antibiyotiklere kars1 direng olusumu sik
gorilmektedir. Gram pozitif bakterilerde en sik goriilen beta-laktam direng
mekanizmas1 Penisilin Baglayan Protein (PBP) degisimleri iken Gram negatif
bakterilerde antibiyotigi inaktive eden beta laktamaz enzimlerinin iiretimidir (4). Birgok
Gram negatif bakteri cinsi dogal olarak kromozomal genler tarafindan kodlanan beta-

laktamazlar iretmektedir. Son yirmi yillik donemde ¢ok sayida yeni beta-laktam



antibiyotik gelistirilmis ancak tedaviye giren her yeni antibiyotikle birlikte farkli tiirde
beta-laktamaz gruplar1 da ortaya ¢ikmistir (5).

Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz
enzimi iiretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak tizere bir¢ok bakteri tiiriiniin en
onemli direng mekanizmalarindan birisidir. Bugiline kadar 350’ye yakin beta-laktamaz
enzimi tanimlanmigtir. Bunlarin yaklasik 150 tanesi genislemis spektrumlu beta-
laktamazlardir (GSBL) (3). GSBL’ler, Gram negatif ¢omaklarda bulunan, genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir.
Ozellikle Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli basta olmak iizere, GSBL iiretimi ve
patojen bakteriler arasinda hizla yayilimi, son yillarda tedavide ciddi sorunlar
olusturmaktadir (6).

GSBL sentezleyen E. coli ve Klebsiella suslar1 ¢ogunlukla birgok antibiyotige
direngli olduklarindan bu mikroorganizmalar ile gelisen enfeksiyonlarda tedavi
secenekleri kisitlidir. GSBL {ireten mikroorganizmalara bagli bir¢ok epidemi bildirilmis
olup GSBL iretiminin klinik yanitt olumsuz etkiledigi ve GSBL fiireten
mikroorganizmalara bagli bakteriyemilerde mortalitenin arttigi farkli arastirmalarda
gosterilmistir (7).

Plazmitler aracilig1 ile beta-laktamlar, makrolitler, aminoglikozitler gibi bir¢ok
antibiyotik grubuna direng gelistigi bilinmekle birlikte, 1998 yilina kadar kinolon grubu
antibiyotiklere plazmitler —araciligi ile direng gelisebilecegi kesin  olarak
bilinmemekteydi (8,9). Ancak ilk kez 1998 yilinda ABD’nde ¢oklu antibiyotik
direncine sahip bir Klebsiella pneumoniae susunda plazmit aracili kinolon direncine
neden olan gnr (quinolon resistance) geninin saptanmasinin ardindan diinya genelinde
bu konuda yapilmis calismalar hizla artmistir (10,11). Ulkemizde plazmit aracili
kinolon direnci 2005 yilinda yapilan bir calisma ile ilk kez gosterilmis, sonrasinda da
farkli merkezlerde bu tip direncin varligini gosteren ¢aligsmalar yapilmistir (12). Daha
sonra Istanbul, Ankara, Izmir, Kuzey Dogu Anadolu’dan plazmitte kodlanan cesitli
(gnrA, gnrB, gnrsS, aaa(b)-1b-cr) kinolon direng genleri bildirilmistir (13,14,15).

Nozokomiyal enfeksiyonlar; hastanede kalis siiresini uzatan ve ek tedavi
maliyetlerini arttiran morbidite ve mortalitesi yiiksek enfeksiyonlardir. Hastanelerin
yogun bakim {initeleri (YBU) hastane geneline gore invaziv girisimlerin daha sik

uygulandigr direngli mikroorganizmalarin daha ¢ok izole edildigi birimlerdir. Hastane



genelinde hastane enfeksiyon insidansi %5-10 iken YBU’nde bu oran %20-25 olarak
bildirilmektedir (16). Nozokomiyal enfeksiyonlar igin risk grubunda yer alan hastalar;
viicut direncinin yeterli olmadigr prematiire ve yeni doganlar, yaslilar, operasyon
gecirenler, immiin sistemi baskilanmis olanlar, yanikli ve travmali hastalar, metabolik
bozuklugu ve malignitesi olan hastalardir. Ventilatorle iliskili pnomoniler, iiriner sistem
enfeksiyonlari, bakteriyemi ve kateter enfeksiyonlart ile cerrahi alan enfeksiyonlar
YBU’de en sik gorillen nozokomiyal enfeksiyonlardir (17). Uriner sistem
enfeksiyonlarinin nozokomiyal enfeksiyonlar igerisinde birinci sirada yer aldigi ve
nozokomiyal enfeksiyonlarm %40-60’m1 olusturdugu bilinmektedir. Uriner sistem
enfeksiyonlari yogun bakim {initelerinde pnomonilerle beraber en sik goriilen iki
enfeksiyondan biridir (18). Hastalarin yaklasik %80’inde iiretral kateter kullanimi geri
kalanlarda sistoskopi ve diger iirolojik girisimler bu enfeksiyonlarin kaynagi olarak
gosterilmistir (19). Etken mikroorganizmalarin ¢ogu hastanin kendi bagirsak florasindan
koken almakla birlikte hastane ortamindan kolonize olan mikroorganizmalar
enfeksiyona yol agabilmektedir. E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis ve
Pseudomonas aeruginosa kisa siireli kateterizasyonlarda; Providencia stuartii,
P.mirabilis, E. coli, Morgenella morganii ise uzun siireli kateterizasyonlarda sik
rastlanan etkenler olarak siralanmaktadir (20). Tiirkiye’de 2007 yilinda yapilan
MYSTIC (Meropenem yearly suspectibility test information collection) ¢alismasinin
verilerine gore K. pneumoniae suslarinin % 40,5’i ve E. coli suslarinin %15,3’ti GSBL-
pozitif bulunmustur (21). Yine aymi yil 13 merkezin katildigit HITIT-2 surveyans
calismasinda hastanede yatan hastalardan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae
suslarinda GSBL oranlart %42 ve %41,4 bulunmustur (22).

Bu calismada, yatan hastalardan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae
suslarinin GSBL aktivitesinin gesitli fenotipik yontemlerle tespit edilmesi ve genotipik
yontemlerle beta laktamaz ve kinolon direncinden sorumlu gen bdlgelerinin
belirlenmesi, ek olarak da GSBL pozitif olarak saptanan 100 E. coli susunun rep-PZR

ile klonal iliskisinin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGi

2.1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ailesi; tibbi olarak 6nem tasiyan Gram negatif gomaklarin en
bliyiik ve en heterojen toplulugudur. Kirktan fazla cins ve yiizlerce tiir ve alt tiir
tanimlanmigtir. Bu tiirler biyokimyasal 6zelliklerine gore, antijenik yapilarina, DNA-
DNA hibridizasyon ve 16S rRNA dizilimlerine gore siniflandirtlmiglardir (22).

Enterobacteriaceae tiim diinyada toprakta, suda, bitkilerde, insan dahil olmak
lizere ¢ogu hayvanlarin dogal bagirsak florasinda siklikla bulunan organizmalardir. Bu
bakteriler insanda bakteriyemilerin %30-351, idrar yolu enfeksiyonlarinin %70’den
fazlast ve intestinal enfeksiyon gibi birgok hastaligin sebebi olabilirler. Bazi
mikroorganizmalar (6rnek: Salmonella typhi, Shigella tiirleri, Yersinia pestis) sadece
insanda hastalik yaparken bazilar1 (6rnek: E. coli, K. pneumoniae ve P. mirabilis)
normal komensal floranin elemani olarak firsat¢1 enfeksiyonlara neden olurlar.
Enterobacteriaceae ile iligkili enfeksiyonlar hayvan rezervuardan (6rnek: Salmonella ve
Yersinia tiirleri); tasiyici insandan (6rnek: Shigella tiirleri, Salmonella serotip Typhi) ya
da duyarli bir bireyde endojen yayilim (6rnek: E. coli) yoluyla bulasabilir ve viicudun
genel olarak her bolgesinde (santral sinir sistemi, alt solunum yolu, kan, sindirim
sistemi ve iriner sistemde) enfeksiyona neden olabilirler (23).

Enterobakteri ailesindeki ¢ogu bakteriler su 6zellikleri paylasirlar:
a. Gram negatif basil olmak
b. Sporsuz olmak
C. Peritris kirpiklerle hareketli ya da hareketsiz olmak
d. Pepton ya da et 6zIi besiyerinde NaCl ve bir bagska madde ilavesi olmadan
tiremek
e. Mac Conkey agarda iyi liremek
f. Aerop ve anaerop ortamlarin her ikisinde tireyebilmek
0. Glukozdan fermentasyonla asit olusturmak ve bunun yani sira ¢ogunlukla gaz

yapmak



h. Katalaz pozitif olmak
I. Oksidaz negatif olmak
J. Nitratu, nitrite ¢evirmek

k. DNA’da GuanintSitozin (G+C) oraninin % 39-59 arasinda olmasi

2.1.1. Siniflandirma

Enterobakterilerin siniflandirilma ve adlandirilmasinda son zamanlara kadar
biyokimyasal fizyolojik ve antijenik fenotip Ozellikleri kullanilmaktaydi (24).
Gliniimiizde bu fenotip o6zelliklerini giliglendirmek icin DNA benzerlik verileri de

kullanilmaktadir (25). Cizelge 2.1’de Enterobakterilerin siniflandirmasi verilmistir (26).

2.1.2. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Enterobakteriler kiictlik (0,5-3,0 pm), Gram negatif, sporsuz basillerdir. Hareketli
olanlarinda peritris kirpikler vardir. Bu 6zellikle kutupsal kirpikli olan Pseudomonas ve
Vibrio’lardan ayrilirlar. Klebsiella ve Shigella cinsleri ile Y. pestis hareketsizdir. Y.
enterocolitica ve Y. pseudotuberculosis 37 °C de hareketsizdir, fakat 25 °C de
hareketlidir.

Enterobakteriler, cok sayida, ortak yapisal 6zelige sahiptir:

% Sitoplazma zarini saran sert hiicre duvari,

%

*

Cift sarmalli DNA dan olusan tek kromozom,

L)

7/
°0

Okaryotik ribozomlardan daha kiiciik ve daha az karmasik ribozomlar,

X4

Oksidatif metabolizma i¢in mitokondri yoklugu,

%

K/
L X4

Protein sekresyonu igin endoplasmik retikulum yoklugu (23).



Cizelge 2.1. Enterobacteriaceae Ailesinin Siniflandirmast

Familya

Cins

Tiir

|. Escherichieae

l. Escherichiea

E. coli, E. blatae, E. vulneris, E. fergusonii, E. hermannii

I1. Shigella S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei
I1. Edwardsiellae Edwardsiella E. tarda, E. hoshina, E. ictaluri
I11. Salmonelleae Salmonella S. typhi, S. choleraesuis, S. paratyphi A, S. enteridis, S.

gallinarum, S. pullorum

V. Citrobacteriaceae

Citrobacter

C. freundii, C. diversus, C. amalonaticus

V. Klebsielleae I. Klebsiella K. pneumonaie, K. ozanae, K. oxytoca, K.
rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena, K.
omithinolytica

I1. Enterobacter
E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E. amnigenus,
E. sakazakii, E. gergoviae, E. dissolvens, E. taylorae, E.
nimipressuvali, E. nimipressuvalis, E. asburiae, E.
I11. Hafnia hormaechei
IV. Serratia H. alvei
S. marcencens, S. lique, S. liquefaciens, S. rubidaea, S.
fonticola, S. odorifera, S. plymuthica, S. ficaria
VI. Proteeae I. Proteus P. mirabilis, P. vulgaris, P. pennei, P. myxofaciens
1. Morganella M. morganii
I11. Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii

VII. Yersinieae I. Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica, VY.
frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia, Y. ruckeri, Y.
aldovae

VIII. Erwinieae I. Erwiania E. amylovora, E. carotovora

Herhangi bir aile igine | Arsenophonus

yerlestirilmemis cinsler | Budvicia

Buttiauxella
Cedecea
Kluyvera
Leclercia
Leminorella
Moellerella

Obesumbacterium
Pantoea

Pragia

Rahnella
Tatumella
Xenorhabdus
Yokonella




2.1.3. Kiiltiir 6zellikleri

Enterobakteriler fakiiltatif anaeropturlar. En iyi 35-37°C’de ve CO,’siz ortamda
trerler. Bazi tiirler (Serratia ve Yersinia) disiik 1silarda (1-5°C) da iireyebilirler.
Koloniler 18-24 saat sonra goriiniir hale gelirler. Birgok laboratuvar, enterobakterilerin
tiretimi i¢in kanli ve ¢ikolata agar gibi selektif olmayan besiyerlerini ve Mac Conkey
agar gibi selektif besiyerlerini kullanirlar (27). Bunlar; yara, solunum yollari, idrar,
steril viicut sivilar1 ve kandan enterobakterileri izole etmek i¢in kullanilir. Cikolata ve
kanli agarda biiylik gri diiz koloniler yaparlar. Kanli agarda ¢ogu suslar hemoliz
yapmaz. Fakat E. coli’nin bazi suslari kuvvetli bir hemolizin irettiginden, kanl agarda
hemoliz yaparlar. Mac Conkey agarda laktozu fermente eden tiirler, laktoz
fermentasyonu sonucu olusan asit nedeniyle pembe-kirmizi koloniler meydana
getirirler. Kristal viyole ¢oker ve notral kirmizisi, asit pH’da kirmiziya doner. Laktoz
negatifler Mac Conkey’de temiz, renksiz koloniler olustururlar. Safra ve kristal viyole,
Gram pozitif bakterilerin liremesini engellemek i¢in, besiyerine konulmugstur. Cizelge
2.2’de baz1 enterobakteri cinslerinin Mac Conkey ve koyun kanli agarda olusturduklar
kolonilerin goriiniim ve biiyiikliikleri goriilmektedir. Enterobakterilerin izolasyonunda

en ¢ok kullanilan besiyerleri Cizelge 2.3’de gosterilmistir (26).

2.1.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Enterobakteriler fakiiltatif anaerob mikroorganizmadir. Tiim enterobakteriler oksidaz
negatiftir; glukozu fermente ederler, nitratlar1 nitritlere indirgerler, fakat alginati
eritmezler. Enterobakteri ailesindeki cinslerin ve tiirlerin karbonhidrat fermentasyonlari
farklidir. Fermente edebildikleri karbonhidratlarin ve olusan son iiriinlerin farkli olusu,
cins ve tiirlerin identifikasyonunda kullanilir. Enterobakterilerin identifikasyonunda ¢ok
eski yillardan beri kullanilan I M V | C testi; indol reaksiyonu (I), metil kirmizi
reaksiyonu (M), voges-proskauer reaksiyonu (V) ve sitrat reaksiyonu (C) olmak tizere
dort reaksiyondan olusan bir testtir. Ornegin E. coli’nin | M V | C testi (+ + - -),
Klebsiella nin IMVIC testi ise (- - + +) dir. Cizelge 2.4’de enterobakteri ailesindeki

belirli cinslerin ¢abuk identifikasyonu i¢in ipuglar1 6zetlenmektedir (1, 26).
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Cizelge 2.2. Enterobakterilerin Mac Conkey ve Koyun Kanli Agarda Koloni Goriiniimleri

Tipik Goriiniim ve Biiyiikliik

Cins veya tiir

Mac Conkey agar

Koyun kanl agar

Salmonella ve Shigella

Renksiz, diizgiin, 2-3 mm

Diizgiin, 2-3 mm

Yersinia enterocolitica

Renksiz, <1 mm

Diizgiin, < 1 mm

Escherichia coli

Pembe, kirmizi genellikle presipite olmus
safra ile ¢evrelenmis, 2-3 mm

Diizgiin (baz1 suslar beta
hemolitik) 2-3 mm

Klebsiella pneumoniae

Pembe, mukoid, 3-4 mm

Mukoid, 3-4 mm

Enterobacter

Pembe, Klebsiella kolonileri kadar mukoid
degil

Diizgiin, 3-4 mm

Proteus  vulgaris
Proteus mirabilis

ve

Renksiz, yassi, hafifce yayilabilen, 2-3 mm

Dalga dalga yayilarak petriyi
kaplayabilen

Providencia, Morganella

Renksiz, yasst, 2-3 mm

Yassi, 2-3 mm

Cizelge 2.3. Enterobakterilerin izolasyonunda Cok Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri Karbonhidratlar H,S incelemesi
Cogu tiirlerin tiremesi i¢in ayirici besiyerleri | Mac Conkey agar | Laktoz -
EMB Laktoz, Sukroz -
Enterik patojenlerin digkidan izolasyonu HE ;glli?r? Sukroz, *
icin selektif besiyerleri XLD Laktoz, Sukroz, +
Ksiloz
2.1.5. Antijen Yap1
Enterobakterilerin  belirli  tiirlerinin  antijen  yapisi, epidemiyoloji  ve

siniflandirmada, énemli rol oynar (Ornegin Salmonella ve Shigella’da). Somatik (O),
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kirpik (flagella) (H) ve kapsiil (K) antijenleri, ailenin serotiplendirmesinde kullanilan,

baslica antijenlerdir. Bunlar disinda bakteri hiicresinin dis yiizeyinde bulunan ECA

(Enterobacteriaceae Common Antigen), tiim Enterobakterilerde bulunan ortak bir

antijendir (1).

Cizelge 2.4. Enterobakterilerin Cabuk Identifikasyonu i¢in Ipuglart

Hizh laktoz fermentasyonu

Yavas laktoz
fermentasyonu yapanlar

Laktozu fermente etmeyenler

yapanlar
E. coli: Mac Conkeyde pembe,
kirmizi, diizgiin, viskdz olmayan
koloniler, hareketli
Enterobacter aerogenes: Mac

Conkeyde pembe,
koloniler, hareketli

diizgiin, viskoz

Klebsiella pneumoniae: Mac
Conkeyde pembe, mukoid, ¢ok viskoz
koloniler, hareketsiz

Edwardsiella

Serratia

Citrobacter

Arizona

Providencia

Erwinia

Shigella: Hareketsiz, glukozdan gaz
yapmaz

Salmonella: Hareketli, glukozdan asit
ve gaz yapar

Proteus: Kanli agarda dalga dalga
yayilir, iremeyi hizla hidrolize eder
(Amonyak kokusu duyulur)

2.1.6. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

2.1.6.1. Adezinler

Cogu Gram negatif bakterilerde fimbria veya pili denen ylizey organelleri vardir.

Bunlar bakteri hiicresinin yiizeyinden, biitiin yonlere 1sinsal uzanan yapilardir. Heliks

seklinde diizenlenmis protein parcaciklarindan olusmustur. Bu organeller bakterinin

mukozaya tutunmasini saglar. Mikroorganizmanin konak dokuya yerlesmesindeki temel

basamaktir.




2.1.6.2. Endotoksin

Hiicre duvarmin LPS’inin Lipid A bolimi, toksik aktiviteden sorumludur.
Hayvanlara enjeksiyondan sonra, hayvanda ates, oldiiriici sok, lokositlerde
degisiklikler, tiimorlerin gerilemesi, enfeksiyonlara kars1 konagin yanitinin degismesi,
Sanarelli-Schwartzman reaksiyonu ve ¢esitli metabolik degisiklikler gibi gesitli etkiler
olusturmaktadir. Endotoksinin iiriner yol veya yara enfeksiyonlarindaki rolii belirgin
degildir, buna karsin Gram negatif bakteriyemili hastalarda o6liimlere yol agmaktadir.
Enterik bakteriyemili hastalarin %30 unda endotoksik sok gelisir ve bdyle soklu
hastalarin %40-90’1 6lmektedir.

2.1.6.3. Enterotoksin

Genellikle ince bagirsaklart etkileyip bagirsak liimenine bol sivi atimimna ve
sonugta da diyareye neden olan toksinlerdir. Kolera toksinine benzerler. Baz1 E. coli,
Salmonella, Shigella, Klebsiella pneumonaie, Citrobacter freundii ve Enterobacter
suslart enterotoksinler salgilamaktadir. Salmonella ve Shigella enfeksiyonlarinda
enterotoksinin rolii acik degildir. Bu hastaliklarin patogenezinde dokuya penetrasyon

onemlidir.

2.1.6.4. Shigatoksin ve Shigatoksin benzeri (Shigalike) toksinler

Bazi Shigella suslar1 memeli hiicrelerinin protein sentezini bozan ve Shigatoksin
denen toksinler olustururlar. Benzer etkili toksinler baz1 E. coli suslar1 tarafindan da
salgilanmaktadir. Bu toksinlerin etkisi ilk olarak vero (Afrika yesil maymunu) doku
hiicrelerinde gosterildigi i¢in verotoksin olarak isimlendirilmistir. Verotoksin salgilayan

E. coli suslart hemolitik diyare ve hemolitik iiremik sendroma yol acarlar.
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2.1.6.5. Hemolizinler

Cesitli enterobakteri suslarinca salgilanan, hiicre disi tiriinlerdir. Hemolizinlerin
E. coli’nin neden oldugu bazi hastaliklarda 6nemli oldugu gosterilmistir. Bagirsak disi
enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli suslarmin yaridan fazlast hemolizin salgilar;
oysa gastrointestinal yol enfeksiyonuna yol agan E. coli suslarmin sadece %10’u
hemolizin yapmaktadir. Cogu tiropatojen E. coli’lerde hem P fimbria, hem de hemolizin
bulunur. Hemolizinlerin sitotoksik etkileri yalnizca alyuvarlarla sinirli degildir. Alfa
hemolizinler, lenfositlere daha etkin olan sitoksinlerdir. Beta toksinler ise nétrofillerin

kemotaksisini ve fagositozunu 6nlemektedirler.

2.1.6.6. Sideroforlarla Demir Kazanimi

Demir, esansiyel bir gelisme faktoriidiir. Dokularda ve mukozalarda serbest
demirin disiik yogunlukta olmasi, enterobakterilerle olusan bagirsak dist
enfeksiyonlarda konak savunma faktorlerindendir ve bakteri liremesini Onleyicidir.
Enterobakteriler konak organizmada canli kalabilmek ve bagirsak disi dokulara
yayilabilmek i¢in, demir saglamak iizere, ¢esitli mekanizmalar gelistirirler. Bunlardan
biri demir baglamaya ¢ok biiyiik egilim gosteren, siderofor denen diisiik molekiil
agirlikli bilesiklerdir. Bakteriler konak organizmada transferin veya laktoferrin gibi

demir baglanmis olan molekiillerden, sideroforlar araciligi ile demir kazanmaktadirlar

(26).

2.1.6.7. Kapsiil
Kapsiillii Enterobacteriaceae iiyeleri fagositozdan hidrofobik hiicre yiizeyini

iten hidrofilik kapsiil antijenleri ile korunur. Bu antijenler antikorlarin bakteriye

yapismasint engeller, zayif immiinojendirler ve komplemani aktive etmezler. Ancak
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kiside kapsiile kars1 spesifik antikorlar gelisirse, kapsiiliin koruyucu rolii zayiflar (23).

2.1.7. Direngclilik

Enterobakteriler sporsuzdur. Cogu diisiik konsantrasyonda germisid ve
dezenfektanlar ve 1siyla kolayca inaktive olurlar. Fenol tiirevleri, formaldehit, beta
gluteraldehit, halojenli bilesikler bakterisit etkilidir. Fakat dortlii amonyum bilesikleri
bakteriyostatik etki gosterebilir. Enterik patojenlerin kontroliinde sularin klorlanmasi
etkilidir. Enterobakteriler kuruluga kismen duyarlidir. Fakat yeterli nem oldugunda, ¢ok
uzun zaman canli kalabilirler. Hastanelerde solunum cihazlar1 ve anestezi aletleri
enterobakteri enfeksiyonlarinin kaynagidir. Enterobakteriler kardan ve buzdan izole
edilmistir. Enterobakterilerin gidalarda kontrolii pastorizasyon ve dogrudan pisirme ile
saglanir. Ayrica bu bakterilerle olusan enfeksiyonlarin dnlenmesinde kisisel hijyen

kurallarina uymak ve el yikama aliskanligi ¢ok dnemlidir (26).

2.1.8. Plazmidler

Plazmidler bakteri hiicresinde kendi kendine replike olabilen kromozom dis1
DNA pargalaridir. Gram negatif bakterilerde sik karsilagilan plazmidler, direng
plazmidleridir (R plazmidler). Bunlar antibiyotik direncinden sorumludur. Ilag direnci,
R-plazmid iizerinde transpozon adi verilen gen paketlerinde bulunur. Tipta, ziraatte ve
veterinerlikte asir1 6lgiide antimikrobiyal madde kullanimi sonucunda R-plazmidler ¢ok
sayida transpozona sahip hale gelmistir ve bakteriye ¢ok sayida ilaca direng fenotipi
kazandirirlar. Cogu R-plazmidi tasiyan suslar, diger suslara ve tiirlere konjugasyonla
plazmidlerini aktarabilmektedirler. Boylece ilag direnci kolayca yayilmaktadir (27).

Kolonizasyon faktorleri, enterotoksin, hemolizin gibi virulans faktorlerini
kodlayan genler de plazmidlerde bulunur. Virulans faktorleri ve ilag direnci genleri ayni
plazmidde bulunabilir. Bu nedenle R-plazmid iizerindeki baski ile virulans faktorleri de
yaythm gosterir. ilag direnci olmasa bile birkag virulans faktdrii ayni plazmidde

tasinabilir.
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Ayrica enterobakterilerin plazmidleri epidemiyolojik amaglarla incelenmektedir.
Bir bakteri klonunun tasidigi plazmidlerin sayist ve biiyiikliikleri, baska bir klonun
plazmidleri ile karsilagtirilarak enfeksiyonlarin  kaynagi ve bulasma yollar
izlenmektedir. Bu sayede cesitli enterobakteri cinslerine ait ¢ok sayida salgin
aydinlatilmistir. Ancak plazmid analizleri, biyotiplendirme, serotiplendirme, faj ve
bakteriyosin tiplendirmesi gibi fenotipik tiplendirme yontemleri ile birlikte kullanilirsa,

bu yontemlerin ayrim giigleri daha da artar (26).

2.1.9. Patogenez

Bakteriyel enfeksiyonlar birbirleriyle iliskili birkag basamaktan olusur. ilk
basamak organizmanin konaga girisidir. Enterobakterilerin ilk adimi mukoza
reseptorlerine tutunma ve gastrointestinal yola yerlesmektir. Enfeksiyonun belirtili
doneminde toksin salinimindan, dokuya invazyon ve hiicrelerde hasara kadar gelisen
durumlarla ilgili belirtiler ortaya ¢ikar. Sonugta konagin bakterinin her bir iiriiniine kars1
gosterdigi cevap iyilesmeyi saglar ve ayn1 zamanda inflamatuar cevap hastaligin seyrini

ve agirligini diizenler.

2.1.10. Yapt1ig1 Hastaliklar

Enterobakteriler gastrointestinal yol diginda, viicudun bagka bolgelerinde,
normalde bulunmazlar. Urogenital sistem gibi gastrointestinal yol disindaki bulastigs,
yerlestigi yerlerde 6nemli enfeksiyonlar yapabilirler. Shigella tiirleri gastrointestinal yol
disinda, ¢ok nadir olarak, enfeksiyonlara yol acarlar. Shigella tiirleri harig
enterobakterilerin pek cok tiirii, siklikla bagirsaklar diginda enfeksiyonlara yol agarlar.
Bu enfeksiyonlarda iiriner yol enfeksiyonlar1 (6ncelikle sistit) en sik goriiliir. Bunun
disinda solunum sistemi, yara, kan ve merkezi sinir sisteminde pnémoni, septisemi,
menenjit ve abselere neden olurlar (Cizelge 2.5). Enterobakteriler, klinik mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda klinik 6nemi olan izolatlarin %50’sini, laboratuvarda izole edilen
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Gram negatif basillerin %80’ini, bakteriyel gastroenteritlerin %65-70’ini, septisemilerin

%350’sini, liriner yol izolatlarinin %70’den fazlasini olusturmaktadir (23).

Cizelge 2.5. Cesitli Enterobakteri Tiirlerinin Siklikla Olusturdugu Enfeksiyonlar

Bakteri Tiirii

Enfeksiyonlar

Escherichia coli

Uriner enfeksiyon, septisemi, neonatal sepsis, menenjit ve diyare

Shigella Dizanteri, diyare
Edwardsiella Diyare, yara enfeksiyonu, septisemi, menenjit, tifo benzeri tablo
Salmonella Tifo, septisemi, diyare

Citrobacter

Yara ve lriner enfeksiyon (firsat¢1 ve hastane enfeksiyonlart )

Klebsiella Uriner enfeksiyon, pnomoni, septisemi

Enterobacter Yara enfeksiyonu, septisemi, {iriner enfeksiyon (firsatgr ve hastane
enfeksiyonlart )

Serratia Yara enfeksiyonu, septisemi, {riner enfeksiyon (firsatg1 ve hastane
enfeksiyonlart )

Proteus Yara enfeksiyonu, septisemi, liriner enfeksiyon

Providencia Yara enfeksiyonu, septisemi, {iriner enfeksiyon (firsatgr ve hastane
enfeksiyonlari )

Morganella Firsatg1 ve hastane enfeksiyonlar

Yersinia pestis

Veba

Y. pseudotuberculosis

Mesenterik adenit, diyare

Y. enterocolitica

Mesenterik adenit, diyare

Erwinia

Yara enfeksiyonu

Pectobacterium

Yara enfeksiyonu

2.1.11. Tedavi

Yeni antibiyotiklerin kesfine ragmen, enterobakteri enfeksiyonlarmin yeterli

tedavisi hala zordur. Bu enfeksiyonlarin tedavisini zorlastiran cesitli faktorlerden birisi,

hastanin altta yatan hastaliginin, tedaviyi gii¢lestirmesidir. Altta yatan hastalig
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ilgilendiren Oliimler goriilmektedir. Tedaviyi giiclestiren bir bagka faktor, direncgli

enterobakteri suslarinin varligi ve oranmin giderek artmakta olusudur. Yeterli olmayan

ve yanlig antibiyotik kullanimlari, bakterilerde diren¢ oranini arttirir ve direncin duyarlh

organizmalara yayillimma neden olur. Ayrica enterobakterilerde cinse ve tiire 6zgi

antibiyotik direngleri de (intrinsik direng) yaygindir (26).

2.1.12. Escherichia coli

E. coli, Escherichia cinsinin en Onemli ve en sik goriilen iiyesidir. Bu

mikroorganizma gastroenterit, idrar yolu enfeksiyonu, menenjit ve sepsis gibi bir¢cok

hastalikla iligkilidir. Ancak bazi serotiplerin (E. coli O157 en fazla hemorajik kolit

yapan etkendir) virulanst daha fazladir (28).

E. coli Cizelge 2.6’da gosterildigi gibi ¢ok sayida virulans faktoriine sahiptir.

Cizelge 2.6. E. coli’nin Virulans Faktorleri

Bakteri Adhezinler Ekzotoksinler

ETEC Kolonizasyon  faktér  antijenleri | Istya duyarli toksin (LT-1); Isiya dayanikh
(CFA/I, CEA/II, CFAVIIN ) toksin (STa)

EPEC “Bundle-forming  pili”
(Bfp) ; intimin

EAEC Aggregatif ~ adherence  fimbria | Enteroaggregatif isiya dayanikl toksin (EAST);
(AAF/1, AAF/ITL, AAF/IT) Plazmid tarafindan kodlanan toksin (Pet)

EHEC Bfp; intimin Shiga toksin (Stx-1, Stx-2)

EIEC Invaziv plasmid antijen (Ipa) Hemolizin (HIyA)

Uropatojenler | P pili; fimbri
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2.1.12.1. Epidemiyoloji

Gastrointestinal kanalda ¢ok sayida E. coli vardir. Her ne kadar bu bakteriler

firsatg1 patojen olsalar da bagirsak perfore olup bakteri peritona gectigi zaman ¢ogu E.

coli gastrointestinal ve ekstraintestinal hastalik yapabilir. Bu 6zellikleri plazmid aracili

patojenite adacig1 ya da bakteriyofaj DNA’s1 kokenli 6zel virulans faktorii edinmelerine

baglidir. E. coli nin patojen olarak etkinligi su faktorlerle agiklanabilir:

v" Sepsiste en sik izole edilen Gram negatif bakteridir

v Toplum ve hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonunun etkenidir

v" Geligsmekte olan iilkelerde en 6nemli gastroenterit etkenidir.

Gastroenterit yapan E. coli suslar1 bes biiyiikk gruba ayrilir: ilk {i¢ grup ince

bagirsag: tutup sekretuvar diyare yaparken, son ii¢ grup primer olarak kalin bagirsagi

tutmaktadir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. E. coli ile Geligen Gastroenteritler

Organizma Etkilenen Hastalhk Patogenez
Organ

Enterotoksijenik E. ince Turist diyaresi; gelismis Plazmid kontroliinde 1s1ya

coli (ETEC) bagirsak ilkelerde infant diyaresi, dayanikli/dayaniksiz enterotoksinler
sulu diyare, kusma, sivi-elektrolit agir1 salinimini arttirir
kramplar, bulanti, ates

Enteropatojenik E. Ince Gelismemis iilkelerde Plazmid kontroliinde, normal

coli (EPEC) bagirsak infant diyaresi;sulu diyare mikrovillus yapisinin bozulmasi ile
ve kusma, digkida kan gelisen A/E histopatolojisi
goriilmez malabsorbsiyon ve diyare ile sonuglanir

Enteroagregatif E. Ince Gelismemis ilkelerde Plazmid  kontroliinde, ¢omaklarin

coli (EAEC) bagirsak infant ~ diyaresi;  sulu agregatif tutunmasi, mikrovilluslada
diyare, kusma, kisalma, mononiikleer infiltrasyon ve
dehidratasyon, ates hemoraji, sivi emiliminde azalma

Enterohemorajik Kalin Sulu ishali takiben Sitotoksiksik Shiga toksinleri (Stx-1,

E. coli (EHEC) bagirsak kanliishal (hemorajik  Stx-2) kontroliinde protein sentezinin

kolit) abdominal kramplar,
ates cok az ya da yok;
HUS’a ilerleyebilir

bozulmasi; A/E lezyonlar ile intestinal
mikrovillus harabiyeti, emilimin
azalmasi
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Cizelge 2.7. (Devam) E. coli ile Gelisen Gastroenteritler

Organizma Etkilenen Hastahk Patogenez
Organ
Enteroinvazif E. Kalin Gelismekte olan {ilkelerde Plazmid kontroliinde bagirsak epitelyum
coli (EIEC) bagirsak goriiliir; ates, kramplar, sulu hiicrelerinin invazyon ve harabiyeti
diyare, dizanteriye
dontisebilir.

2.1.12.2. Tedavi

Toplum kokenli iiriner sistem enfeksiyonlarin %75-90’ninda etken E. coli’dir.
Tedavide en sik kullanilan antibiyotikler, trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMZ),
siprofloksasin, beta-laktamlardir. Ancak iiropatojen E.coli suslarinda giderek artan
diren¢ oranlart nedeniyle tedavi secenekleri azalmaktadir. Amerika enfeksiyon
Hastaliklar1 Dernegi’nin iiriner sistem enfeksiyonlari tedavi rehberinde TMP-SMZ’nin
ancak diren¢ prevelansinin %10-20’den disiik oldugu yerlerde ampirik tedavide
kullanilabilecegi belirtilmektedir. Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
diger bir ilag grubu kinolonlardir. Ancak kinolonlarin yaygin kullaniminin
bakterilerdeki kinolon direng oranlarimi artirdigina iliskin birgok ¢alisma mevcuttur.
Uropatojen E.coli suslarinda kinolon ve TMP-SMZ direng oranlarinin her ikisinin de
yiiksek oldugu durumlarda tedavide kullanilabilecek uygun antibiyotiklerle ilgili
caligmalar devam etmektedir. Komplike olmayan alt iiriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde fosfomisin veya nitrofurantoin tedavisi ile iyi yanit alindig1 bildirilmektedir
(29) .

GSBL salgilayan E.coli suslarmin orani toplum ve hastane kaynakli izolatlarda
giderek artis gostermektedir. Ampirik antibiyotik tedavilerinde sefalosporin ya da
kinolonlarmm bu bakterilere karsi giivenilirlilikleri giderek azaltmaktadir. Hastane
kokenli ciddi {iirosepsis olgularinda, GSBL oranlar1 yiiksek tedavi merkezlerinde
ampirik tedavi amaciyla bu ajanlar segilebilir. Karbapenemlerin ampirik tedavide
kullanim1 mutlaka smirlandirilmali, gereksiz kullanimindan kaginilmalidir. Bunlarin
asir1  kullanomida GSBL  salgilayan suslarda karbapenem direncini beraberinde

getirmektedir (30).
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2.1.13. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella cinsi bakteriler, hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsiillii, Gram
negatif ve Enterobacteriaceae ailesinin genel 6zeliklerini gosteren ¢omakgiklardir (1).
Klebsiella cinsinin iyeleri kolonilerinin mukoid goriinimiinden ve in-vivo olarak
mikroorganizmanin artmis virulansindan sorumlu olan belirgin bir kapsiile sahiptirler.
Bu cinsin en sik izole edilen tiirleri toplum ve hastane kaynakli lober pndmoniye sebep
olan K. pneumoniae ve K. oxytoca’dir. Klebsiella tiirlerinden kaynaklanan pnémoniler
siklikla alveolar bosluklarin nekrotik yikimina, kavite ve kanli balgam olusumuna neden
olurlar (23).

K. pneumoniae, insan saghig agisindan ¢ok Onemli olan nozokomiyal, st
solunum yolu, iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarinin olugmasinda rol alan firsatci
patojendir (1). K. pneumoniae insan kalin barsaginda ve %5-10 oraninda da {ist solunum
yollarimin normal florasinda bulunmaktadir. Klebsiella cinsi bakteriler bakteriyemilerin
%?2’sinde, pnOmonilerin %]12’sinde ve cerrahi yaralarin %3’iinde etken olarak
bulunmaktadir (31). Ust solunum yolu ve diski florasinda bulunabilen K. pneumoniae
bakterileri, bulunduklar1 yerde uygun kosullarin olusmasi veya yerlerini degistirerek
diger organ ve sistemlere yerlesmeleri halinde bir¢ok hastaliklara neden olurlar. K.
pneumoniae, iriner sistem ve nozokomiyal enfeksiyonlara yaygin olarak neden olan

bakteriler siralamasinda E. coli *den sonra ikinci siradadir. (32).

2.1.14. Tedavi

K. pneumoniae antibiyotiklere ¢ok direngli bir bakteridir. Klebsiella’larda
aminoglikozidleri modifiye eden enzimler ve bunun sonucu gentamisin, tobramisin,
hatta amikasin gibi aminoglikozidlere de yliksek oranda direng, Ozellikle hastane
suslarinda siktir. Ozellikle bunlar iginde beta-laktam grubu antibiyotikler ile
karbapenemler ve kinolonlara direng gelistirebilen K. pneumoniae enfeksiyonlarinda
ciddi tedavi sorunlar1 yasanabilmektedir. Bu suslarin beta-laktam grubu antibiyotikler

ve kinolonlar disinda diger antibiyotiklere karsida artan oranda direng gelistirebilmeleri
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sorunun boyutunu daha da arttirmaktadir. Burada sorumlu tutulan direng mekanizmalari

arasinda en 6nemlisi GSBL enzimleridir (33).

2.2. Beta Laktam antibiyotikler

Beta laktam ajanlar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkas1 tasiyan
ve hiicre duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir antibiyotik
grubudur. Beta laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara gore penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler olmak iizere bes temel gruba
ayrilirlar (Cizelge 2.8). Beta laktam antibiyotikler gerek toplum gerekse hastane kdkenli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibakteriyel ajanlarin baginda gelmektedir (34).
Tiim beta-laktam antibiyotikler bakterilerde hiicre duvar1 sentezinden sorumlu penisilin
baglayan proteinlerin (PBP) transpeptidaz aktivitesini bloke ederek peptidoglikan
sentezini engellemek suretiyle etki ederler. Bakterilerin hiicre duvarinda yer alan
peptidoglikan (miirein) tabakasi mikroorganizmanin yapisini ve biitiinliiglinii saglar.
Peptidoglikan zincir N-asetil muramik asit (NAMA) ve N-asetil glikozamin
(NAGA)’dan olusmustur. Bu yapilar tetrapeptid baglarla kafes yapisini meydana
getirirler. Bu capraz baglanti N-asetil muramik asitin yapisinda yer alan D-alanin D—
alanin molekiillerinin transpeptidasyon reaksiyonu ile birlesmeleri sonucu olusur.
Transpeptidaz reaksiyonu olusturan enzimlere penisilin baglayan proteinler “PBP” adi
verilir (35). Beta-laktam antibiyotiklerin temel hedefi penisilin baglayict proteinlerdir.
Beta-laktam antibiyotiklerin yapisi ve uzaydaki konfigiirasyonlar1 D-alanin D-alanin
molekiiliine ¢ok benzemektedir. Bu benzerlik beta-laktam antibiyotiklerin PBP ile
reaksiyona girmelerini  ve D-alanin D-alanin molekiiliiniin  yerini  alarak
transpeptidasyonu engellemelerini saglar. Sonugta hiicre duvari sentezi yapamayan
bakteri lizise ugrar ve oliir. Beta-laktam antibiyotikler bakterisidal etkilidirler ve bu
etkileri yavastir. Oldiirme hizlar1 dozdan ¢ok siireye baghdir. Yani, enfeksiyon
bolgesinde yliksek konsantrasyondan ¢ok uzun siireli beta-laktam antibiyotik varlig
bakteri Oliimiinde daha etkilidir. Yalmz iireme fazindaki bakterilere etkilidirler ve
maksimum etkileri minimum inhibisyon konsantrasyonlariin (MIiK) dért katina

ciktiklarinda goriiliir (36).
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Cizelge 2.8. Beta Laktam Grubu Antibiyotikler

Beta Laktam Grubu Beta Laktam grubu antibiyotiklere 6rnek
Antibiyotikler

Penisilinler Penisilin G, penisilin V

Penisilinaz  direngli  penisilinler (metisilin, nafsilin, oksasilin,
kloksasilin)

Aminopenisilinler (ampisilin, amoksisilin)

Karboksipenisilinler (karbenisilin, tikarsilin)

Ureidopenisilinler (mezlosilin, piperasilin)

Sefalosporinler 1.kusak (sefazolin, sefalotin, sefaleksin)

2 .kusak (sefuroksim, sefaklor, sefamandol, sefamisinler)

3.kusak (sefotaksim, seftriakson, sefpodoksim, seftizoksim,
sefoperazon, seftazidim)

4 kusak (sefepim, sefpirom)

Karbapenemler Imipenem, meropenem, ertapenem

Monobaktamlar Aztroneam

2.2.1. Penisilinler

1940°’h  yillarda saflagtirillmis olarak klinik kullanima girmistir. Tim
penisilinlerin temel yapisin1 6-aminopenisilanik asit (6-APA) olusturur. Bu ¢ekirdek bir
beta-laktam halkas1 ve buna bagli besli tiazolin halkasindan olusur. Bu temel yapiya
degisik yan zincirlerin eklenmesiyle antibakteriyel etki alanlar1 ve farmakolojik
ozellikleri farkli birgok penisilin tiirevi elde edilir (35). Penisilinler bes grupta

incelenirler.

2.2.1.1 Dogal penisilinler

Klasik dogal penisilinler penisilin G ve penisilin V’dir (fenoksimetilpenisilin).
Penisilin G mide asidinde inaktive oldugundan sadece parenteral yolla kullanilir. Klinik
kullanima uygun {i¢ formu vardir. Kristalize penisilin G hizli etki ve yiiksek serum
diizey1 gerektiren durumlarda (menenjit ve endokardit gibi) sadece intravendz (IV)
yoldan uygulanir. Kisa yarilanma dmriine sahiptir ve bu nedenle sik araliklarla (4-6 saat
araliklarla) kullanilir. Prokain penisilin G, yiliksek kan diizeyi gerektirmeyen buna

karsin uzun etki siiresi istenen (penisiline duyarli pnomokok pnomonisi gibi)
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durumlarda tercih edilir ve yalniz intramuskiiler yolla uygulanir. Depo penisilin olarak
bilinen benzatin penisilin ise 3-4 haftalik araliklarla intramuskiiler (IM) olarak
uygulanir. Klasik kullanim alanlar1 arasinda sifiliz tedavisi ve akut romatizmal ates
profilaksisi sayilabilir.

Penisilin 'V  (fenoksimetilpenisilin) oral yolla kullanilabilen tek dogal
penisilindir. Yiiksek serum diizeylerine ulasamadigindan ciddi sistemik enfeksiyonlarda
kullanilmasi 6nerilmez. Hafif ve orta siddetteki iist solunum yolu ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda tercih edilir. Dogal penisilinler baslica Gram pozitif bakterilere
etkilidir. A grubu beta-hemolitik streptokoklarda heniiz diinyada penisilin direnci
bildirilmemistir. Diger streptokoklara da ¢ok etkindir. Ancak, pndmokoklarda penisilin
direnci giderek artmaktadir. Orta diizey (MIK: 0.1-1 mg/L) ve yiiksek diizey (MIK: 1
mg/L’nin iizeri) olmak iizere iki sekilde goriilen pndmokoklardaki penisilin direnci
diinyanin degisik iilkelerinde farkliliklar gosterir. Ulkemizdeki orta diizey direng
ortalama %20-25, yiiksek diizey direng ise %1 civarindadir. Orta diizey penisilin
direnci, penisilinin dozunun artirilmasiyla yenilebilir (menenjitler haric). Buna karsilik
yiiksek diizey penisilin direnci varliginda penisilin kullanimi1 s6z konusu olamaz.
Stafilokoklarin ise %90’indan fazlasi salgiladiklar1 penisilinaz enzimi ile penisilinleri
inaktive eder. Bu nedenle stafilokoksik oldugu tahmin edilen bir enfeksiyonun ampirik
tedavisinde penisilin asla tercih edilmez. Penisilinlerin Gram negatif enterik bakterilere
de etkisi yoktur. Yalniz meningokok ve gonokoklara, ayrica Bacillus anthracis,

Clostridium tiirleri ve spiroketlere karsi etkindir (36).

2.2.1.2. Aminopenisilinler

Penisilinin etki spektrumuna ilaveten E. coli, P. mirabilis, Salmonella ve
Shigella tiirleri gibi bazi Gram negatif bakteriler de etki alanma girer. Ayrica
enterokoklara penisiline gore daha etkilidirler. Listeria monocytogenes’e etkinligi
oldukga iyidir. Beta-laktamaz iireten tiim bakterilere ve P. aeruginosa’ ya etkisizdirler.
Bu grupta ampisilin, amoksisilin bulunmaktadir. Ampisilin hem oral hem parenteral

kullanilabilir (35).
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2.2.1.3. Karboksipenisilinler

Bu grupta tikarsilin ve karbenisilin bulunmaktadir. Aminopenisilinlerin etki
alanma ilave olarak P. aeruginosa, Serratia ve Enterobacter tiirlerine de etkindir.
Tikarsilin tilkemizde yoktur. Karbenisilinin giiniimiizde oldukg¢a yiiksek diren¢ oranlari
ve yine yliksek oranlarda tuz igermesi nedeniyle kullanimi yoktur. Sadece karbenisilin
indanil sodyum tuzu (karindasilin) yiiksek idrar konsantrasyonlari nedeniyle iiriner

sistem enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (36).

2.2.1.4. Ureidopenisilinler

Antipsddomonal penisilinler veya genis spektrumlu penisilinler olarak da
bilinirler. Bu grupta bulun an antibiyotikler; azlosilin, piperasilin ve mezlosilin olup,
bunlar ampisilinin semisentetik tlirevleridir. Hepsi monosodyum tuzu seklinde
kullanilir. Ancak, karboksipenisilinlere oranla igerdikleri tuz miktar1 ¢ok daha azdir.
Primer etkinlikleri Gram negatif bakteriler ve P. aeruginosa’dir. Kullanim alanlari
Gram negatif bakterilerle olusan orta ve ciddi siddetteki enfeksiyonlar ve P. aeruginosa

enfeksiyonlaridir (37 ).

2.2.1.5. Penisilinaza Direncli Penisilinler (Antistafilokoksik Penisilinler)

Stafilokoklarin hemen tamaminin salgiladig penisilinaz enzimine dayanikli olan
tek penisilin grubudur. Ayrica streptokoklara da etkisi vardir. Ama bu etki penisilinden
daha iyi degildir. Hemen sadece stafilokok enfeksiyonlarinda kullanilir. Bu nedenle
antistafilokoksik penisilinler olarak da bilinirler. Ancak, metisiline direngli
stafilokoklara kars1 tiim beta-laktamlar gibi bunlarin da etkisi yoktur. Bu grupta bulunan
nafsilin, metisilin, oksasilin, kloksasilin, dikloksasilin ve flukloksasilinden sadece
nafsilin lilkemizde bulunur ve parenteral kullanilir. Metisiline duyarl stafilokok

enfeksiyonlarinda ilk secilecek ilagtir (37).
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2.2.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, birgcok yonden penisilinlere ¢ok benzeyen ve c¢ok sayida ilaci
igeren bir gruptur. 1945 wyilinda Cephalosporium acremonium’ dan elde edilen
sefalosporin C, bu grubun ilk 6rnegi olarak bilinir. Kimyasal yapis1 bir beta-laktam
halkas1 ve buna bagl altili dihidrotiazin halkasindan olusur. Bu temel ¢ekirdek 7-
amino-sefalosporinik asittir (7-APA). Bu ¢ekirdekte yapilan modifikasyonlarla ¢ok
sayida sefalosporin tiirevi tiretilmistir. Sefalosporinler etki spektrumlar1 basta olmak

tizere bazi temel 6zellikleri g6z 6niline alinarak dort kusaga ayrilirlar (36).

2.2.2.1. Birinci Kusak Sefalosporinler

Ulkemizde bu gruptan sefalotin, sefazolin gibi parenteral, sefaleksin, sefadroksil
gibi oral ve sefradin gibi hem parenteral, hem de oral kullanilabilen bilesikler
bulunmaktadir. Gram pozitif bakterilere en etkili sefalosporin grubudur. Streptokoklara,
metisiline duyarli S. aureus ve S. epidermidis’e ¢ok etkilidir. Hatta bu nedenle
antistafilokoksik sefalosporinler olarak da bilinirler. Ayrica, enterokoklar tiim
sefalosporinlere karsi direnglidirler. Gram negatif etkinlikleri E. coli, Proteus mirabilis
ve K. pneumoniae gibi bakterilerle kisitlidir. Bu 6zellikler goz Oniine alindiginda,
yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi stafilokoksik enfeksiyonlarda ilk secilecek ilaglar
arasindadir. Ayrica, idrar yolu enfeksiyonlart ve safra yolu enfeksiyonlarinda da
kullanilabilirler. Duyarli bakterilerin neden oldugu solunum yolu enfeksiyonlari
kullanilabilecekleri diger bir endikasyondur. Ancak, H. influenzae’ye etkilerinin iyi

olmadig1 dikkate alinmalidir. Sefazolin, cerrahi profilaksinin segkin ilacidir.

2.2.2.2. ikinci Kusak Sefalosporinler

Sefaklor, sefuroksim, sefuroksim aksetil, sefprozil bu gruptandir. Ayrica, aslinda
bir sefamisin olan sefoksitin ve bir karbasefemolan lorakarbef de 2. kusak

sefalosporinler arasinda sayilir. Ikinci kusak sefalosporinler birinci kusaklara yakin
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veya esit bir Gram pozitif etkinlige sahiptir. Bunun yaninda Gram negatif etkinlikleri
biraz daha fazladir. En Onemli oOzellikleri H. influenzae, S. pneumoniae ve M.
catarrhalis gibi solunum yolu patojenlerine olan ¢ok iyi etkinlikleridir. Ancak,
sefaklorun H. influenzae’ ye etkinligi digerlerinden daha azdir. Sefoksitin ise diger tiim
sefalosporinlerden farkli olarak oldukga iyi bir anti-anaerob etkinlige sahiptir. Ama akut
otitis media ve akut siniizit gibi iist solunum yolu enfeksiyonlari, pnémoni gibi alt
solunum yolu enfeksiyonlarinda H. influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis’e
miikemmel etkinlikleri nedeniyle ilk se¢enek ilaglar arasinda yer alir. Ayrica, komplike
olmayan iriner sistem enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda da
oldukea iyi etkinlik gosterir. Sefoksitin anti-anaerob etkinligi nedeniyle intraabdominal

enfeksiyonlar gibi anaerobik patojenlerin s6z konusu oldugu enfeksiyonlarda kullanilir

(37).

2.2.2.3. Uciincii Kusak Sefalosporinler

Sefoperazon, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim ve sefodizim
yalniz parenteral kullanilan ve lilkemizde bulunan 3. kusak sefalosporinlerdir. Sefiksim
oral kullanilabilen tek 3. kusak sefalosporindir. Bu grup sefalosporinlerin en etkili
oldugu bakteriler Gram negatif ¢omaklardir. Ancak, Enterobacter, Citrobacter ve
Serratia tiirlerine etkinlikleri sinirdadir ve bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde etkinliklerine giivenilmemelidir. Ayrica, P. aeruginosa’ Yya sadece
seftazidim etkili olup digerlerinin etkinlikleri yoktur. Gram pozitif bakterilere karsi
etkinlikleri 1. kusaklara oranla oldukca azdir. Sefotaksim Gram pozitif etkinligi en iy1
olan 3. kusak sefalosporindir. En az etkili olan ise seftazidimdir. Higbirinin iyi bir anti-
anaerob etkinligi yoktur. 3. kusak sefalosporinler Gram negatif sepsis gibi ciddi
enfeksiyonlarda, Gram negatif bakterilerle olusan hastane kdkenli enfeksiyonlarda
(nozokomiyal pndmoni, nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonu gibi) genellikle
aminoglikozidlerle kombine olarak, beyin-omurilik sivisina iyi gectiklerinden ve baslica
menenjit etkenlerinin tiimiine etkili olduklarindan akut bakteriyel menenjitlerde (Gram

negatif basil menenjitleri dahil) kullanilir. P. aeruginosa kuskulu enfeksiyonlarda
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seftazidim tercih  edilmelidir. Intraabdominal ve pelvis enfeksiyonlarinda

kullanildiginda mutlaka bir anti-anaerob ilagla kombine edilmelidirler (38).

2.2.2.4. Dordiincii Kusak Sefalosporinler

Bu grupta sefepim ve sefpirom bulunmaktadir. Ulkemizde sadece sefepim klinik
kullanimdadir. Sefepimin Gram negatif bakterilere etkinligi miikemmeldir. Ugiincii
kusaklardan farkli olarak Enterobacter tiirlerine etkinligi de ¢ok iyidir. P. aeruginosa’
ya etkinligi en az seftazidim kadardir. Ugiincii kusaklardan bir diger farkli yonleri Gram
pozitif bakterilere onlardan daha etkili olmalaridir. Yani daha genis ve dengeli bir etki
alanina sahiptir. Ancak, anti-anaerob etkinligi iyi degildir. Ayrica, tiim sefalosporinlerde
oldugu gibi metisiline direncli stafilokoklara ve enterokoklara etkinligi yoktur. Sadece

parenteral kullanilir (39).

2.2.3. Monobaktamlar

Bu grup antibiyotikler i¢inde klinik kullanimda olan tek 6rnek aztreonamdir.
Yapisinda beta-laktam halkasina ekli baska bir halka bulunmamasi ile diger beta-
laktamlardan ayrilir. Aztreonam, 6zellikle Gram negatif bakterilerin PBP-3’iine yiiksek
afinite gosterir. Bu nedenle ¢ok giicli Gram negatif etkinlige sahiptir. Ayrica P.
aeruginosa’ ya da iyi etkilidir. Ancak, Gram pozitif bakteriler ve anaerob bakterilere
karst etkinligi hi¢ yoktur. Genis spektrumlu olmayan bir antibiyotiktir. Duyarli Gram
negatif bakterilerin neden oldugu bakteremi/sepsis, nozokomiyal pndémoni,
nozokomiyal {iriner sistem enfeksiyonlari, osteomiyelit, septik artritler baslica klinik
kullanim alanlarin1 olusturur. Kistik fibrozisli hastalarda P. aeruginosa’ ya bagh
pnomonilerde mutlaka bir aminoglikozidle kombine olarak kullamilir. Avantaji,
aminoglikozidler gibi toksik olmayisidir. Bir diger 6nemli avantaji da penisilinlere

allerjisi olan hastalarda da kullanilabilmesidir (33).
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2.2.4. Karbapenemler

Giliniimiizde mevcut antibiyotikler i¢inde en genis etki alanina sahip olan
gruptur. Karbapenemler tiim beta-laktamlar gibi bir beta-laktam halkasi igerir ve beta-
laktamaz enzimlerine son derece dayaniklidirlar. Bu grupta klinik kullanimda olan iki
ila¢g imipenem ve daha sonra kullanima giren meropenemdir. Etki alanlari arasinda
belirgin bir fark yoktur. Meropenemin Gram negatif, imipenemin Gram pozitif etkinligi
biraz daha fazladir. Anaeroblara etkinlikleri arasinda pek fark yoktur. Her ikisi de Gram
negatif enterik bakteriler, non-fermantatif bakterilerden P. aeruginosa ve Acinetobacter
tirlerine gok etkindirler. H. influenzae, Neisseria tiirlerine de ¢ok etkilidirler. Yalniz,
Burkholderia cepacia, E. faecium, metisiline direngli S. aureus ve Stenotrophomonas
maltophila’ ya etkin degildirler. Gram pozitif bakterilerden streptokoklara,
pnomokoklara, stafilokoklara (metisiline duyarli olanlar) ¢ok iyi etkinlik gosterirler.
Clostridium difficile disinda hemen tiim anaeroblara karsi ¢ok iyi etkinlikleri vardir.
Karbapenem grubu antibiyotikler son derece genis spektrumlu olduklari i¢in rezerv
olarak saklanmali ve daima son secenek olarak kullanilmalidirlar. Bu genis spektrum
onlarin genellikle bazi istisnalar disinda tek ila¢ olarak kullanilmalarina olanak saglar.
Bu nedenle daha c¢ok kaynagi bilinmeyen sepsis gibi ciddi enfeksiyonlarin ampirik
baslangi¢ tedavisinde, birden ¢ok bakteri ile olusan miks enfeksiyonlarda, ciddi P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda, ¢ogul direngli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
hastanede gelisen pndmoni, Gram negatif bakteremi/sepsis, komplike lriner sistem
enfeksiyonlari, pelvik ve intra-abdominal enfeksiyonlar, tedaviye yanitsiz Gram negatif
bakteri osteomiyelitlerinde ve febril ndtropenik hastalarin  ampirik  baslangic

tedavilerinde kullanilirlar (36).

2.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢

Bakterilerin antibiyotiklere direnci dogal ve kazanilmig olmak {iizere ikiye
ayrilmaktadir. Ornegin Gram negatif bakteriler hiicre yapilarindan dolay1 vankomisine
dogal direnglidirler. Benzer sekilde zorunlu anaeroblar aminoglikozidlere, mikoplazma

beta-laktam antibiyotiklere genetik olarak direnglidir (40).
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Beta laktam grubu antibiyotiklere direng ii¢ genel mekanizma ile gelismektedir:

1- llacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi

2- Hedef PBP molekiillerinin degismesi

3- ilac1 inaktive eden beta- laktamazlarin {iretimi

1. ve 3. durum Gram negatif bakterilerde, 2. durum ise Gram pozitif bakterilerde daha
sik goriilmektedir (35).

2.3.1. Ilacin Hedefine Etkin Konsantrasyonda Ulasmasimin Engellenmesi

Bu durum ilacin hiicre i¢ine alinmasindaki azalmadan veya hedefine ulasamadan
disart atilmasini  saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanabilir. Hiicre
membraninin gegirgenliginin azalmasi Gram negatif bakteriler i¢in 6nem tagir. Gram
negatif bakterilerde beta-laktam molekiilleri dis membran proteini (Outer membrane
protein — OMP) adi verilen porin proteinlerinden olusan porlar yoluyla gecer. Bu
nedenlere bagli olarak antibiyotik reseptorlere ulasamamakta ve etkisini

gosterememektedir. E.coli’de OMP F ve OMC mutasyonlari direngten sorumludur (36).

2.3.2. Hedef PBP Molekiillerinin Degismesi

Hedef PBP’lerin yapisindaki degisim sonucunda antibiyotigin baglanamamasi
beta laktam antibiyotiklere direngte Onemli bir diger mekanizmadir. Bu direng
kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. PBP degisimine bagl direng, Gram
pozitif bakterilerde daha fazla goriilmektedir ve giiniimiizde 6zellikle S. pneumoniae, S.
aureus ve E. faecium gibi tlirlerin beta laktam ajanlarla tedavisinde sorun
olusturmaktadir. PBP’lerle olusan dirence ornek, stafilokoklarda metisiline direngtir.
Intrinsek olarak metisiline direngli stafilokoklar (MRSA), ayn1 zamanda diger beta
laktam antibiyotiklere de diisiik affinite gdsteren, farkli bir PBP yapmaktadirlar. Mec A
geni beta laktamlara ¢ok diisiik oranda baglanan veya hi¢ baglanmayan PBP 2a’nin

yapimina yol agmaktadir (42).
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2.3.3. ilac1 inaktive Eden Beta- laktamazlarm Uretimi

Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki siklik amid bagini pargalayan,
boylelikle beta-laktam ajanlarin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. Penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbepenemler, beta laktamaz ailesindeki
enzimlerden biri veya birkagi tarafindan inaktive edilebilirler. Beta laktamazlar Gram
pozitif bakterilerde hiicre dis1 enzimler olup hiicre disinda faaliyet gosteriler. Gram
negatif bakterilerde de periplazmik bosluk i¢inde yer alirlar. Beta laktamazlar, hem
Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerce iiretilmelerine karsin, beta laktamaz
yapimi basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere Gram negatif bakterilerin beta
laktam direncindeki en 6nemli mekanizmadir (34).

Glinlimiizde substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik, hidrolitik
etkinlik gibi oOzellikler agisindan farkli 350’ye yakin beta-laktamaz tanimlanmistir.
Ozellikle Gram negatif comaklarca iiretilen grup 1 sefalosporinazlar, grup 2be
genislemis spektrumlu beta laktamazlar ve grup 3 metallo-beta laktamazlarin tiim
diinyada yaygin olarak bulundugu ve klinik tedavi sorunlarina yol a¢tig1 izlenmektedir.
A, B, C grubu beta laktamazlarin aktif merkezinde serin enzimi varken, D grubunda

¢inko bulunmaktadir (42).

2.4. Beta-Laktam/Beta-Laktamaz Inhibitor Kombinasyonlari

Bugiin klinik kullanimda olan ii¢ tane beta-laktamaz inhibitorii vardir. Bunlar
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam’dir (36). Sulbaktam ve tazobaktam penisilanik
asit sulfon yapisindadir. Daha once de belirtildigi gibi tiim inhibitorler, tiim beta-
laktamaz enzimlerine karsi etkili degildir. Ozellikle de Gram negatif bakterilerin
kromozomal kaynakli enzimlerine karst bu s6z konusudur. Klavulanik asit,
Stafilokoklarin plazmid kokenli beta-laktamazlarina, H. influenzae, N. gonorrhoeae, M.
catarrhalis, P. vulgaris, P. mirabilis, E. coli, K. pneumoniae gibi Gram negatif
bakterilerin plazmid kaynakli beta-laktamazlarina ve Bacteroides fragilis basta olmak

lizere hemen tiim anaerob bakterilerin enzimlerine karsi etkilidir. Buna karsilik P.
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aeruginosa, Enterobacter, Citrobacter, Serratia ve Morganella cinsleri gibi
indiiklenebilir beta-laktamaz {iireten bakterilere karsi etkili degildir. Sulbaktamin etki
alan1 da klavulanik asit gibidir. Tazobaktam ise digerlerine ek olarak Morgenalla
morganii ve C. freundii gibi bakterilere de bir miktar etkilidir. Ayrica, 6zellikle B.
fragilis basta olmak {izere anaerob bakterilerin beta-laktamazlarina en etkili olan
inhibitordiir. Genel olarak en etkili inhibitér tazobaktamdir. Bunu klavulanik asit ve
sulbaktam izler. Ancak, klavulanik asitin beta laktamaz indiiksiyonu yapmas1 gibi bir
dezavantaj1 vardir. Diger ikisi beta-laktamaz indiiksiyonuna neden olmazlar (43).

Giniimiizde klinik kullanimda olan beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor

kombinasyonlar1 sunlardir:

a) ampisilin/sulbaktam

b) amoksisilin/klavulanik asit
c) sefoperazon/sulbaktam

d) tikarsilin/klavulanik asit

e) piperasilin/tazobaktam (36)

Ampisilin/sulbaktam ve amoksisilin/klavulanik asit daha c¢ok toplumda
kazanilmis enfeksiyonlarmn tedavisinde oral veya parenteral yoldan kullanilir. Ozellikle
H. influenzae, M. catarrhalis ve S. aureus beta-laktamazlarina karsi etkili olmalar1
nedeniyle akut siniizit ve akut otitis media gibi iist solunum yolu enfeksiyonlar ile
pnomoni ve kronik obstriiktif akciger hastaliginin akut alevlenmeleri gibi alt solunum
yolu enfeksiyonlarinda ¢ok etkilidirler. Ayrica, stafilokokkal (metisiline duyarl)
yumusak doku ve deri enfeksiyonlari, diyabetik ayak enfeksiyonlari, toplum kokenli
uriner sistem enfeksiyonlarinda enfeksiyonun ozelligine gore oral veya parenteral
yoldan kullanilabilirler.  Tikarsilin/klavulanik asit, sefoperazon/sulbaktam ve
piperasilin/tazobaktam ise ilk iki kombinasyona oranla daha genis etki alanh

olduklarindan hastanede gelisen enfeksiyonlarda kullanilmalidir (44).

2.5. Beta Laktamaz Yapis1 Ve Simiflandirilmasi
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Beta-laktamazlar kromozomal ya da plazmid kontrolunde sentezlenirler.
Plazmidler kromozom dis1 genetik elemanlar olup direncin yayilmasinda c¢ok
onemlidirler. Gram negatif bakterilerde diren¢ genleri plazmidler araciligl ile
konjugasyonla yayilmaktadir (45). Gram pozitif bakterilerde beta-laktamazlar
ekzoenzim olarak hiicre disina salgilanirken, Gram negatif bakterilerde enzim
periplazmik boslukta bulunur. Bu nedenle Gram negatif bakterilerde az miktarda enzim
bile antibiyotiklerin etkisiz hale getirilmesi igin yeterli olmaktadir (46). Bugiine dek
bilinen 600 iizerinde farkli beta-laktamaz enzimi bulunmaktadir. Bu enzimlerin bazi
Ozellikleri goz Oniine alinarak c¢esitli smiflandirmalar yapilmistir. Ambler, beta-
laktamazlar1 aminoasit ve niikleotid dizilerine gore molekiiler olarak, Bush ise
biyokimyasal (substrat profili) 6zelliklerine gore genotipik olarak smiflandirmiglardir
(42). Cizelge 2.9’da en ¢ok kullanilan Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasi
goriilmektedir. Bu smiflamaya goére Grup 1 (Ambler C) beta-laktamazlar
baskilayicilarina direnglidir ve kromozomal genler tarafindan kodlanir. Salmonella
disindaki tiim Gram negatif bakterilerde bulunurlar. Bu enzimlerin sentezi bakteri beta-
laktam antibiyotikle Kkarsilastirildiginda ¢ok arttigindan  “indiiklenebilen beta
laktamazlar” olarak da adlandirilirlar. E. coli suslarinda giderek artan oranlarda
bildirilmektedir. Sefalosporinlerden sefepim grup 1 enzimlere diger sefalosporinlerden
biraz daha dayaniklidir. Tedavide sefepim ya da karbapenem kullanimi 6nerilmektedir
(39). Grup 2 (Ambler A) beta-laktamazlar ise plazmid tarafindan tasinan genler
tarafindan kodlanmaktadir. Grup 2a, klavulanik asit ile baskilanan penisilinazlar1 igerir
ve penisilinleri sefalosporinlere gore daha hizli hidrolize etmektedirler. Stafilokoklar,
Bacillus cereus, Citrobacter, Eikenella ve Fusobacterium enzimleri bu grupta yer
almaktadir (47). Grup 2b’de “Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar” (GSBL) yer
almaktadir. Bu enzimler sefalosporinlere ve aztreonama direnc olusturan ve genetik
sifresi plazmidler iizerinde tasinan enzimlerdir. GSBL pozitif bakteriler bu 6zelliklerini
kolayca diger bakterilere de naklederler. Bu enzimleri tasiyan bakteri tiirleri tiim
diinyada giderek artmaktadir (48). Cogunlukla bu enzimler TEM ve SHV’den koken
almaktadir. Ulkemizde ilk kez 1992°de saptanmis olmakla birlikte son yillarda basta K.
pneumoniae olmak tizere birgok Gram-negatif bakteride bulundugu bildirilmektedir
(49). GSBL enfeksiyonlarinda karbapenem kullanim1 onerilmektedir. Grup 3 (Ambler

B) beta-laktamazlar karbapenemleri inaktive eden metallo beta-laktamazlardir.
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Aktiviteleri i¢in ¢inko iyonlarina gereksinimleri olup, baskilayicilarindan etkilenmezler.
Bu grup enzimler Stenotrophomonas maltophilia, Bacteroides fragilis ve
P.aeruginosa’da bulunmaktadir (47). Grup 4 beta-laktamazlar ise klavulanat ile
baskilanmayan penisilinazlar icermektedir. Diger gruplara girmeyen ve heniiz yapi
analizleri yapilmamis enzimlerdir (48).

Son yillarda beta laktam antibiyotiklere karsi, bakterilerde biiyiik direng artisi
oldugu gozlenmektedir. Bugiin Staphylococcus aureus, Haemophilis influenzae,
Enterobacteriaceae ve Bacteroides’lerde bazi beta laktam antibiyotiklere belirli
derecelerde direng gelisimi oldugu gozlenmektedir. Klebsiella’larin tiim suslari,
kromozomal yolla taginabilen beta laktamazlar1 iretmektedirler. Neisseria
gonorrhoeae’nin penisilinaz iireten suslari hemen hemen sadece Uzakdogu ve Bati

Afrika ile siirl iken, son yillarda ABD dahil tiim iilkelerde saptanir olmustur (50).

Cizelge 2.9. Beta Laktamazlarin Fonksiyonel ve Molekiiler Siniflandirmast

Fonksiyonel | Molekiiler | Substrat Klavulonik asit | Enzimler
Simif Simif tarafindan
inhibisyon
1 C Sefalosporinler Yok Gram negatif bakterilerin

AmpC enzimleri

2a A Penisilinler Var Gram pozitif bakterilerin
penisilinazlari
2b A Penisilinler, Var TEM-1, TEM-2, SHV-1

sefalosporinler

2be Penisilinler, dar ve genis Var GSBL’ler
spektrumlu

sefalosporinler,
monobaktamlar

2br A Penisilinler + Inhibitorlere direngli
TEM B-laktamazlar1
(IRT)

2C A Penisilinler, karbapenisilin Var PSE-1, PSE-3, PSE-4

2d D Penisilinler, kloksasilin + OXA-1, OXA-11, PSE-2
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Cizelge 2.9. (Devam) Beta Laktamazlarin Fonksiyonel ve Molekiiler Siniflandirmasi

Fonksiyonel | Molekiiler | Substrat Klavulonik asit Enzimler
Simif Simif tarafindan
inhibisyon
2e A Sefalasporinler Var P. vulgaris’in
indiiklenebilir
sefalosporinazlari
2f A Penisilinler, Var E. cloacae’nin NMC-A’s1

sefalosporinler,
karbapenemler

3 B Karbapenemler  dahil Yok S. maltophilia’nin L1°1, B.
birgok B-laktam fragilis’in CerA’s1
4 A Penisilinler Yok Burkholderia cepacia
penisilinazi

2.5.1 Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar

Beta laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta laktamaz
enzimi {iretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak tizere bir¢ok bakteri tiiriiniin en
onemli diren¢ mekanizmalarindan birisidir. Bugiine kadar 350’ye yakin beta laktamaz
enzimi tanimlanmistir. Bunlarin yaklasik 150 tanesi genislemis spektrumlu beta
laktamazlar (GSBL) olup plazmidik 6zellikleri nedeniyle bakteriler arasinda transfer
edilebilirler. GSBL’ler, Gram negatif c¢omaklarda bulunan, genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir. Ozellikle
Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli basta olmak tizere, GSBL {iretimi ve patojen
bakteriler arasinda hizla yayilmasi son yillarda ciddi sorunlar olusturmaktadir. GSBL
ireten kokenlerle enfeksiyon riski; uzun siire hastanede yatis, yogun bakim tinitesinde
bulunma, idrar, vendéz vb. kateter uygulamalar1 gibi cesitli girisimler ve genis
spektrumlu beta laktam antibiyotik kullanimi gibi bazi faktorlerle artmaktadir. Hastane
enfeksiyonu etkeni olarak sikliklar1 artmakta ve genellikle ¢oklu ilag direncine sahip

olduklarindan tedavide gii¢liiklerle karsilasiimaktadir (51).
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2.5.2. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlarin Tarihcesi

[k beta laktamaz, penisilinin tibbi tedavide yaygm kullaniminin baslamasiyla
birlikte bir E. coli’de tanimlanmistir. Gram negatiflerde ilk plazmid ile iliskili beta
laktamaz olan TEM-1 ise 1960’11 yillarin basinda gosterilmistir. Orijinal TEM-1 enzimi
Yunanistan’da “Temoniera” adindaki bir hastanin kan kiiltiirinden tireyen bir E. coli
susunda bulunmus ve buna ithafen “TEM” ad1 ile anilmustir. ilk izolasyondan birkag yil
sonra TEM-1 beta laktamaz enzimi tim diinyaya yayilmistir. TEM ile iliskili GSBL
enzimleri ilk olarak 1984 yilinda Fransa’da, sonra da 1988 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde goriilmeye baslandi (52). Bu enzim giiniimiizde Enterobacteriaceae
ailesinin pek ¢ok iiyesinde, P. aeruginosa, H. influenzae ve N. gonorrhoeae gibi birgok
farkli tiirde bulunmaktadir. K. pneumoniae ve E. coli’de bulunan bir diger plazmid
iligkili beta laktamaz ise SHV-1dir ve siilfidril grubu degisken oldugu i¢in bu sekilde
isimlendirilmistir. SHV-1 beta laktamazi, K. pneumoniae izolatlariin g¢ogunda
kromozomda kodlanmis iken, E. coli’de genellikle plazmid ile iliskili olarak
bulunmaktadir. Son 20 yil boyunca, 6zellikle beta laktamazlarin hidrolitik aktivitesine
direngli olmasi icin tasarlanmis pek cok antibiyotik gelistirilmistir. Bununla birlikte,
hasta tedavisinde kullanima giren her yeni sinif ilag, kendisine direngli yeni beta
laktamazlarin ortaya ¢ikmasina yol agmustir. Yeni beta laktamlari hidrolize etme
yetenegindeki bu enzimlerin ilki, Almanya’da bir K. ozaenae susunda bulunan SHV-2
enzimidir. Ozellikle oksiimino-sefalosporinlere karsi aktivitelerindeki genislemis etki
nedeniyle bu enzimler “genislemis spektrumlu beta laktamazlar” olarak

isimlendirilmislerdir. Bugiin 150’nin iizerinde farkli GSBL tanimlanmistir (4).

2.5.2.1. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz Tipleri

Giliniimiizde GSBL’ler aminoasit sekans analizi sonuglarinin karsilastirilmasi
temeline dayanan dokuz farkli yapisal ya da gelisimsel grup i¢inde incelenirler. Bunlar
TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER, VEB, GES, TLA ve BES aileleridir. Diger
GSBL’lere CME, SFO gibi her gecen giin yenileri eklenmektedir. GSBL’ler genis

spektrumlu penisilinazlarin tiirevleridir ve ¢cogu TEM ya da SHV enzimlerinden kdken
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almaktadir. Bugiin yaklagik 90’ iizerinde TEM-tipi beta laktamaz ve 25’in iizerinde
SHV tipi beta laktamaz enzimi bulunmaktadir (53). TEM ve SHV tipi GSBL’ler
cogunlukla E. coli ve K. pneumoniae’de bulunmakla birlikte, Proteus spp., Providencia

spp. ve Enterobacteriaceae’nin diger tiirlerinde de gosterilmistir (54).

25211. TEM

TEM-1 Gram negatif bakterilerde en sik karsilagilan beta laklamazdir. GSBL
gelisiminde enzimin aktif bolgesinde bulunan bir aminoasidin konfigiirasyon degisikligi
sorumludur. Bu degisiklik enzimin oksimino-beta laktam grubu antibiyotiklere karsi
direng gelisimine neden olur. Enzimin 104, 164, 238 ve 240 inc1 pozisyonunda bulunan
tek aminoasidin GSBL fenotipini belirleyicilik 6zelliginin daha fazla oldugu tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte enzimin genis spektrumlu antibiyotik etkinligi i¢in birden
fazla aminoasit konfigiirasyon degisikligi gerekmektedir. Farkli kombinasyon ve
degisiklikler g6z oniinde bulunduruldugunda giiniimiizde sayilar1 her gecen giin artis
gosteren TEM enzim tiirleriyle karsilasilmaktadir. Bunlarin ¢ok az1 disinda genel olarak
beta laktam/beta laktamaz enzim inhibitorlerine degisen oranlarda duyarlilik gosterdigi
bilinmektedir. TEM-10, TEM-12 ve TEM-26 ABD’de bilinen en yaygin GSBL tiirleri
arasindadir (52).

E. coli’deki ampisilin direncinin %90’ indan fazlast TEM-1 iretimine baghdir.
Bu enzim ayni1 zamanda H. influenzae ve N. gonorrhoeae’de gittikge artan miktarlarda
goriilen ampisilin ve penisilin direncinden de sorumludur. TEM-1 enzimi, penisilin ve
sefalotin ile sefaloridin gibi erken kusak sefalosporinleri hidrolize edebilmektedir.
TEM-1"den ilk iireyen enzim olan TEM-2, orijinal beta laktamazdan tek bir aminoasit
yerlesimindeki farklilik ile ayrilir. Bu degisiklik izoelektrik noktanin 5.4’ten 5.6’ya
kaymasina yol acar fakat substrat profilinde bir degisim séz konusu degildir. ilk olarak
1989’da bildirilen TEM-3 enzimi, GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tipi beta
laktamaz’dir. O zamandan bugiine kadar 90 dolayinda TEM tiirevi tanimlanmistir. Bu
beta laktamazlardan bazilar1 “inhibitore direngli” enzimlerdir. Ancak ¢ogunlugu GSBL

karakterindedir. TEM tipi beta laktamazlar siklikla E. coli ve K. pneumoniae’de
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bulunmakla birlikte diger Gram negatif bakteri tiirlerinde de artan siklikla
rastlanilmaktadir. TEM tipi GSBL’ler, Enterobacter aerogenes, Morganella morganii,
P. mirabilis, P. rettgeri, Acinetobacter baumannii ve Salmonella spp. gibi diger
Enterobacteriaceae tliyelerinde de goriilebilmektedir. Ayrica Enterobacteriaceae
ailesinden olmayan diger Gram negatifler de TEM tipi beta laktamazlar gosterilmistir.

Bunlardan TEM-42 P. aeruginosa’da bulunmustur (55).

2.5.2.1.2. SHV

SHV-1 beta laktamazlar en ¢ok K. pneumoniae suslarinda bulunmakla birlikte,
Citrobacter diversus, E. coli ve P. aeruginosa’da da bu enzimlere rastlanmigtir. K.
pneumoniae’da goriileN plazmide bagimli penisilin direncinin %20 kadarindan SHV
tipi enzimler sorumludur. TEM tipi beta laktamazlarin aksine, SHV-1’in daha az tiirevi
vardir. GSBL fenotipine sahip SHV varyantlarinin gogunlugu, 238 inci pozisyondaki
glisin yerine serin girmesiyle karakterizedir. SHV-5 ile baglantili bazi tiirevlerde ise
ayni zamanda 240. pozisyondaki glutamat ile lizinin yer degistirmesi sorumludur. 238.
pozisyondaki serin, seftazidim hidrolizi, 240. pozisyondaki lizin ise, sefotaksim
hidrolizi i¢in kritik Onem tagimaktadir. Giiniimiize kadar gosterilen SHV tipi [3-
laktamazlarin biiyiik cogunlugu GSBL fenotipi gostermektedir. Bununla birlikte SHV-
10 varyanti inhibitore direngli yapiya sahiptir (54).

2.5.2.1.3. CTX-M

CTX-M tiirii beta laktamazlar, diger oksimino beta laktam grubu antibiyotiklere
oranla sefotaksime karsi daha fazla aktivite gosteren enzimlerdir. CTX-M ailesi diger
GSBL’lerden farkli olarak kompleks ve homojen olmayan bir enzim grubudur. CTX-
M’in farkli varyantlarinin yapildigi ilk aminoasit dizi analizlerinde bu ailedeki enzimler

bes gruba ayrilmistir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda bu ailedeki gruplara
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en az iki tane daha eklenmistir. Yapilan filogenetik analizler sonucunda CTX-M’lerin
daha Onceki gibi plazmid aracili beta laktamazlardaki mutasyonlar sonucu degil,
Kluyvera spp.’deki kromozomal bla genlerinin alinmasi sonucu ortaya ¢iktigi One
siriilmektedir (56). CTX-M-1 ve CTX-M-2 grubundaki beta laktamazlar1 kodlayan
genlerin prekiisorleri Kluyvera ascorbata tiiriinde saptanirken, CTX-M-8 ve CTX-M-9
grubundakilerin prekiisorleri Kluyvera georgiana tiirtiinde belirlenmistir. CTX-M-25 ve
CTX-M-45 sub gruplarindaki beta laktamazin kaynagi heniiz belirlenmemis olsa bu
gruptaki enzimlerin Kluyvera cinsindeki baska tiirler olabilecegi diisiiniilmektedir (57).

Orijinal blactx-m genlerinin kodladigi beta laktamazlar substrat olarak
sefotaksimi tercih ederler ve seftazidimi klinikte dirence yol agmayacak miktarda
hidrolize ederler. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullaniminin CTX-M
enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (58).

TEM, SHV ve OXA tiiri GSBL enzimleri nokta mutasyonlar1 sonucu olusan
plazmid aracili beta laktamazlar olup genis spektrumlu sefalosporinlerin hidrolizinde
cok fazla bir 6nemleri yoktur. TEM ve SHV tiirii beta laktamazlar 1980’li ve 1990’11
yillarda agirlikli olarak goriilen GSBL tipiydi. Bu tip beta laktamazlar CTX-M’ in daha
az yaygin oldugu dénemde, genellikle basta K. pneumoniae olmak iizere E. coli ve diger
Enterobacteriaceae ailesindeki suslarin neden oldugu nozokomiyal salginlarda
bildirilmekteydi (4, 51). CTX-M grubu beta laktamazlar ilk olarak 1989 yilinda
saptanmalarina ragmen 2000’li yillara kadar bu enzimlerin hizli bir evrimi ya da
yayilim1 meydana gelmemistir. Bu donem siiresince enzimler sadece hastane kaynakli
suslarda degil toplum kaynakli suslarda 6zelliklede bu enzimi daha agirlikli olarak
tireten E. coli suslarinda gézlenmistir (56) (Cizelge 2.10).

Ozellikle belirli CTX-M genotiplerinin cografik bélgelerle iliskili oldugu
bildirilmistir. CTX-M-15 Hindistanda saptanan tek genotip olmasina ragmen tiim
diinyada yaygin bir sekilde gozlenmektedir. Ciinkii tiropatojenik bir klon olan E. coli ST
131 tarafindan tasinmaktadir (Sekil 1) (59) . GSBL iireten tiropatojenik E. coli ST 131
klonu 2000°1i yillardan itibaren Amerika (ilk olarak Kanada), Avrupa ve Afrika’da
(0zellikle ortadogu) CTX-M-15 tipi beta laktamaz iireten suslarda goriilmeye
baglanmistir (60). Bu klonun hizli bir sekilde yayilmasinda su veya gidalar gibi gevresel
etmenlerin yani sira lilkeler arasindaki seyahatlerin de 6nemli bir etken oldugu yapilan

calismalarda saptanmistir (61).
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CTX-M tiirii GSBL enzimleri iginde az bir grubun seftazidime sefotaksimden

daha fazla aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu tiir enzimi salgilayan suslar Salmonella

grubu da dahil, hemen her Gram negatif enterik bakteri grubunda goriiliir ve giiney
Amerika’da daha yaygin oldugu bilinmektedir. Bu bolgede CTX-M-14, CTX-M-3 ve
CTX-M-2 oldukga yaygin olan tiirlerdir (46).

Cizelge 2.10. CTX-M Grubu Enzimlerin Yillara Gére Epidemiyolojisi

Yil Ulke CTX-M CTX-M Aciklama
Grup

1986 | Japonya | FEC-1 CTX-M-1 Onceden sefem grubu antibiyotik verilmis olan
farmakokinetik ¢aligmalar yapilan laboratuvar kopeklerinin
fekal floralarindaki E. coli’lerde

1986 | Almanya | CTX-M-1 CTX-M-1 Miinihte dort aylhik otitis media’li bir ¢ocukta E. coli izole
edilmistir. Sefotaksimaz  tiirii  beta laktamazlar
tanimlanmustir.

1989 | Arjantin | CTX-M-2 CTX-M-2 Menenjit, septisemi ve enteritli yatan hastalardan izole
edilen S. thypimurium izolatlar

1989 | Fransa MEN-1 CTX-M-1 Italyan bir hastadan izole edilen E. coli izolati. Dizi analizi
sonucunda CTX-M-1 olarak tanimlanmustir.

1993 | Japonya | TOHO-1 CTX-M-2 E. coli bir yasinda sistitli bir ¢ocuktan izole edilmistir. Bu
enzim daha sonra CTX-M-44 olarak adlandirilmstir.

1994 | Fransa CTX-M-9 CTX-M-9 Bu caligma retrospektif olarak yapilmistir. E. coli’de bu
enzimin varhigmin Ispanya’da fark edilmesinden ©nce
oldugu saptanmustir.

1996 | Polonya | CTX-M-3 CTX-M-1 C. freundii ve E. coli izolatlar1 iriner sistem enfeksiyonu
olan hastalardan izole edilmistir.

1996 | ispanya CTX-M-9 CTX-M-9 Ik kez CTX-M-14 iiriner sistem enfeksiyonu olan hastadan
izole dilen E. coli’de izole edilmistir.

1996 | Brezilya | CTX-M-9 CTX-M-9 Rio De Jenerio da yatmakta olan hastadan izole edilen E.
coli’de saptanmustir.

1996 CTX-M-14 | CTX-M-9 Shigella _sor’mel, ve kandan izole edilen E. coli ve K.

Kore pneumoniae’de saptanmistir.

1997 | Cin CTX-M-14 | CTX-M-9 Ant1m1kr0b1_yal’d1renc1n aragtirildigi bir ¢alismada E. coli ve
K. pneumoniae’de saptanmistir.

1998 | Tayvan CTX-M-14 | CTX-M-9 Cok merkezli antimikrobiyal siirveyans ¢aligmasinda E. coli

izolatinda saptanmustir.
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Cizelge 2.10. (Devam) CTX-M Grubu Enzimlerin Yillara Gore Epidemiyolojisi

Yil Ulke CTX-M CTX-M Aciklama
Grup

1998 | Polonya | CTX-M-15 | CTX-M-1 Retrospektif bir ¢aligmada Serratia marcescens ve E. coli

izolatinda saptanmuistir.

1999 | Hindistan | CTX-M-15 | CTX-M-1 Bu enzimlerin ilk kez saptanmast

2000 | Kanada CTX-M-25 | CTX-M-25 | Yatmakta olan hastadan izole edilen E. coli’de saptanmistir.

2001 | Ingiltere | CTX-M-25 | CTX-M-1 Toplumda CTX-M-1 izolatlarinin yayildigi saptamustir.

l CTX-M-9

B crxma [ crxais
X Dglaizobtln [ [ERETE B o
[ Digerlen

Sekil 2.1. CTX-M Genotiplerinin kiiresel Yayilimi (59).

2.5.2.1.4. OXA

OXA tipi beta-laktamazlar uzun siire sonra tanimlanmis olan ve daha az siklikla

goriilen enzimlerdir. Ambler Grup D’de yer alirlar. Bunlar oksasilini hidrolize edebilir
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ve bunlarla iligkili olan anti-stafilokoksik penisilinleri pargalarlar. OXA enzimindeki
aminoasit yapilar1 ayrica GSBL fenotipini belirler. OXA tipi GSBL enzimlerin Tiirkiye
ve Fransa’daki Pseudomonas aeruginosa suslarinda goriildiigii bildirilmistir (62).

OXA-1’den ve OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu olarak bildirilmekte
olup substratlar1 oksasilin ve kloksasilin’dir OXA tipi beta laktamazlar amino asit
dizilerindeki nokta mutasyonlar1 sonucu oksiiminosefalosporinleri hidroliz edebilen
genis spektrumlu enzimler haline gelmislerdir (4). Genis spektrumlu OXA
enzimlerinden ilki OXA-11 enzimi olup ilk kez tilkemizde bildirilmistir (49). Diinyada
ve yine ayni hastanede diger genis spektrumlu OXA enzimleri olan; OXA-14, OXA-15,
OXA-16 ve OXA-17 saptanmistir (63). OXA-11, 14, 15 ve 16 seftazidim direncine yol
acarken OXA-17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir. Bu enzim genlerinin ¢ogu
plazmid, transpozon veya integron kontrolii altinda bulunmaktadir. OXA-31 ise
sefepime diren¢ olusturmaktadir, buna karsin seftazidime duyarlidir (62). OXA tipi
GSBL’lere ek olarak, GSBL olmayan OXA tiirevleri de bulunmaktadir. OXA enzimleri
icinde OXA-23, OXA-24, OXA-27, OXA-40, OXA-48, OXA-51, OXA-58, OXA-72
tipi enzimler karbapenemaz aktivitesi olan enzimlerden birka¢idir (63). Karbapenemaz
ozelligi gosteren OXA-23, OXA-24, enzimleri bunlardan birkacidir (64).

2.5.3. Metallo Beta laktamazlar

Gram negatif basiller arasinda metallo beta laktamaz (MBL) diren¢ gelisimi
enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. Buradaki en onemli sorun Gram negatif
bakteriler arasinda en yaygin rastlanan TEM ve SHV grubu ile IBL kokenli beta-
laktamaz enzimlerine karst tek kullanilabilecek ajan olan karbapenem grubu
antibiyotiklere kars1 da diren¢ gelisimidir. IMP ve VIM tipindeki enzimler MBL
enzimlerinde bildirilmis olan iki tiirdiir. Kazanilmis olan MBL tiirli enzimler en sik bir
gen paketi i¢indeki integron seklindeki mobil bir elemanin yer degisikligi ya da
kazanilmasi sonucu elde edilmektedir. VIM ailesi i¢inde bilinen ilk iiye VIM-1 olup,
Italya’da P. aeruginosa suslarinda gosterilmistir. VIM tipindeki MBL enzimleri ilk
saptandiktan sonra bu gen paketlerinin taranmasi ve aktarilmasindan P.aeruginosa

suslarinin sorumlu oldugu diisiiniilmekte idi. Ancak daha sonra Yunanistan’dan yapilan
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bir ¢alismada bu enzimlerin ayn1 zamanda K. pneumoniae suslarinda da bulundugu ve

cogul antibiyotik direnci gelistirebildigi gosterildi (65).

2.5.4. GSBL’lerin Laboratuvar Tanisi

GSBL iireten bir mikroorganizma ile infekte olan hastalarda genis spektrumlu
bir beta-laktam ile tedavi risklidir. Klinik laboratuvarlar igin Standartlar1 Belirleme
Komitesi [Clinical laboratory Standart Institute (CLSI)] 6nerilerine gore; disk difiizyon
veya diliisyon yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya
sefodoksime karsi duyarliligin azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama testleri
uygulanmalidir. CLSI 6nerilerine gore disk diflizyon testi somucu; CAZ zon ¢apr 22
mm ve altindaysa, AZT ve CTX zon ¢ap1 27 mm ve altindaysa, CRO zon ¢ap1 25 mm
ve altindaysa, CPD zon ¢ap1 17 mm ve altindaysa; kesinlikle GSBL i¢in dogrulama testi
yapilmalidir. Dogrulama testi olarak kombine disk difiizyon ve broth mikrodilusyon
testi Onerilmektedir (66 ).

Bir izolatin GSBL olusturup olusturmadigini tespit etmek i¢in; kombine disk
difiizyon, c¢ift disk sinerji testi, li¢ boyutlu test, klavulonik asit kombinasyonlu
mikrodillisyon testi, klavulonik asit kombinasyonlu disk diffiizyon testi, E-test,

otomatize sistemler ve molekiiler teknikler kullanilmaktadir (4).

2.5.4.1. Kombine Disk Yontemi

Kombine disk yonteminde Sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30 pg)
disklerine 10 pg klavulonik asit eklenir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak
sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonunun yayildigt Mueller-Hinton Agar (MHA)
plaklarina klavulonik asit iceren ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri
yerlestirilir. Bir gece 35°C’de inkiibasyondan sonra klavulonik asit iceren ve igermeyen
disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar o6l¢iilerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri

etrafindaki zon, klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla > 5 mm daha
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genisse izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul edilir (66). Kombinasyon diski
olarak 1 mg klavulonik asit i¢eren sefodoksim (10 pg) diskleri de kullanilabilir (67).

2.5.4.2. Cift Disk Sinerji (CDST) Testi

Disk difiizyon yontemine dayanir. Mc Farland 0,5 standardi yogunlugunda
olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agar plagina yayilir.
Merkeze amoksisilin-klavulonik asit diski (AMC 10+20ug) yerlestirilir. Merkezden
merkeze uzakligi 20-25 mm olacak sekilde aztreonam (AZT 30ug), seftazidim (CAZ
30ug), sefotaksim (CTX 30pg) diskleri konulur. 35°C’de 18-20 saat inkiibe edilir.
Antibiyotiklere ait inhibisyon zonlarinin klavulanik aside dogru genislemesi veya iki
inhibisyon zonu arasinda bakteri {ireyen alanda tiremenin olmadigi bolge goriilmesi

GSBL pozitif (+) olarak yorumlanir (4, 68).

Cizelge 2.11. GSBL’ler i¢in Tarama Testi Olarak Onerilen inhibisyon Zon Degerleri (68)

Antibiyotik Antibiyotik inhibisyon MiK (mg)
zonu(mm)

Sefodoksim <17 mm >2

Seftazidim <22 mm >2

Aztreonam <27 mm >2

Sefotaksim <27 mm >2

Seftriakson <25 mm >2

2.5.4.3. E-test Yontemi

Test stripleri bir ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim ve klavulonik
asit (TZL) igerecek sekilde hazirlanmistir. Disk difiizyon i¢in bildirilen standartlarda

hazirlanan plaklarda inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi
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deger MIK degerini vermektedir. TZ ve TZL MIK degerleri birbirine oranlandiginda
MIK degerinde > 8 kat fazla azalma olmast GSBL varhigin1 gosterir. Benzer sekilde
sefotaksim ve sefotaksim-klavulonik asit (CT-CTL) igeren E-test stripleri de
bulunmaktadir. Ozellikle CT-CTL striplerinde klavulonik asitin diger tarafa da difiize
olmasi nedeniyle stripin ortasinda bir “hayalet zon” goriilebilmektedir. Bu zon GSBL

gostergesi olarak kabul edilmektedir (69).

2.5.4.4. Otomatize Sistemler (Vitek, MicroScan, BD Phoenix)

Cesitli firmalar (Becton Dickinson Diagnostics-USA, Dade Behring Inc-USA,
bioM¢érieux-France) tarafindan gelistirilen otomatize identifikasyon sistemleri
bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi spektrofotometrik ve/veya baska bir dizi 6l¢iim
yontemini kullanarak mikroorganizmalarin tiplendirilmesini saglamaktadir. Bazi
sistemlerde, tiplendirilmenin yan1 sira antibiyotik duyarlilik profillerini tespit etmektedir
(70). Vitek-2 (BioMerieux, USA) sisteminde test edilecek mikroorganizmanin
kolonilerinden elde edilen, belirli bir bulanikliktaki (genellikle 0,5 Mc Farland) bakteri
slispansiyonu test kartlarina otomatize sistem tarafindan dagitilmaktadir. 18-24 saat
37°C de inkiibasyon sonrasi suslarin hem cins ve tiir diizeyinde tanimlamalar1 ve
antibiyotik duyarlilik profilleri saptanmaktadir (71). Bu sistemle ayrica Gram negatif
antibiyotik duyarlik test panelinde GSBL tespiti yapilabilmektedir.

2.5.4.5. Molekiiler Teknikler

Molekiiler tani teknikleri, gelismekte olan teknolojinin mikrobiyoloji alaninda
sundugu en Onemli yeniliklerden biridir. Molekiiler tekniklere her gecen gilin bir
yenisinin eklenmesi, farkli amaglarla yiiriitilen bilimsel caligmalara biiylik yarar
saglamaktadir. Bu yontemlerin yaygin olarak kullanimini etkileyen en 6nemli faktorler
maliyet ve deneyimli personel ihtiyact olsa da, kendisine 06zgli avantajlara ve

dezavantajlara sahip olan bu yontemlerden tiim diinyada yaygin olarak
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yararlanilmaktadir. Son yillarda iilkemizde de bu tiir yontemlerin kullanildig1 bilimsel
aragtirmalar hiz kazanmistir. Molekiiler tanisal yontemler, geleneksel ydntemler
kullanarak bulunmasi ve belirlenmesi zor veya imkansiz olan enfeksiydz ajanlarin
tanimlanmasinda halen en degerlisidir. Benzer sekilde modern seroloji, akim sitometrisi
ve elektron mikroskobi ve kiitle spektrometri gibi giiclii araglar ile birlestirildiginde
molekiiler teknikler medikal uygulamada sik karsilasilan patojenlerle birlikte, bir¢cok
yeni ortaya ¢ikan veya yeniden (tekrar) ortaya g¢ikan patojenlerin de hizli ve dogru
tanisina imkan saglamaktadir (72). Direngli ve ¢ogunlukla nozokomiyal patojen olan
bakterilerin tiplendirilmesinde en iyi ydntemler, kromozomal DNA polimorfizmine
dayali olanlardir. Ribotipleme, PFGE (pulsed field gel electrophoresis), PZR-RFLP
(polimeraz zincir reaksiyon-restriction fragment length polymorphism), rep-PZR
(repetitive extragenic palindromic element-PZR), RAPD (random amplified
polymorphic DNA), ARDRA (amplified ribozomal DNA restriction analysis), AFLP
(amplified fragment length polymorphism) ve MLST (multilocus sequence typing)
yaygin olarak kullanilan kromozomal DNA bazli tiplendirme yontemleridir (73).

Molekiiler yontemler GSBL’lerin rutin tanisinda gerekli olmayip epidemiyolojik
oneme sahiptir. Plazmid kaynakli beta laktamazlarin analizinde SHV ve TEM tipi
enzimlere spesifik oligoniikleotid primerler kullanilarak beta laktamaz genleri tespit
edilir. Beta laktamaz enziminin cinsini saptamak icin kullanilan en kolay ve yaygin
molekiiler yontem beta laktamaz genine spesifik oligoniikleotit primerlerle yapilan PZR
yontemidir. Ancak sekans analizi yapilmaksizin PZR ile TEM ya da SHV varyantlar
arasinda ayrim yapmak miimkiin degildir (74).

Molekiiler tanisal yontemlerin giiniimiizde kullanimi yayginlagsmasina ragmen,

bu yontemler egitimli personel ve donanimli bir laboratuvar gerektiren pahali bir

teknolojidir (73).

2.5.4.5.1. Repetitive Extragenic Palindromic Elements PZR (Rep-PZR)

Rep-PZR tipleme yonteminde; ¢ogu bakterinin genomu boyunca dagilim
gosteren tekrarlanan DNA dizilimlerine komplementer olan primerler kullanilarak
tekrarlar arasinda kalan DNA dizilimlerinin amplifikasyonu yapilmaktadir. Suglar

arasinda tekrar elementlerinin sayis1 ve lokalizasyon farki molekiiler tipleme igin
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gerekli olan tipe 6zgii bant profilini olusturmaktadir. Tekrarlayan dizilimlerin li¢ grubu
tanimlanmistir. Bunlar; REP dizilimler, ERIC dizilimler ve S. pneumoniae’nin BOX
elementidir. rep-PZR; kiiltiirden oldugu gibi direkt klinik 6rneklerden yapilan DNA
ekstraksiyon iriinleriyle de c¢alisilabilir. Tekrarlanan elementlerin dizilimlerinin ve
kullanilacak primerlerin baz diziliminin bilinmesi zorunlu degildir. Siklikla tek bir
primer seti kullanilarak Gram negatif ve Gram pozitif birgok bakteride tiplendirmeyi
saglayacak yeterlikte bant profili olusturulmaktadir ve genellikle BOX primerleri
secilmektedir. Rep-PZR, AFLP gibi molekiiler tipleme yoluyla suslar arasindaki iliskiyi
ortaya ¢ikarmada en sik kullanilan PZR bazli tipleme yontemlerindendir. Rep-PZR
tipleme kolay uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile ¢alisilabilmesi ve ayirt ediciliginin
yiiksek olmas1 nedeniyle bakteriyel popiilasyonlarin filogenetik yapilar1 ve taksonomik
farkliliklarini belirlemede de kullanilabilmektedir (75).

Rep-PZR yontemi Diversilab ad1 verilen sistemle yar1 otomatize hale getirilmistir.
DiversiLab sistemi teknik uygulamasi basit, < 24 saatten once saf kiiltiirlerde sonug
veren geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda daha hizli bir yontemdir. Bu yontem 3
bilesenden meydana gelmistir.

% PZR kitleri

% Agelant 2100 bioanalyze sistemi g¢ogaltilmis pargaciklart bir mikroakiskan

igeren Chip igerisinde 151k yogunluguna ve gé¢ zamanina gore ayirir.

% Web tabanli DiversiLab yazilimi.

Sonuglar; DiversiLab sistemi tarafindan bir dendogram raporu seklinde ya da bir
noktalama grafigi seklinde olusturulur. Dendogram; izolatlar arasindaki benzerligi
gozler Oniine serer. Noktalama grafigi ise, hiyerarsik olmayan uzaysal iliskiyi gosterir.
Jel gortiintiileri veya elektroforegram ya da her ikisi beraber degerlendirilebilir. Ticari
olarak bulunabilmesi kullanici tarafindan kolay anlasilabilen raporlart ve kullanim
kolaylig1 DiversiLab sistemini yogun mikrobiyolojik c¢aligmalar yapan laboratuvarlar

i¢in cazip hale getirmistir (76).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cahsma Grubu ve Ornekler

Ocak 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde ¢esitli kliniklerde yatan hastalardan, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina gonderilen klinik drneklerden (idrar, kan
doku, abse ve yara) izole edilen 133 Enterobacteriaceae izolat1 (109 E. coli, 24 K.
pneumoniae) galismaya alindi. Bu izolatlar antibiyotik duyarlik sonucuna gére GSBL
olusturma ihtimali olan suslardi. izolatlarin tiplendirilmesi ve antibiyotik duyarlilik
testleri ve molekiiler ¢alismalari, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapildi. Calismanin etik kurallara
uygun olduguna, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Etik Kurul Baskanlig
tarafindan, 17.04.2011 tarih ve 2011/56-04 sayili karari ile onay verilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler

Tez galismasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda bulunan arag¢ ve geregler kullanilarak yapilmistir. Diger kimyasal maddeler ve
sarf malzemeleri, BAP-SBE TM (GB) 2011-1 DR kodlu proje olarak Mersin
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan saglanan maddi kaynakla

tedarik edilmistir.

e Hassas Terazi: Kimyasal maddelerin tartiminda hassas terazi (Scaltec, ABD)
kullanildi.
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Vorteks (Mekanik Karistiric1): PZR islemleri sirasinda orneklerin ve PZR
komponentlerinin karigtirilmasi i¢in Vorteks (Vortex Genie 2) cihazi kullanildi.
Sogutmali Santrifiij: Orneklerin santrifiij edilmesi ve PZR islemleri sirasinda
santrifiij isleminin gerekli oldugu durumlarda ¢ozelti ve karisimlarin
¢oktiiriilmesi amaciyla sogutmali santrifiij cihazi (Hettich, ) kullanildi.
Inkiibatér: Ekimi yapilan besiyerlerinin inkiibasyonu igin inkiibator
(Memmert, Ingiltere) kullanildi.

Otoklav: Besiyerlerinin ve soliisyonlarin  sterilizasyonu igin  otoklav
(Niive, Tiirkiye) kullanildi.

Steril laminar akimli giivenlik kabini: DNA ekstraksiyonu ve PZR nin steril bir
ortamda gercgeklestirilebilmesi i¢in steril laminar akimli giivenlik kabini
(Heraeus, Almanya) kullanildi.

Benmari: Ben-mari (Memmert UE 500, Ingiltere), DNA ekstraksiyonunda ve
hazirlanan soliisyonlarin 1s1 ile ¢éziilmesinde kullanildi.

Mikroskop: Gram boyama yapilan preparatlarin  incelenmesi, 151k
mikroskobunda (Olympus, Japonya) yapildi.

Mikrodalga Firin: Elektroforezde kullanilan agarozun, tampon soliisyonu
igerisinde eritilmesinde mikrodalga firin (Beko, MD 1500, Tiirkiye) kullanildi.
Derin Dondurucu: DNA ekstraksiyonu ve PZR sonucu elde edilen 6rneklerin
saklanmasi i¢in derin dondurucu (Ugur, Tirkiye) kullanildi.

Otomatik Pipetler: Tek kanalli 20 upl, 200 ul ve 1000 pl lik Eppendorf
(Eppendorf Reference, Germany) marka pipetler kullanildi. Steril pipet ucu
olarak, 2 ul, 10 ul, 200 pl ve 1000 ul’lik filtreli plastik pipet (Eppendorf
Reference, Almanya) uclar1 kullanildi.

Thermal Cycler: PZR islemlerinin yapilmasinda programlanabilen st kapak
1sitmali otomatik thermal cycler (Eppendorf, Mastercycler Gradient 22331,
Germany) kullanild.

Elektroforez Tanki ve Giig Kaynagi: Agaroz jel elektroforez

(Biometra,Almanya) islemlerini gergeklestirmek amaciyla kullanildi.
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e Jel Goriintileme ve Analiz Sistemi: UV transliiminatorlii (Salubris-technica,
Almanya) bilgisayarli jel dokiimantasyon sistemi, elde edilen jeldeki bantlarin

goriintiilenmesinde kullanildi.

3.2. Bakteriyolojik Tam I¢cin Kullanilan Besiyerleri ve Boyalar

3.2.1. % 5 Kanh Agar’in Hazirlanmasi

Hastalardan almman klinik 6rnekler, mikroorganizmalarin iiretilmesinde
kullanilan bir genel iiretim besiyeri olan Kanli agar besiyerine (Oxoid 646736, ingiltere)
ekilerek tireyen mikroorganizmalar degerlendirildi. Besiyerleri 90 mm c¢apindaki steril
plastik petrilere kalinligt 4 mm olacak sekilde dokiildiikten sonra kalite kontrolleri

yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

¢ Besiyerinin igerigi:

o Distilesu 1L
o Dehidrate kanl1 agar 4049
o Kan 40 ml (Besiyeri otoklavlanip 42 °C’ye

geldikten sonra eklenir)

3.2.2. Eosin Methylene Blue Agar’in (EMB) Hazirlanmasi

Hastalardan alinan klinik 6rneklerde, Gram negatif bakterilerin izolasyonu igin
EMB agar (Oxoid 802369, Ingiltere) kullanildi. Besiyerleri 90 mm ¢apindaki steril
plastik petrilere kalinligt 4 mm olacak sekilde dokiildiikten sonra kalite kontrolleri
yapilarak, kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.
% Besiyerinin igerigi:

o Distile su 1L
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o Dehidrate EMB agar 37549

3.2.3. Mueller Hinton Agar’in Hazirlanmasi

Izole edilen bakterilerin antimikrobiyal duyarliliklarmin belirlenmesinde
Mueller Hinton agar (MHA) (bioMerieux 824574001, Fransa) kullanildi. Besiyerleri 90
mm capindaki steril plastik petrilere kalinlig1 4 mm olacak sekilde dokiildiikten sonra
kalite kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

¢ Besiyerinin igerigi:
o Distilesu 1L
o Dehidrate MHA agar 38¢

3.2.4. Triple Sugar Iron Agar’in (TSI) Hazirlanmasi

Izole edilen bakterilerin identifikasyonunda kullamldi. Besiyerleri 16x100mm’lik
cam tiiplere dokiildiikten sonra, 45° ac1 ile yatik pozisyonda oda 1sinda bekletildi. Kalite
kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

% Besiyerinin igerigi:

o Distile su 1L
o Dehidrate TSI agar (BioMerieux 832247001, Fransa) 52¢

3.2.5. Lysine Iron Agar’in (LIA) Hazirlanmasi

Izole edilen bakterilerin identifikasyonunda kullanildi. Besiyerleri 16x100mm’lik
cam tiiplere dokiildiikten sonra, 45° a1 ile yatik pozisyonda oda 1sinda bekletildi. Kalite
kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

¢ Besiyerinin igerigi:

o Distilesu 1L
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o Dehidrate LIA (HIMEDIA 12033,Hindistan) 34,56 ¢

3.2.6. Simmonds’ Sitrat Agar’in Hazirlanmasi

izole edilen bakterilerin identifikasyonunda kullanildi. Besiyerleri 16x100mm’lik
cam tiiplere dokiildiikten sonra, 45° ac1 ile yatik pozisyonda oda 1sinda bekletildi. Kalite
kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.
% Besiyerinin icerigi:
o Distile su 1L
o Dehidrate Simmonds Sitrat agar (Merck VM056501 313, ABD) 22,5¢

3.2.7. Ure Agar’in Hazirlanmasi

Izole edilen bakterilerin identifikasyonunda kullamldi. Besiyerleri 16x100mm’lik
cam tiiplere dokiildiikten sonra, 45° a1 ile yatik pozisyonda oda 1sinda bekletildi. Kalite
kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

¢ Besiyerinin igerigi:

o Distilesu 950 ml
o Dehidrate iire agar (HIMEDIA Y1214, Hindistan) 249

3.2.8. Siilfat, indol, Hareket Besiyeri (SIM) Hazirlanmasi

Izole edilen bakterilerin identifikasyonunda kullanildi. Besiyerleri 16x100mm’lik
cam tiiplere dokiildiikten sonra, dik pozisyonda oda 1sinda bekletildi. Kalite kontrolleri
yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

¢ Besiyerinin igerigi:

49



o Distilesu 1L
o Dehidrate SIM besiyeri (HIMEDIA 16984, Hindistan) 31g

3.2.9. Besiyerlerinin Kalite Kontrolii

Hazirlanmis olan tiim besiyerlerinin pH Olgiimleri petrilere veya tiiplere
dokiilmeden once yapildi. Besiyerleri bir gece etiivde bekletildikten sonra ekim igin

kullanild1. Standart bakteri ekimi yapilarak besiyerlerinin kalite kontrolii yapildi.

3.2.10. Gram Boyama

Gram boyamada kullanilan kimyasallar ve igerikleri agagida verilmistir.

Kristal Viyole (Merck ZC255240)

Kristal viole 20 ¢
Amonyum oksalat 89
%396 Etil alkol 200 ml

Saf su 800 ml
Lugol

Stok Lugol

Iyod (Merck B962361) 5¢
Potasyum iyodiir (Merck B339840) 10¢
Saf Su 100 ml
Sulu Fuksin
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Bazik fuksin (Merck Z2C262337) 2ml
Distile su 18 ml

3.2.11. Elektroforez i¢in Kullamlan Soliisyonlar

3.2.11.1. 10X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu Stok Soliisyonu

Tris Base 108 g
Borik Asit 559
EDTA 93¢

Kimyasallar tartilarak distile su ile eritilmis ve pH 8,0’e ayarlanmistir. Distile su

ile 1 L’ye tamamlanarak, oda sicakliginda saklandi.

3.2.11.2.Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1X TBE)
10X TBE tamponu stok soliisyonundan 100 ml alinarak tizerine 900 ml distile su

eklenip diliie edilmis, 1X TBE tamponu haline getirilmistir. Bu solusyon elektroforez

tankinda kullanildi.

3.2.11.3.Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)
Siikroz 49

Brom fenol mavisi 0,05¢g

Tartilan kimyasallar 20 ml 1X TBE tamponunda ¢oziilerek oda 1sisinda saklandi.
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3.2.11.4.Etidyum Bromid (Et-Br)

Stok Et-Br’den alinarak 10 mg/ml’lik olacak sekilde hazirlandi.

3.2.11.5.Agaroz Jel Soliisyonu

Elektroforez igin %1°lik agaroz jelin hazirlanmasinda, 100 ml’lik bir balon
jojeye 0,4 g agaroz tartilarak 1X TBE tamponu ile 40 ml’ye tamamlandi ve mikrodalga
firinda homojen bir sekilde seffaf hale gelinceye kadar 1sitild1 (yaklasik iic-dort dakika).
Sicak jelin igerisine 10 mg/ml konsantrasyonundaki Et-Br’den 4 pl eklendi. Et-Br’iin jel
icerisinde iyice karigmasi saglandiktan sonra sicak jel PZR iiriinlerinin yiiklenmesi i¢in
kuyucuklarin olugmasini saglayan jel taragi yerlestirilmis jel tepsisine dikkatlice
dokiildii. Jelin i¢inde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Yaklasik 30 dakika oda
1s1sinda beklenerek jelin katilagsarak donmasi saglandi. Daha sonra jel icerisinden tarak

cikartilarak elektroforez tankina yerlestirildi.

3.3. Hasta Orneklerinin Kiiltiirii ve Degerlendirmesi

Kliniklerden gonderilen hasta drneklerinin ekimleri uygun besiyerlerine yapildi.
Kan Kkiiltiirli i¢cin BACTEC kan kiiltiir siselerine alinarak otomatik kan kiiltiir cihazina
(BACTEC 9240, ABD) konarak 5 giin takip edildi. Bu siire sonunda iireme olan
siselerden Gram boyama yapilarak kanli agar ve EMB besiyerlerine pasaj yapildi. Abse,
yara, idrar ve steril viicut sivilar1 gibi ornekler kanli agar ve EMB besiyerlerine, doku,
kateter Ornekleri tiyoglikolatli buyyon besiyerine ekim yapilarak ertesi giin kati
besiyerlerine pasajlandi. Ekimler 37C°’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi ve koloni
morfolojileri incelendi, Gram boyama yapildi. Daha sonra klasik biyokimyasal testler
igin kligler-iron agar, lizin-iron agar, sitrat, iire, indol, hareket besiyerlerine ekimler
yapilarak identifikasyonlar1 yapildi. Gerekli durumlarda otomatize bakteri
identifikasyon sistemi kullamldi. (VITEK-2, BioMerieuix, ABD). Bunun igin seffaf
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plastik deney tiipline (12x75 mm) 3ml steril tamponlanmis tuzlu su (%0.45- 0.50 NacCl,
pH 4.5-7.0) konulduktan sonra saf kolonilerden 6ze ile tiipe aktarilarak 0.5 Mac Farland
bulanikligina esdeger homojen bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu tiip arkasina Gram
negatif identifikasyon kart1 (Vitek-2 GN, bioMerieux-SA Fransa) takilarak cihazin igine
yerlestirildi. Ertesi giin cihaz tarafindan {iremeler degerlendirilerek bakterinin
tanimlamasi yapildu.

Antibiyotik duyarlik testleri Mueller-Hinton agar besiyeri kullanilarak Kirby-
Bauer disk difiizyon testi yapildi. 0.5 Mc farland bakteri siispansiyonu hazirlanip,
Mueller-Hinton besiyerine yaygin ekim yapilarak, antibiyoitk diskleri (Oxoid,ingiltere)
sefepim (30ug), seftazidim (30ug), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), gentamisin
(10 ng), amikasin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), levofloksasin (5ug), siprofloksasin (5pug),
trimetoprim-sulfametoksazol (25ug), amoksisilin/klavulanik asit (AMC, 20/10 ug)
aztreonam (30 pg), seftriakson (30 pg) ve sefotaksim (30 pg) diskleri yerlestirildi.
Etlivde 35 °C’de 18 saatlik inkiibasyon sonrasi zon ¢aplari olgiilerek CLSI 2012 gore
degerlendirildi (66).

CLSI standartlarinda belirtildigi sekilde zon caplar1 sefodoksim i¢in < 17 mm,
seftazidim i¢cin < 22 mm, aztreonam i¢in < 27 mm, sefotaksim i¢in < 27 mm ve
seftriakson i¢in < 25 mm olan suslarin GSBL {iretebilecegi diisiiniilerek, bu suslara
dogrulamak icin gesitli fenotipik yontemler olarak cift disk sinerji testi, kombine disk
difiizyon testi ve E-test yapildi (66). PZR ile beta laktamaz ve kinolon direncinden
sorumlu gen bolgeleri olan blargy, blaspyy, blaoxa-1, blactx-w (grup 1,2,8 ve 25), blaygs,
blaces, blaper, blayim, blave ve blakpc genleri, blages ve blaoxa4s gnrA, gnrB, gnrS,
gnrC, aac(6°)-1b ve gepA ¢alisildi. 100 E. coli susunun klonal iligkisini belirlemek igin
rep-PZR yapildu.
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Cizelge 3.1. Antibiyotik Inhibisyon Zon Caplari

Antibiyotik Antibiyotik Inhibisyon Zon Capi (mm)
Duyarli Orta Duyarlt Direncli
Ampisilin >17 14-16 <13
Amoksisilin/klavulonik asit >18 14-17 <13
Sefazolin >23 20-22 <19
Sefuroksim >18 15-17 <14
Sefoksitin >18 15-17 <14
Seftazidim >21 18-20 <17
Seftriakson >23 20-22 <19
Sefepim > 18 15-17 <14
Imipenem >23 20-22 <19
Meropenem >23 20-22 <19
Amikasin >17 15-16 <14
Gentamisin >15 13-14 <12
Siprofloksasin >21 16-20 <15
Levofloksasin >17 14-16 <15
Ofloksasin >16 13-15 <12
Trimetoprim/siilfametaksazol > 16 11-15 <10

3.3.1. izole Edilen Suslara Cift Disk Sinerji Testi Yonteminin Uygulanmasi

Bu yontemde 0.5 Mc Farlanda uygun olarak hazirlanan bakteri siispansiyonu
Mueller-Hinton agar plaklarma yayildi. Amoksisilin/klavulanik asit (AMC, 20/10 pg)
antibiyotik diskinin etrafina, merkezden merkeze uzaklik 25 mm olacak sekilde,
aztreonam (30 pg), seftriakson (30 pg), seftazidim (30 pg) ve sefotaksim (30 pg)
(Oxoid, Ingiltere) antibiyotik diskleri yerlestirildi. Plaklar bir gece 35°C’de inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonrasinda, antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlarmin,
amoksisilin/klavulanik asit yOniinde genisleme gostermesi veya diskler arasindaki
bolgede bir inhibisyon alaninin gézlenmesi, GSBL varlig1 agisindan pozitiflik olarak
kabul edildi (4, 66).

3.3.2. izole Edilen Suslara Kombine Disk Difiizyon Yénteminin Uygulanmasi

Testte ticari olarak bulanan sefotaksim/klavulonik asit (30pg/10pg) ve
seftazidim/klavulonik asit (30pg/10png) kombine diskleri kullanilmistir. 0.5 Mc Farlanda
uygun olarak hazirlanan bakteri siispansiyonu yayilan Mueller Hinton agar plaklarina
klavulonik asit igeren ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirilmistir.
Bir gece 35°C’de inkiibasyondan sonra klavulonik asit iceren ve igermeyen disklerin
etrafindaki inhibisyon zonlar1 o6lgiilerek karsilastirilmistir. Kombinasyon diskleri
etrafindaki inhibisyon zonu, klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki inhibisyon
zonuna kiyasla 5 mm veya daha genisse, 1zolat GSBL iiretimi agisindan olumlu kabul

edilmistir (67).

3.3.3. izole Edilen Suslara E-test Yonteminin Uygulanmasi

Testte ticari olarak bulanan sefotaksim (30p) (CT) ve sefotaksim/klavulonik asit
(CTL) (30png/10pg) stripleri (BBL Sensi Disc, USA) kullanildi. 0.5 Mc Farlanda uygun
olarak hazirlanan bakteri stispansiyonu Mueller Hinton agar plaklarina yayildiktan sonra
bir ucunda sefotaksim (CT), diger ucunda sefotaksim/klavulonik asit (CTL) iceren strip
yerlestirildi. Plaklarin 16-18 saatlik inkiibasyonundan sonra, eliptik inhibisyon zonunun
stripi kestigi deger MIK degeri olarak hesapland1 (69). CLSI standartlarina gore CT ve
CTL MIK degerleri birbirine oranlandiginda MiK degerinde > 8 kat fazla azalma olmas:
GSBL varligin1 gosterir. CT-CTL striplerinde klavulonik asitin diger tarafa da difiize
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olmasi1 nedeniyle stripin ortasinda bir “hayalet zon” goriilebilmektedir. Bu zon GSBL

gostergesi olarak kabul edilmektedir (69).

3.4. Molekiiler Yontemle izolatlarda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

3.4.1. DNA izolasyonu

GSBL iireten izolatlarin, enzim tiplerinin saptanabilmesi i¢in dncelikle DNA
izolasyonu yapildi. Bunun i¢in kaynatma yontemi kullanildi. Bu yonteme gore, Steril
1,5 mI’lik ependorf tiip igerisine 1 ml steril distile su eklendi. Tiipler 80°C’ye getirilmis
kuru 1s1 bloklarina konularak 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra tiipler 13.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Dip kisimdaki ¢okelti kalacak sekilde tist kisim atilip {izerine
200 pl kloroform eklenip iyice vortekslendikten sonra tekrar pellet tizerine 200 ul distile
su eklenip iyice vortekslendi. Daha sonra tiipler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan yeni bir steril ependorf tiip igin alinarak elde

edilen DNA amplifikasyonda kullanilmak iizere -20°C’de sakland1 (77).

3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

GSBL iirettigi saptanan 133 izolat, cizelge 3.2°de belirtilen 6zgiil primerler
kullanilarak multipleks PZR ile CTX-M tipi beta laktam enzimlerinin varlig: arastirild.
Beta laktamaz direncinden sorumlu gen bolgeleri blargy, blasyy, blaoxa-1, blacrx-m (grup
1, 2, 8 ve 25), blayeg, blages, blaper blayiv, blayve ve blakpc genleri, blages ve blaoxa-as
gen bolgeleri multipleks PZR ile ¢alisildi (74). Ayrica kinolon direncinden sorumlu olan
gnr (gnrA, gnrB, gnrS, gnrC, gepA ve aac(6°)-1b ) bolgesi de tarand: (78, 79, 80).

PZR karistmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, tampon (1X) (Fermentas),
MgCl; (2.5 mM) (Fermentas, USA), dNTP (200 ul) (Fermentas, USA), Taq polimeraz
(2.5 U/ pl) (Fermentas, USA), 20 pmol/ pl primer (MolBiol, Germany) ve 5 ul ekstrakte

56



edilen DNA konularak hazirlanmistir. Amplifikasyonda kullanilan primerler ve

amplifikasyon tiriinlerinin biiyiikliigii Cizelge 3.2, 3.3 ve 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Beta Laktamaz Gen Bolgesi Igin Primerler

Hedeflenen Beta Laktamaz Gen

Primer Cifti

Bolgesi Amp.!lf!'k§§y
on urunu
(Baz cifti)
(be)

TEM varyantlar1 TEM-1 ve | MultiTSO-T-F-5’CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC3’ 800 bg

TEM-2 MultiTSO-T-R-5’CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC3’

SHV MultiTSO-S-F-5>’ AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC3’ 713 bg
MultiTSO-S-R 5’ ATCCCGCAGATAAATCACCAC3’

OXA-1, OXA-4, OXA-30 MultiTSO-O-F-5° GGCACCAGATTCAACTTTCAAG3’ 564 bg
MultiTSO-O-R-5’"GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG3’

CTX-M grup 1, MultiCTXMGp1-F-5’TTAGGAARTGTGCCGCTGYA" 3° 688 bg

grup 2 ve grup 9 (CTX-M-1, | MultiCTXMGp1-2-R- 5>CGATATCGTTGGTGGTRCCAT"3’

CTX-M-3, CTX-M-15, CTX-M- | MultiCTXMGp2-F- 5’>CGTTAACGGCACGATGAC3’ 404 bg

2, CTX-M-9, CTX-M-14) MultiCTXMGp1-2-R-5 CGATATCGTTGGTGGTRCCATbH3’
MultiCTXMGp9-F-5 TCAAGCCTGCCGATCTGGT3’ 561 be
MultiCTXMGp9-R-5 TGATTCTCGCCGCTGAAG3’

CTX-M grup 8/25 (CTX-M-8, | CTX-Mg8/25-F-5’- AACRCRCAGACGCTCTAC" 3’ 326 bg

CTX-M-25, CTX-M-26, CTX- | CTX-Mg8/25-R-5>’TCGAGCCGGAASGTGTYAT" 3’

M-39, CTX-M-41)

ACC-1ve ACC-2 MultiCaseACC-F-5" CACCTCCAGCGACTTGTTAC3’ 346 bg
MultiCaseACC-R-5 GTTAGCCAGCATCACGATCC3’

FOX-1 ve FOX-5 MultiCaseFOX-F-5> CTACAGTGCGGGTGGTTT3’ 162 bg
MultiCaseFOX-R-5> CTATTTGCGGCCAGGTGA3’

MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY- | MultiCaseMOX-F-5’- GCAACAACGACAATCCATCCT3’ 895 be

8, CMY-11 MultiCaseMOX-R-5’"GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA3’

ve CMY-19

DHA-1. DHA-2 MultiCaseDHA-F-5 TGATGGCACAGCAGGATATTC 3’ 997 be

’ MultiCaseDHA _rev GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG

LAT-1-3, BIL-1, CMY-2- | MultiCaseCIT-F-5>°CGAAGAGGCAATGACCAGAC3?’ 538 be

7,CMY-12-18 ve CMY-21-23 MultiCaseCIT-R-5’ACGGACAGGGTTAGGATAGYb3’

ACT-1ve MIR-1 MultiCaseEBC-F-5’CGGTAAAGCCGATGTTGCG3’ 683 be
MultiCaseEBC-F-5’AGCCTAACCCCTGATACA3’

GES-1-9 ve GES-11 MultiGES-F-5’AGTCGGCTAGACCGGAAAG3’ 399 be

MultiGES-R-3’'TTTGTCCGTGCTCAGGAT3’
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Cizelge 3.2.(Devam) Beta Laktamaz Gen Bolgesi I¢in Primerler

Hedeflenen Beta Laktamaz Gen Primer Cifti .
P Amplifikasy
Bolgesi P
on urunu
(Baz cifti)
(be)
PER-1 ve PER-3 MultiPER-F-5> GCTCCGATAATGAAAGCGT?3’ 520 bg
MultiPER-R-5>TTCGGCTTGACTCGGCTGA3’
VEB-1-6 MultiVEB-F-5’CATTTCCCGATGCAAAGCGT3’ 648 be
MultiVEB-R-5>CGAAGTTTCTTTGGACTCTG3’

Cizelge 3.3. Karbapenemaz Gen Bolgesi igin Primerler

Hedeflenen Beta Primer Cifti Amplifikasyon
Laktamaz Gen Bolgesi iiriinii (Baz
cifti) (b¢)

GES-1-9 ve GES-11 MultiGES F-5> AGTCGGCTAGACCGGAAAG3’ 399 bg
MultiGES R-5>"TTTGTCCGTGCTCAGGAT?3’

OXA-48-benzeri MultiOXA-48-F-5’GCTTGATCGCCCTCGATT3’ 281 bg
MultiOXA-48-R-5 GATTTGCTCCGTGGCCGAAA3’

IMP MultilMP F-5’TTGACACTCCATTTACDG"3’ 139 bg
MultilMP R-5>GATYGAGAATTAAGCCACYCT"3’

VIM MultiVIM F-5’GATGGTGTTTGGTCGCATA3’ 390 bg
MultiVIM R-5’CGAATGCGCAGCACCAG3’

KPC MultiKPC F-5’CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC3’ 538 b
MultiKPC R-5’ACGACGGCATAGTCATTTGC3’ ¢

Cizelge 3.4. Kinolon Gen bdlgesi i¢in Primerler

Hedeflenen Kinolon Primer Cifti Amplifikasyon
Gen Bolgesi uriinii
(Baz cifti) (bg)
QnrA gnrAl- gnrA6-F 5’ AGAGGATTTCTCACGCCAGG3’ 580 be
gnrAl- gnrA6-R ’TGCCAGGCACAGATCTTGAC3’
QnrB gnrB1- gnrB6 F-5’°GGMATHGAAATTCGCCACTG3’ 264 bg
gnrB1- gnrB6 R-5’TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA3’
QnrS gnrS1- gnrS2 F-5°GCAAGTTCATTGAACAGGGT?3’ 428 be
gnrS1- gnrS2 R-5’TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG3’
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Cizelge 3.4.(Devam) Kinolon Gen bélgesi igin Primerler

Hedeflenen Kinolon Primer Cifti Amplifikasyon
Gen Bolgesi iiriinii
(Baz cifti) (bg)
QnrC QnrC-F 5>GGGTTGTACATTTATTGAATC3’ 447 bg
QnrC-R 5’ TCCACTTTACGAGGTTCT3’
Qepa QepA-F 5> GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG3’ 199 bg
QepA-R 5°CTTCCTGCCCGAGTATCGTG3’
Aac(6°)-1b Aac-F- 5>TGA CCT TGC GAT GCT CTA TG-3’ 506 bg
Aac-R-5’TTA GGC ATC ACT GCG TGT TC-3’

3.4.2.1. Amplifikasyon kosullari

CTX-M grubu i¢in; 94°C’de 10 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonun ardindan,
30 siklus olarak 94 °C’de 40 saniye denatiirasyon, 60°C’de 40 saniye baglanma ve
72°C’de 1 dakika uzama, 72°C’de 7 dakika son uzama olarak uygulandi. Karbapenem
gen bolgesinin amplifikasyonunda baglanma sicakligt VIM, IMP ve KPC i¢in 55 °C,
GES ve OXA 48 i¢in 57 °C olarak uyguland1 (74). Kinolon grubu i¢in; gqnrA, gnrB ve
gnr S i¢in 95°C’de 10 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonun ardindan, 35 siklus olarak 95
°C’de 1 dakika denatiirasyon, 54°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama,
72°C’de 10 dakika son uzama, qnrC ve gepa i¢in 94°C’de 3 dakikalik baslangi¢
denatiirasyonun ardindan, 30 siklus olarak 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 53°C’de
45 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama, 72°C’de 5 dakika son uzama, aac(6°’)-
1b i¢in 94°C’de 3 dakikalik baslangi¢c denatiirasyonun ardindan, 30 siklus olarak 95
°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58°C’de 45 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika
uzama, 72°C’de 5 dakika son uzama olarak uygulandi (78, 79, 80).

3.4.2.2. Elektroforez

Elde edilen PZR iiriinleri Etidiyum bromidli agaroz jele yiiklendiktenden sonra
elektroforez islemine tabi tutuldu. Elektroforez islemi bittikten sonra jel tanktan

cikararak 312 nm dalga boyunda 1sik veren UV-transliiminatoriinde incelendi ve
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elektroforez islemi sonunda elde edilen bantlar jel goriintileme sisteminde (Vilber

Lourmat Marne La Vallée, Fransa) gozlemlenerek kaydedildi.

3.4.3. rep-PZR yontemi (Diversilab)

Calismaya dahil edilen hasta orneklerinden izole edilen 100 E. coli susu

arasindaki klonal iliskinin varlig1 Rep-PZR Diversilab sistemi ile arastirildi.

3.4.3.1. REP-PZR Diversilab Sistemi ile Molekiiler Tiplendirme

REP (Repetitive Extragenic Palindromic Element) PZR yoOnteminde,
epidemiyolojisi arastirilan mikroorganizmalarin kromozomlari iizerinde bulunan, kisa,
tekrarlayan ve konservatif yapilar1 hedef alan kisa primerler kullanilir. Bu bolgelerin
birbirlerine yakinligina bagli olarak iki ekstragenik bdlge arasinda kalan kisim
amplifiye edilir ve elde edilen PZR firtinleri agaroz jel elektroforezinde degerlendirilir.
Diversilab sistemine bagli Rep-PZR uygulamasi asamalari; DNA ekstraksiyonu,
diversilab parmak izi Kitleri ile Rep-PZR; diversilab ¢ipleri ile mikroakiskan
elektroforez ve internet tabanli yazilim programi ile sonuglarin degerlendirilmesini takip

eden asamalarindan olusur.

3.4.3.2. DNA lzolasyonu

DNA izolasyonu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
ABD) ile tretici firmanin 6nerdigi DNA izolasyon protokoliine gore yapildi. DNA
ekstraksiyonu yapilacak drnekler kanli agara tek koloni ekimi yapilarak 35°C’de 18-24
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda drnekler ikinci kez pasajlanarak elde edilen

kiiltiirlerden DNA ekstraksiyonu yapildi.
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3.4.3.2.1. DNA ekstraksiyonunun yapilisi

A\

A\

300 pl MicroBead ¢ozeltisi, calisilacak 6rnek sayisi kadar ¢ikarilan MicroBead
tiiplerine dagildi.

Besiyerindeki bakterilerden 1 pL’lik steril 6ze ile 2 6ze dolusu 6rnek MicroBead
tiipii icerisine alinarak tlip igerisinde bulunan kum taneleri ile karigmasi
saglandi.

MicroBead tiipiine 50 ul MD1 ¢ozeltisi eklendi.

Icerisinde bakteri siispansiyonu bulunan MicroBead tiipleri, MOBIO vorteks
adaptoriine takilarak 10 dakika boyunca maksimum hizda vortekslendi.
Vorteksleme isleminden sonra tiipler 10.000 x g’de 30 saniye cevrildi.

Temiz tliplere 100 ul MD2 ¢ozeltisi kondu.

Santrifiij islemi sonunda elde edilen tiim siipernatant 100 pl MD2 ¢ozeltisine
aktarildi. Bu asamada siipernatant ile birlikte MicroBead tiiplerindeki kum
tanelerinin transfer edilmemesine dikkat edildi.

Ornekler kisa bir siire vortekslendi ve 15 dakika veya yeterli sogukluga
ulasincaya kadar buzdolabina birakildi.

Buz dolabindan ¢ikarilan 6rnekler 1 dakika 10.000 x g’de santrifiij edildi.

Temiz tiiplere 450 pl MD3 ¢ozeltisi eklendi.

Santrifiij sonunda Orneklerden 200 pl siipernatant 450 ul MD3 c¢ozeltisine
aktarildi.

Tiipler kisa bir siire vortekslendi ve gevrildi.

Stipernatant (yaklasik 650 ul) temiz bir spin filtreye transfer edildi.

Spin filtreli tlipler 30 saniye boyunca 10.000 x g’de santrifiij edildi. Toplama
tiipline akan s1v1 atildi.

300 pl MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi.

Spin filtreli tiipler 30 saniye boyunca 10.000 x g’de santrifiij edildi ve toplama
tiipline akan s1v1 atildi.

Tiipler, 1 dakika 10.000 x g’de kuru olarak santrifiij edildi.

Spin filtreler temiz bir tiipe aktarildi.

35 ul MDS5 ¢ozeltisi spin filtrenin ortasina gelecek sekilde bosaltildi ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.
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> Inkiibasyon sonunda spin filtre igeren 30 saniye 10.000 x g’de santrifiij edildi.

» Santrifiij isleminden sonra DNA’lar toplama tiipiine aktarildi ve spin filtre atildi.

» Toplama tiipiinde elde edilen DNA’lar Rep-PZR uygulamasina kadar - 20°C’de
bekletildi.

3.4.3.2.2. DNA Miktarlarinin Olgiilmesi

Ekstrakte edilen DNA’larin miktarlar1 nanodrop cihazi (NANODROP 2000,
Thermo scientific) ile 6l¢iildii. Miktar1 fazla olan 6rneklerin DNA’lar1, Diversilab
dilisyon hesaplama programi ile diliisyon i¢in gereken DNA ve su miktarlar

hesaplanarak, niikleaz igermeyen steril su ile 35 ng/uL olacak sekilde seyreltildi.

3.4.3.3. Rep-PZR Uygulamasi

Rep-PZR uygulamasi diversilab E. coli fingerprinting kit (Biomerieux SA,
FRANCE) ile yapildi. Reaksiyon bilesenlerinin hazirlanmast ve termal cycler
programinin olusturulmast diversilab sistemi Rep-PZR worksheet programinda

belirtildigi gibi uyguland: (¢izelge 3.5 ve ¢izelge 3.6).

Cizelge 3.5. Rep-PZR’de Bir Ornek i¢in Hazirlanan Reaksiyon Karisim

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Rep-PZR MM1 18 pL
GeneAmp 10X PZR Buffer 2,5 uL
Primer Mix 2 ulL
AmpliTaq DNA polimeraz 0,5 uL
Ekstraksiyon iirtinii 35ng/pL 2 uL
Toplam 25 uL

62



Cizelge 3.6. Rep-PZR Amlifikasyon Kosullar

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire (saniye) Dongii Sayisi
On 1sitma (Baslangig denatiirasyonu) 94 120 1
Denatiirasyon 94 30

Primer baglanmasi (annealing) 50 30 35
Zincir uzamasi (extension) 70 90

Son uzama (Final extension) 70 180 1
Muhafaza 4 0 0

3.4.3.4. Diversilab DNA Labchip Uygulamasi

Rep-PZR ile amplifiye edilen E. coli DNA’lar1 Diversilab labchip kitine
(Biomerieux Sa-Fransa) yiiklenerek Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tecnologies,
USA) ile mikroakiskan elektroforez uygulandi. Labchip elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra elde edilen ham grafikler internet tabanli diversilab yorumlama
ve yazilim programi (DiversiLab, version 2.1.66, BioMerieux, Fransa) ile

degerlendirildi.

3.4.3.4.1. Jel-Boya Matriks Hazirlanmasi

Diversilab DNA chip kiti ile birlikte kullanilan ve buzdolabinda muhafaza
edilen DNA Reagent & Supplies kiti jel matriksi hazirlamak i¢in buzdolabindan
cikartildi ve oda 1s1sina gelinceye kadar beklendi.

e Jel ve boya vortekslendi ve kisaca spin yapildi.

e 1.5 ml’lik bir tiipe 200 pl jel yavasca pipetlendi ve lizerine 10ul boya eklendi.

e Karisim homojen olana kadar vortekslendi.

e Karisim kit iginde bulunan spin filtreye transfer edildi.
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e Spin filtre 1500 X g’de 10 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij isleminden sonra filtre atilarak toplama tiipiindeki jel-boya ¢ip yiikleme

asamasinda kullanildi.

3.4.3.4.2. Cip Yiikleme

» DNA Reagent & Supplies kiti oda 1sisina gelinceye kadar bekletildi.

» Kit igerisinde bulunan DNA marker ve ladder kisaca vortekslendi, jel boya
karigimini vortekslenmeden kullanildu.

» 9 ul jel boya karisimi ¢ipin iizerindeki siyah daireye alinmis G yilikleme

kuyusuna pipetlendi.

A\

Cip yiikleme istasyonu siringas1 Iml’de iken ¢ip istasyona yerlestirildi ve ¢ipe
30 saniye basing uygulandi.

Kalan G kuyularina 9 pl jel boya karisimi pipetlendi.

Her bir numune kuyusuna 5 pl DNA marker pipetlendi.

Mgili numune kuyularma 1 pl PZR iiriinii eklendi.

YV V V VY

Ornekler ¢ipe yiiklendikten sonra ¢ip 1 dakika vortekslendi.

Cip vorteks isleminden sonra Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tecnologies, USA)
cihazina yerlestirildi ve cihazin programina ¢ip numarasi girilerek mikroakiskan c¢ip
elektroforezi baslatildi. Cip elektroforezi sonucunda Rep-PZR parmak izi grafikleri ve
bant kaliplar1 internet tabanli yazilim programi (DiversiLab, version 2.1.66,
bioMerieux, Fransa) ile elde edildi. Orneklerin Rep-PZR profil benzerliklerinin
hesaplanmasi, DiversiLab yazilimi iizerinde Pearson korelasyon katsayis1 ve UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) yontemi kullanilarak yapildi.
Verilerin analizinde, her bir izolat i¢in jel profil goriintiisii, yiizde benzerlik oranlar1 ve
dendrogram raporu olusturuldu.

Rep-PZR parmak izi profil benzerliklerinin yorumlanmasi diversilab rehberinde

verilen kriterler referans alinarak yapildi.
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3.4.3.5. izolatlarin Rep-PZR Parmak izi iliskilerinin Degerlendirilmesi

1)

2)

3)

Ayirt edilemez Orneklerlerin benzerlik yiizdeleri (benzerlik > %97) yiiksektir.
Bu grupta yer alan 6rnekler genellikle %97 nin {izerinde benzerlik gosterirler ve
bant farklilig1 yoktur. Calismada bu grupta yer alan 6rnekler ana klonun alt tipi
olarak (alt klon) degerlendirildi

Benzer 6rneklerin benzerlik oranlar1 (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2 bant farki)
biraz diistiktiir. Genellikle %95’in iizerinde benzerlik gosterirler ve 1-2 bant
farkliligi vardir. Calismada bu oOzellige sahip Ornekler ana klon olarak
degerlendirildi.

Farkli ornekler diisiik benzerlik oranina (benzerlik < %95 ve > 2 bant farki)
sahiptir. Benzerlik orani genellikle %95’in altindadir ve bant farklilig1 fazladir.

Bu grupta yer alan 6rnekler ¢alismada farkli klon olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 133 enterobakteri susunun 109’u E. coli, 24’4 K.
pneumoniae olarak identifiye edilmistir. Bu suslarin tiimii yatan hastalardan izole
edilmistir. E. coli ve K. pneumoniae suslarinin izole edildigi klinik 6rnekler ¢izelge
4.1°de verilmistir. Klinik 6rneklerin dagilimina bakildiginda izolatlarin 102’si (%76,7)
idrar, 19’u yara (%14,3), 7’si kan (%5,3) ve 5’1 doku (%3,7) Orneklerinden elde

edilmistir.

Cizelge 4.1. E. coli ve Klebsiella pneumoniae Suslarmnin izole Edildigi Klinik Ornekler

Ornek Tiirii Idrar Yara Kan Doku
izolat
E. coli (109) 84 15 6 4
K. pneumoniae (24) 18 4 1 1
Toplam (133) 102 19 7 5

Izole edilen suslarm kliniklere gore dagilimi cizelge 4.2°de verilmistir. Buna
gore izolatlarin agirhikli olarak c¢ocuk sagligi ve hastaliklar (%36,8) ve {iroloji
kliniginden (%21,1) gelen 6rneklerden elde edildigi saptanmustir. Izolatlarin diger
servislerdeki dagilimi ise, genel cerrahi %6, beyin cerrahisi %2,3, kalp ve damar

cerrahisi %3, kadin hastaliklar1 ve dogum %3, enfeksiyon hastaliklart %6 ve i¢

hastaliklar1 %21,8 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. izolatlarin Kliniklere Gére Dagilimi

Servis | Pediyatri | Uroloji | Genel Beyin Kalp Kadin | Enfeksiy ic
) Cerrahi | Cerrahisi damar | Hastahk on Hastali
Izolat Cerrahis lar1 ve klar:
i Dogum

E. coli 38 23 7 1 4 3 8 25
(109)

K. 11 5 1 2 - 1 - 4
pneumoniae

(24)
Toplam 49 28 8 3 4 4 8 29
(133)

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuclari

Calismada elde edilen 133 izolatin Cizelge 4.3’te antibiyotik duyarlilik test
sonuglar1 verilmistir. Buna gore yapilan antibiyogram sonucu suslarin en fazla direng
gosterdikleri antibiyotikler su sekilde siralanmaktadir: Suslarin %99,25°1 ampisiline,
sefazolin, seftazidim ve sefepime, %98,5’u seftriaksona diren¢li iken %99,25°1
meropenem ve %98,5’u imipeneme duyarli olarak bulunmustur.

Bu tez calismasinda GSBL tespiti i¢in fenotipik tarama testleri olarak, c¢ift disk
sinerji, kombine disk difiizyon testi ve E-test kullanilmigtir. CLSI tarafindan GSBL
dogrulanmasi i¢in kombine disk difiizyon testi Onerilmektedir.  Cift sinerji testi ile
E.coli suslarinin 107’si (%96,4) pozitif ve ikisi (%3,6) negatif, K. pneumoniae
suglarimin - 23’1 pozitif (%95,7) ve biri (%4,3) negatif bulunmustur. E-test ile E.coli
suglarinin 102’si (%93) pozitif ve yedisi (%7) negatif, K. pneumoniae suslarinin 22’si
(%92) pozitif, 2’si (%8) negatif olarak belirlenmistir. Kombine disk difiizyon testi ile
E.coli suslarinin 1081 (%99,08) pozitif, biri (%0,92) negatif, K. pneumoniae suslarinin

2371 (%95,7) pozitif ve biri (%4,3) negatif olarak saptanmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklari

Duyarh Orta Duyarh Direncli

Antibiyotik

Say1 Yiizde (%) Say1 | Yiizde (%) Say1 Yiizde (%)
Ampisilin 0 0 1 0,75 132 99,25
Amoksisilin/klavulonik asit 18 13,5 56 42,1 59 44,4
Sefazolin 1 0,75 0 0 132 99,25
Sefuroksim aksetil 1 0,75 0 0 132 99,25
Sefoksitin 114 85,7 15 11,3 4 3,00
Seftazidim 1 0,75 0 0 132 99,25
Seftriakson 1 0,75 1 0,75 131 98,5
Sefepim 0 0 1 0,75 132 99,25
Imipenem 131 98,5 1 0,75 1 0,75
Meropenem 132 99,25 0 0 1 0,75
Amikasin 79 59,4 42 31,6 12 9
Gentamisin 60 45,1 0 0 73 54,9
Siprofloksasin 59 444 0 0 74 55,6
Levofloksasin 59 44,4 0 0 74 55,6
Ofloksasin 59 44,4 0 0 74 55,6
Trimetoprim/siilfametaksazol 47 35,4 0 0 86 64,6
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Cizelge 4.4. GSBL Pozitiflik Oraninin Ydntemlere Gére Dagilimu

Test
Cift Disk Sinerji Testi E-test Kombine Disk Difiizyon
Sus tiir ve say1
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
E. coli (109) 107 (96,4) 2 (3,6) 102 (93) 7(7) 108 (99,08) 1(0,92)
K. pneumoniae (24) 23 (95,7) 1(4,3) 22 (92) 2 (8) 23 (95,7) 1(4,3)

( ): Yiizde oranlarini ifade etmektedir.

CLSI tarafindan o6nerilen kombine disk diflizyon testinde 108 E. coli’de GSBL
pozitifligi saptanirken, Cift disk sinerji ile 107 susta, E-test ile 102 susta tespit
edilmistir. Bu suslarin tiimiinde molekiiler yontemle en az bir veya birden fazla GSBL
aktivitesinden sorumlu gen bolgesi tespit edilmistir. Cift diskle kombine disk difiizyon
test sonuc¢larinin uyumlu oldugu ancak E-testle uyumsuz oldugu goriilmektedir. K.
pneumoniae’da kombine disk difiizyon testinde 23, Cift disk sinerji ile 23 ve E-test ile
22 susta GSBL pozitifligi saptanmistir. Bu suglarin timiinde molekiiler yontemle en az

bir veya birden fazla GSBL aktivitesinden sorumlu gen bolgesi tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Cift Disk Sinerji Testi

Sekil 4.2. Kombine Disk Testi
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Sekil 4.3. E- test

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuc¢lar:

Bu calismada 133 izolatin 114’{inde (%85) CTX-M grup 1 enzimi, 43’linde (%
32,1) TEM tipi, 44’iinde (%32,8) OXA tipi, 31’inde hem TEM hem OXA tipi ve bir
izolatta hem TEM hem SHYV tipi beta laktamazlar saptanmistir. Dort izolatta (%3) CTX-
M grup 9, alt1 izolatta (%4,5) CTX-M grup 1 ve 9, iki izolatta LAT (%1,5), iki izolatta
KPC (%1,5), iki izolatta PER (%1,5),iki izolatta OXA-48 (%1,5) ve bir izolatta VIM
(%0,75) tipi beta laktamaz tespit edilmistir (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6). Calismamizda,
kinolon direncinden sorumlu gen bdlgeleri olan gnrS ii¢ E. coli (%3,6) ve bir K.
pneumonaie (%4,2) izolatinda, qnrB bir K. pneumonaie (%4,2) izolatinda, gepa bir E.
coli (%0,91) izolatinda gen bolgeleri saptanmigtir. aac(6')-1b-cr gen bolgesi ise 82 E.
coli (%75,3), 15 K. pneumoniae (%62,5) susunda pozitif olarak belirlenmistir. QnrC ve
gnrA gen bolgesine calismamizdaki izolatlarin hi¢ birinde saptanamamistir (Cizelge

4.7). Ayrica bir E. coli izolatinda gepa, qnrS ve aac(6')-lIb-cr, bir K. pneumoniae
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izolatinda gnrB ve aac(6')-Ib-cr, yine bir E. coli izolatinda hem gnrS hem de aac(6')-1b-

cr gen bolgeleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. izolatlarda Saptanan Beta laktamaz Enzimleri

Beta Laktamazlar izolatlar
E. coli K. pneumoniae

CTX-M grup 1 96 (88,7) 18 (75)
CTX-M grup 9 2(1,8) 2 (8,3)
CTX-M grup 1 ve grup 9 4 (3,6) 2 (8,3)
TEM 35(32,1) 8(33,3)
OXA 39 (35,8) 5(20,8)
TEM ve OXA 22 (20,2) 9 (37,5)
TEM ve SHV 0 (0) 1(4,2)
LAT 2(18) 0(0)

( ): Yiizde oranlarmi ifade etmektedir.

Cizelge 4.6. izolatlarda Saptanan Karbapenemaz Enzimleri

Karbapenemazlar izolatlar
E. coli K. pneumoniae
KPC 1(0,92) 1(4,2)
PER 1(0,92) 1(4,2)
OXA-48 benzeri 2 (0,92) 0 (0)
VIM 1(0,92) 0(0)

( ): Yiizde oranlarim ifade etmektedir.

72



Cizelge 4.7. izolatlarda Saptanan Kinolon Direncinden Sorumlu Gen Bolgeleri

Gen Bolgesi izolatlar
E. coli K. pneumoniae

Qnr A 0(0) 0(0)
QnrB 0 (0) 1(42)
Qnrs 3(2,75) 1(42)
QnrC 0(0) 0(0)
Qepa 1(0,92) 0(0)
Aac(67)1b 82 (75,3) 15 (62,5)

( ): Yiizde oranlarimi ifade etmektedir.

Sekil 4.4. CTX-M Grup 1 Tipi Beta Laktamaz Ureten Izolatlarn Elektroforez Gériintiisii (Linci kuyu
marker, 2-13 cii kuyular CTX-M grup 1 tipi beta laktamaz iireten izolatlar)
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Sekil 4.5. TEM ve OXA Grup 1 Tipi Beta Laktamaz Ureten izolatlarin Elektroforez Gériintiisii (linci
kuyu marker, 2 ve 9 uncu Kuyu TEM ve OXA tipi beta laktamaz, 3,4,6,7,8,10 ve 13 ncii kuyular TEM
tipi, 5, 11 ve 12 nci kuyular OXA tipi beta laktamaz tireten suslar)

Sekil 4.6. LAT Tipi Beta Laktamaz Ureten izolatin Elektroforez Gériintiisii (1 inci kuyu Marker, 9 uncu
kuyu LAT tipi beta laktamaz {ireten izolat)
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Sekil 4.7. PER Tipi Beta Laktamaz Ureten izolatin Elektroforez Goriintiisii (1 inci kuyu marker, 2 ve 3
ncii kuyular PER tipi beta laktamaz pozitif izolatlar)

Sekil 4.8. KPC Tipi Beta Laktamaz Ureten izolatlarin Elektroforez Gériintiisii (1 inci kuyu marker, 2 ve 7
inci kuyular KPC pozitif izolatlar)
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Sekil 4.9. OXA-48 Tipi Beta Laktamaz Ureten izolatlarin Elektroforez Gériintiisii (1 inci kuyu marker, 3
ve 5 inci kuyular pozitif izolatlar)

Sekil 4.10. Aac(6’)1b Genine Sahip izolatlarin Elektroforez Gériintiisii (1 inci kuyu marker,
2,3,4,5,7,8,9,10 ve 11 inci kuyular pozitif izolatlar)
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Sekil 4.11. QnrS Genine Sahip Izolatlarin Elektroforez Gériintiisii (5 inci kuyu marker, 2,3,4 ve 6 inci
kuyular pozitif izolatlar)

Sekil 4.12. Qepa Genine Sahip izolatin Elektroforez Gériintiisii (1 inci kuyu marker, 2 inci kuyu pozitif
izolat)
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4.4. Rep PZR Sonugclan

Calismada Rep-PZR Diversilab yontemi ile tiplendirilen 100 E. coli izolatindan
ikisi ana klon (1 ve 2) olmak tiizere toplam 5 farkli klon (1-5) elde edildi. 1. ana klon E.
coli’lerin 19 (%19) nun toplandigi en biiyiik klon olarak tespit edildi. 2. ana klon 11 sus
(%11) ile ikinci biiyiik klondu. Diger klonlar; 3. klon 2 (%11)’ser sus; 4. ve 5. Klon
5’ser (%5) sus, Diger klonlar 42 (%42) sus icermekteydi. Her iki ana klondaki
orneklerin agirlikli olarak geldigi servisler pediyatri ve iirolojidir. Ana klonlardaki 30
ornekten 26’s1 idrar, biri kan, ikisi yara ve biri dokudur. Orneklerin 11°i pediyatri, 19°u
tiroloji servisinden geldi (Cizelge 4.8).

Ozellikle 1. Ana klondaki izolatlarin pediyatri servisinden mart ayinda izole
edilmesi ve saptanan gen bolgelerinin benzer olmasi dikkat cekicidir. Ana klonlardaki
suslarin hepsinde CTX-M Grup 1, TEM tipi beta laktamazlar goriilmekte olup kinolon
direng geni olarak aac(6’)1b saptandi.

Ayn1 klonda yer alan suslarin antibiyotik profilleri biiyiik oranda ayni olmakla
birlikte farkli profillere sahip suslar da goriilmektedir. Ayrica farkli klonda yer alan
suslar arasinda da benzer antibiyotik profilleri elde edilmistir. Ana klon I’de yer alan 14
susun antibiyotik profilleri ayn1 olmakla birlikte geri kalan dort sustan i
amoksisilin/klavulonik aside orta duyarliyken biri duyarhidir. Bu klonda 16 sus
sefoksitine duyarliyken, iki sus direngli ve bir sus orta duyarhidir. Ana klon II’de ise bes
sus amoksisilin klavulonik aside orta duyarli, iki sus ise duyarlidir. Bu klonda beg sus
sefoksitine direncli, geri kalan alt1 sus duyarlidir.

Her klondan bir sus secilerek klonlarin birbirlerine benzerlik oranlari,

dendrogramlar ve benzerlik matrikslerinde gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Ana klonlardaki Orneklerin Ozellikleri

Ana Klon Servis Tarih Ornek GSBL Kinolon
Pediyatri 14/03/2011 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6))1b
Pediyatri 26/03/2011 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM,OXA | Aac(6’)1b
Pediyatri 12/03/2011 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6))1b
Pediyatri 26/03/2011 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6))1b
Pediyatri 23/03/2011 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Pediyatri 16/03/2011 | idrar CTX-M Grup 1, TEM,OXA | Aac(6’)1b
AnaKlon1 Mpediyatri 23/03/2011 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM,OXA | Aac(6’)1b
Uroloji 21/03/2010 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Uroloji 27/11/2010 | Kan CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Uroloji 03/03/2011 | idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Uroloji 01/10/2010 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6)1b
Uroloji 24/11/2010 | Iidrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Uroloji 25/12/2010 | Idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Nefroloji 27/03/2011 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Nefroloji 26/03/2011 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Hematoloji 19/12/2010 | Yara | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6)1b
Kadm Hastaliklar1 | 11/04/2010 | Yara CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Ortapedi 12/12/2010 | Doku | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Pediyatri 23/09/2010 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Pediyatri 24/12/2010 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM, OXA | Aac(6’)1b
AnaKlon Il [ Pediyatri 24/12/2010 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM, OXA | Aac(6’)1b
Pediyatri 17/02/2011 | idrar | CTX-M Grup 1, TEM Aac(6))1b
Uroloji 23/12/2010 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM, OXA | Aac(6’)1b
Uroloji 21/10/2010 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Uroloji 26/11/2010 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Immiinoloji 11/12/2010 | idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Dermatoloji 06/11/2010 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6”)1b
Onkoloji 11/11/2010 | idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6’)1b
Enfeksiyon 16/03/2011 | Idrar CTX-M Grup 1, TEM Aac(6”)1b
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Diversilab 3.4
PC
#114

—— 1

—— 2

H3

—m4

—— H5
NG
L)

1.

i

— m12

13

mia

m15

H16

miz

1§

H13

| | | | | | | |
I 1 I I I I I 1
Q6.5 97 975 93 935 99 99.5 100

% Similarity

Sekil. 4.13. Ana Klon | Dendogram

Sample ID  Location Date Collecte...  Sample Type
Tobla pediyatri 2011-04-14 idrar
bla nefroloji 2011-03-27 idvar
Jbla uroloji 2010-03-21 idrar
25bla pediyatri 2011-03-26 idrar
24bla nefroloji 2011-02-26 idrar
93 bla enfeksiyon 2010-10-07 idrar
94 bla pediyatri 2011-03-12 idrar
66 bla hematoloji 2010-12-19 yara
2bla kadfn hastal...  2010-04-11 yara
29bla uroloji 200-1-27 kan
§2bla uroloji 2011-03-03 idrar
#1bla pediyatri 2011-03-26 idvar
97 bla uroloji 2010-10-01 idrar
57bla pediyatri 2011-04-23 idrar
61bla pediyatri 2011-03-16 idrar
47bla uroloji 200-11-24 idrar
d6bla pediyatri 2011-04-23 idrar
22bla ortapedi 2010-12-12 doku
8bla uroloji 2010-12-25 idrar
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Diversilab 3.4 | L |
PC 0 T &l a0 a5 100

#114 w Gimilarity

Sekil 4.14 . Ana klon | Benzerlik Matriksi
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Divetsilabi v 3.4

PC
#i13 Key Sample D Location Date Collected Sample Type
— @1 18bla pediyatri 2010-03-23 idrar || | | |
L w3 16bla immunoloji  2010-12-11 idrar ” | | | |
| pm3 sbe dermatoloji  2010-11-06 idrar || | | | |
m4  85bka pediyatri 2010-12-24 idrar || | | | |
| B5 G8bla onkoloji 2010-11-11 idrar || | | | |
B6 95bla pediyatri 2010-10-24 idrar || | | | |
L @7 SGbla uroloji 2010-12-23 idrar || ‘
ms  Sibh enfeksiyon 20110316 idrar it 1A
9 Wbl uroloji 2010-10-21 idrar || |
[lm 55 bla pediyatri 2011-02-17 idrar ||
BN S9bla uroloji 2010-11-26 idrar |H H ‘ |
————1
9 92 94 95 9 100
% Sinilatity
Sekil 4.15. Ana klon 1l Dendogram
w115 T St
1 18bla
2 16bla
3 98 bla
4 85 bla
5 68 bla
[ 95 bla
ra 26 bla
B S1bla
9 94 bla
10 55 bla
11 59 bla

Sekil 4.16. Ana Klon Il Benzerlik Matriksi
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Diversilabrv 3.4

i Key SamplelD  Location Date Collected  Sample Type
|1_ 4 bla pediyatri 2011-04-27 idrar | ||
§2 dbla pediyatri 2010-12-08 idrar H H |
B3 63bla pediyatri 2010-09-23 idrar H | |
B4 96bla enfeksiyon  2010-10-02 idrar | H | |
B5  65bla pediyatri 2011-11-12 idrar ‘ H | |
§  12bla hematoloji  2011-03-23 idrar | || ‘ |
7 bl pediyatri 2011-01-13 idrar H ‘ ‘ ‘
TR nefroloji 2011-02-26 idrar H | |
TR dermatoloji  2010-11-06 idrar H ‘ ‘ | |
Ly
7 20 85 % % 10
o Similarity
Sekil 4.17.Ugiincii Klon Dendogram
B N

1 74 bla

2 1dbla

3 63 bla
4 96 bla
E 65 bla
i1 12bla
7 78 bla

77 bla

TAF | 72a 715701 | P07 [ 755 9 938 bla

Sekil 4.18. Uciincii Klon Benzerlik Matriksi
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Divetsilabi v 3.4
PC
#117

Key Sample ID  Location Date Collecte...  Sample Type
1 43bla genelcemahi  2011-11-03 yara | |
2 15bla immunoloji 2010-12-04 idrar | |
E:  84bla gastroenterol...  2011-01-08 idrar | |
TR plastik cenr..  2010-T1-0 doku | |
B5  80bla  pediyati W02 idear | |
| | | | | | |
| [ | | | [ 1
97 9R5 95 9E5 99 995 100
% Similatity
Sekil 4.19. Dordiincii Klon Dendogram
ivetsi 1.4 — S
P 1] T a0 a0 a5 100
#117 % Sinilarity
1 43bla

15bla
84 bla
99 bla

5  80bla

Sekil 4.20. Dordiincii Klon Benzerlik Matriksi
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Diversilabivs.4

FC
e Key Sample I  Location Date Collecte..  Sample Type
H1 &bl kardiyoloji 2010-12-12 yara |
HZ2 Jbla genel cerrahi 2010-12-09 diren |
B3 S0bla genel cerrahi 2011-04-26 idrar |
4  B8bla pediyatri 2011-02-20 idrar |
|: 5 Hbla pediyatri 2010-11-25 idrar |
_
T 1T 1
95 95 97 8 99 100
B Similarihy
Sekil 4.21. Besinci Klon Dendogram
Diversilab w34 | . ]
FC 0 0 80 ar 95 f00
#11g o Similarity
1 §ibla

33bla
S0bla
4  #&bla

5 TMbla

Sekil 4.22. Besinci Klon Benzerlik Matriksi
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Cizelge 4.9. Ayni Klonda Yer Alan Suslarin Antibiyotik Duyarlilik Profilleri

REP
PZR
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
Ana Klon |
Ana Klon |
Ana Klon |
Ana Klon |
Ana Klon |
Ana Klon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |
AnaKlon |

R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

IPM|MEM| AK | GN | CIP | LEV |OFX| SXT

AMP |AMC| CZ |CXM |FOX| CAZ |CRO| FEP

Ornek

No

10

25
24
93
54
66
42

29
82
81

97
57
61

47

46

22
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Cizelge 4.9. (Devam) Ayni Klonda Yer Alan Suslarin Antibiyotik Duyarlilik Profilleri

el ol l2 = lelgelelelelale |e |5
— Iz iz lZlZzlZlZzlE Iz zIzlE2IEIES SIS S S E
o x |S|S|S|S|S |58 |8 |58 |5 % [¥ ¥ M |X|X M |X|J
N 2 4 4R N V4 VA VA VA [V A v B8 1818181818138 |2
s o | | | |@ |@ | | | |@ 1|5 |5 |5 |8 |8 |5 |8 |8
T
X | | | | |x o |un|xx | x| v |k |rxx|rr|xx|x| x| x| x|
wn
X
W r r x x x u | x x oun | || | x| x| x| |x o
>
E r r x x x u|rx x x un |un || | x| xr|xx x| |x o
o
u r r x x x u|rx x x un |un || | x| xr|xx|xx|x|x o
w ”mwx un|Ixx x| un|n |||l x|Irxx x| ||k |k xx|xx x|
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Cizelge 4.9. (Devam) Ayni Klonda Yer Alan Suglarin Antibiyotik Duyarlilik Profilleri

REP
Ornek No | AMP | AMC | CZ | CXM | FOX | CAZ | CRO | FEP | IPM | MEM | AK | GN | CIP | LEV | OFX | SXT PZR
15 R R R R R R R R S S R R R R R | Dordiincii Klon
84 R R R R S R R R S S S R R R R S | Dordiincii Klon
99 R R S R S R R R S S | R R R R R | Dérdiincii Klon
80 R I S R S R R R S S S S S S S R | Dérdiincii Klon
33 R R S R S R R R S S | R R R R S Besinci Klon
50 R I S R S R R R S S S R R R R R Besinci Klon
71 R R S R S R R R S S S S R R R R Besinci Klon
83 R I S R S R R R S S | R R R R S Besinci Klon
88 R S S R S R R R S S S S R R R S Besinci Klon
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler, idrar yolu, intraabdominal, deri-
yumusak doku enfeksiyonlar1 ve pndmoni gibi énemli nozokomiyal enfeksiyonlardan
sorumlu mikroorganizmalardir. Bu grupta yer alan K. pneumoniae ve E. coli suslarinin
toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik rastlanilan mikroorganizmalar
oldugu bildirilmektedir. Gilinlimiizde bu mikroorganizmalarda ¢oklu antibiyotik
direncinin goriilmesi tedavide yasanan en Onemli sorunlardan biri haline gelmistir.
Ozellikle beta laktam ve kinolon grubu antibiyotiklere karsi direncin yani sira
karbapenem grubu antibiyotiklere de direncin yayginlasmasi sorunun boyutunu
arttirmaktadir (4).

Beta laktamaz iiretimi sonucu olusan diren¢ Gram negatif bakterilerde en 6nemli
diren¢ mekanizmalarindan biridir. GSBL’ler, Gram negatif comaklarda bulunan, genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir.
Beta laktam direncinin ozellikle Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli basta olmak
lizere, patojen bakteriler arasinda hizla yayilimi, son yillarda tedavide ciddi sorunlar
olusturmaktadir (6). Giinlimiizde GSBL prevelans: iilkeden {iilkeye de§ismektedir.
Arastirmacilar tarafindan farkli iilkelerde hasta izolatlarinda yapilan c¢alismalarda, E.
coli ve Klebsiella spp.’de saptanan en yiikksek GSBL oranlarinin Hindistan (> %80) ve
Cin’de (> %60) oldugu bildirilmistir (81,82). Bu oranlar Dogu ve Giineydogu Asya,
Latin Amerika, ve Giiney Avrupa’da > %30’iken Avusturalya, Kuzey Avrupa ve
Kuzey Amerika’da %5-10 olarak bulunmustur (83). Bazi arastirmacilar Hindistan’da
toplum ve hastane kaynakli E. coli izolatlarinda GSBL prevelansinin bu kadar yiiksek
olmasimin nedenleri olarak, gereksiz antibiyotik kullanimi, tilkedeki alt yap1 yetersizligi
ve su kaynaklarinin atik sularla kontamine olmasini bildirmislerdir (84).

Plazmid ile kodlanan, TEM, OXA ve SHV tipi beta laktamazlarin disinda, CTX-
M, VEB, PER, GES, TLA ve BES yeni tanimlamig GBSL tiirleridir (74). CTX-M
grubu beta laktamazlar, ilk kez 1986 yilinda Matsumato ve arkadaslarinin beta-laktam
antibiyotiklerin farmakokinetik caligsmalar1 esnasinda bir laboratuvar deney hayvaninin

digk1 florasinda sefotaksime direngli E.coli susundan TEM veya SHV olmayan FEC-1
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adi1 verdikleri bir beta-laktamaz saptamalar1 ile ortaya ¢ikmistir (85). O donemden
giniimiize kadar 54 adet farkli CTX-M enzimi gosterilmistir (74,86). Gilinlimiizde
tanimlanmis 200’den fazla GSBL mevcuttur ve giin gectikce yenileri listeye
eklenmektedir (53). Bir klinik izolat ayn1 anda birden ¢ok GSBL tiiriinli tasiyabilir.
Ulkemizden yapilan birgok calismada GSBL sikligi merkezler arasinda farklilik
gostermekte olup bu oran K. pneumoniae suslarinda %50-75, E. coli suslarinda da %1-
15 arasinda degismektedir (Cizelge 5.1). Yapilan bu calismalarda GSBL oranlarinin
birbirinden farkli olmasina neden olarak hastanelerdeki antibiyotik kullanim politikalar1
ve bu merkezlerdeki yatan ve ayakta tedavi goren hasta sayisindaki farkliliklar

gosterilmistir (87-94).

Cizelge 5.1. GSBL Uretimi ile Ilgili Tiirkiye’de Yapilmis Caligmalar

Kaynak Bolge izolasyon incelenen Bakteriler GSBL oram
Yih (%)
Demirdag K ve ark. Elazig 2000 E. coli (65) 10 (%15)
2001 Klebsiella pneumoniae (42) 28 (%67)
Kandemir O ve ark. Mersin  2000-2001 E. coli (30) 5 (%16,6)
2002 Klebsiella spp. (14) 2 (%14)
Delialioglu N ve ark. Mersin 2004 E. coli (514) 94 (%18,3)
2005 K. pneumoniae (175) 52 (% 29,7)
K. oxytoca (24) 1 (%4,2)
Aydemir H ve ark. Ankara  2004-2005 E. coli (137) 37 (%27)
2006 K. pneumoniae (38) 7 (% 18,4)
Giiler O ve ark. 2008 Erzurum 2005-2006 E. coli (870) 91 (%10,5)
Enterobacter spp. (343) 35(%10,2)
Pseudomonas spp. (332) 9 (% 2,7)
Acinetobacter spp. (166) 8 (%4,8)
Giir D ve ark. 2009 Ankara 2007 E. coli (438) 184 (%42)
K. pneumoniae (444) 184 (% 41,4)
Duman Y ve ark. 2010 Malatya 2009-2010 E. coli (2549)
Yatan hasta 1712 471 (%27,5)
Ayakta hasta 747 104 (%13,9)
Akyar | ve ark. 2010 Istanbul ~ 2004-2008 E. coli (15434) 1687 (9%10,9)
Klebsiella (3178) 432 (%13,6)
Baykal A ve ark. 2012  Ankara  2001-2009 E. coli (99) 26 (%26,2)
K. pneumoniae (114) 70 (%61,4)

Genislemis spektrumlu beta laktamaz saptanmasinda en ¢ok kullanilan fenotipik
yontemler arasinda E-test, ¢ift disk sinerji (CDS) testi, li¢ boyutlu test, dillisyon
yontemleri ve otomatize sistemler bulunmaktadir (95). Calismamizda GSBL tespiti i¢in

fenotipik tarama testleri olarak, ¢ift disk sinerji testi, E-test ve kombine disk difiizyon
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testi kullanildi. CLSI tarafindan GSBL dogrulanmasi i¢in kombine disk diflizyon testi
onerilmektedir. Diinya genelinde cesitli yontemlerle yapilan ¢ok merkezli ¢aligmalarda
farkli cografik bolgelerde E. coli suslarinda GSBL iiretiminin %1-74 arasinda degistigi
bildirilmektedir (42). Bu konuda iilkemizde ve diinyada da yapilmis pek ¢ok ¢alisma
vardir. Ulkemizdeki ¢alismalarda; Abacioglu ve ark. (96) 24 K. pneumoniae kokeninde
CDS yontemiyle %60’inda, E-test yontemiyle %350’sinde GSBL varligim
saptamiglardir. CDS yonteminin E-test yontemine gore daha ucuz, duyarli ve
uygulanabilir oldugu sonucuna varmiglardir. Yine benzer bir ¢calismada, Aktas ve ark.
Gram-negatif bakterilerde GSBL varligi1  E-test ve CDS yontemleriyle
kargilagtirmiglardir. Arastirmacilar iki yontem arasinda GSBL saptamada anlamli bir
fark olmadigim1 ve CDS yonteminin daha ucuz olmasi nedeniyle rutin laboratuvar
uygulamalari i¢in daha uygun oldugunu bildirmislerdir (87). Ak¢am ve ark. (97) hastane
enfeksiyonu etkeni Gram negatif bakteriler iizerinde E-test ve CDS yontemlerini
karsilastirmislar ve sirasiyla kokenlerin %14,8 ve %16,3’tinde GSBL varlig1 saptamislar
ve iki yontem arasinda anlamli bir fark bulmamislardir. Yurt disinda yapilan benzer
caligmalardan birinde Vercauteren ve ark. (95) GSBL iirettigi bilinen 33 kékende GSBL
varhigimm1 CDS testi ile %96,9 ve E-test ile %81 oraninda saptamuslar, her iki yontemin
de duyarliliginin benzer oldugunu vurgulamiglardir. Tseng ve ark. (98) GSBL
saptamada agar diliisyon, E-test ve CDS yontemlerini bir arada kullanmiglar ve
yontemlerin glivenilirligini benzer bulmuslardir. E-test yonteminin CDS ydntemine gore
daha giivenilir oldugunu belirten ¢alismalar da mevcuttur. Palasubramaniam ve ark. (99)
seftazidim direngli K. pneumoniae kokenlerinde GSBL varligini ¢ift disk sinerji,
inhibitor etkili disk difiizyon ve E-test yontemleri kullanarak arastirmislardir. E-test
yonteminin GSBL saptanmasinda en etkin yontem oldugu sonucuna varmiglardir.
Ulkemizde Zarakolu ve ark. (100) GSBL varligin1 farkli fenotipik yontemler kullanarak
degerlendirmisler ve E-test yonteminin CDS yontemi ve kombine disk sinerji testlerine
gore daha duyarli oldugunu bulmuslardir.

Calismamizda toplam 109 E. coli susunda; CLSI tarafindan 6nerilen kombine
disk difiizyon testinde 108’inde GSBL pozitifligi saptanirken, CDS ile 107 susta, E-test
ile 102 susta GSBL pozitifligi tespit edilmistir. Bu suslarin tamaminda molekiiler
yontemle GSBL enzimleri tespit edilmistir. Cift diskle kombine disk difiizyon test

sonuglarinin uyumlu oldugu ancak E-testle uyumsuz oldugu goriilmektedir. Toplam 24
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adet K. pneumoniae’de ise kombine disk difiizyon testinde 23, CDS testi ile 23 ve E-test
ile 22 susta GSBL pozitifligi saptanmistir. Bu suslarin molekiiler yontemle GSBL
enzimleri 23 susta tespit edilmistir. Testlerin uyumlu oldugu goriilmektedir. Rutin
laboratuvarda kullanim kolaylig1 ve ucuz olmasi sebebiyle CDS veya kombine disk
difiizyon testleri kullanilabilir.

1990’larin sonuna kadar saptanan GSBL’lerin ¢ogunlugu hastane kaynaklit TEM
ve SHV tipi enzimler olustururken, son yillarda toplum kaynakli CTX-M tipi
GSBL’lerde artmustir (52 ). Toplum kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen
Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde ozellikle de E. coli’de baskin olan CTX-M tipi
GSBL’ler Giliney Amerika, Asya ve Avrupa olmak {iizere tiim diinyada giderek
yayginlagmaktadir (6). Basta plazmidler olmak {iizere hareketli genetik elemanlarin
dagilimi ve spesifik klonlarin yayilimi GSBL fireten izolatlarin artisindan sorumludur
(4). Son on yil boyunca baskin olarak tespit edilen CTX-M tipi GSBL’lerin yan1 sira
diinya genelinde diger GSBL tiplerinin de (PER-1, VEB-1, GES) arttig1 bildirilmistir
(58). iranda yapilan bir calismada, sekiz aylik siirede toplanan 111 E. coli izolatinin
37’sinde (%33,3) GSBL aktivitesi saptanmis olup, suslarin 35’1 (%94,6) CTX-M tipi,
21’1 (%56,8) TEM ve besi (%13,5) SHV tipi beta laktamazlari tasimaktadir. Bu oranlar
GSBL prevelansinin daha yiiksek oldugu, Latin Amerika (%30-60), Tiirkiye (%58), ve
Hindistan’dan (%56) diisiik olmakla birlikte Kore, Japonya ve Malezya’ya gore (%5-8)
yiksektir (101).

Hansen ve ark. (102) Danimarka’da yaptiklart ¢ok merkezli bir c¢alismada,
18259 hastanin kan ve 47504 hastanin idrar orneklerinden izole edilen GSBL pozitif
352 E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis susunda agirlikli olarak CTX-M 15,
SHV, OXA ve TEM tipi beta laktamazlar saptamuslardir. Ispanya’da Alegria ve ark.
(2), GBSL pozitif 162 K. pneumoniae susunun 76’sinda (%67) CTX-M, 31’inde (%27)
SHV ve 6’sinda (%5) TEM tipi beta laktamazlari, Chong ve ark. (9) agirlikli olarak
CTX-M grup 2, TEM ve SHV tipi beta laktamazlari, Diaz ve ark.(10) CTX-M-14 (119
izolat), SHV-12 (68 izolat), CTX-M-15 (37 izolat) ve CTX-M-9 (21 izolat) tipi beta
laktamazlari, Pitout ve ark. (103), Kanada’da CTX-M 14 tipi beta laktamazlari,
Fankhauser ve ark. (104), CTX-M 15 tipi beta laktamazlari yaptiklar1 ¢alismalarda
bildirmiglerdir. Galas ve ark.(105) tarafindan Fransa’da 88 hastanede 10872

Enterobacteriaceae izolatinda yapilan ¢alismada 169 (%]1,7) izolatin GBSL direttigi
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saptanmustir. Bu izolatlar sirasiyla E. coli (%48.5), Enterobacter aerogenes (%23.7) ve
Klebsiella pneumoniae (%14.8) olup CTX-M grup 1 enzimi bu suslarda yaygin olarak
belirlenmistir (101). Diinya genelinde yapilan diger ¢alismalarda da CTX-M 15 tipi beta
laktamazlar yaygin olarak saptanmustir (74, 75, 106, 107, 108, 109). Bu sonuglara
paralel olarak iilkemizde yapilan bir ¢alismada GSBL pozitif 1640 Enterobacteriaceae
izolatinda CTX-M grup 1, CTX-M grup 2 ve CTX-M grup 9 enzimleri saptanmigtir
(110). Ayrica Giilan ve ark. (111) genislemis spektrumlu beta laktamaz iireten 310 E.
coli susunun 30’unda (%9,6) CTX-M-15, 14’tinde (%4,1) CTX-M-14 tipi beta
laktamazlar: saptamis olup, bu ¢alismada CTX-M-14 tipi beta laktamazlar tilkemizde ilk
kez bildirilmistir.

Bu calismada da diinyada yapilan diger calismalarla benzer olarak 133 izolatin
114’tinde (%85) CTX-M 1, 3 ve 15 alt gruplarinin yer aldigit CTX-M grup 1 enzimi
saptanmistir. Ayrica daha once yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak plazmid kaynakli
beta laktamazlar igerisinde agirlikli olarak TEM (%32,1), OXA (%32,8), TEM/OXA
tipi beta laktamazlar tespit edilirken geri kalan izolatlarin birinde hem TEM hem SHV
tipi beta laktamazlar, dort izolatta (%3) CTX-M grup 9, alt1 izolatta (%4,5) CTX-M
grup 1 ve 9, tipi beta laktamazlar tespit edildi.

Tiim diinyada sik rastlanan GSBL tipi beta-laktamazlarin yani sira AmpC tipi
beta-laktamaz bildirimi de gittikge artmaktadir (15, 17, 112). Ozellikle GSBL tarama
testi pozitif ¢ikan ancak CLSI'in dogrulama testine gore negatif ¢ikan izolatlarin
sayistnin - %75’e ulastig1 bildirilmektedir (15). Hastane enfeksiyonlarin1 kontrol
edebilmek i¢in AmpC tipi beta-laktamazlarin saptanmasi 6nemlidir. Indiiklenebilen
plazmid aracilit AmpC enzimler tipki kromozomal AmpC enzimleri gibi hastadan ilk
izole edildiginde iciincii kusak sefalosporinlere duyarli bulundugu halde bu ilaglar
klinikte kullanildiginda dereprese mutantlar olustugu igin tedavi basarisiz olmaktadir.
Ancak 2011 CLSI’de bu tip beta laktamazlarin saptanmasi i¢in herhangi bir yontem
onerilmemistir (68). 29 farkli plazmid aracili AmpC beta-laktamaz1 kodlayan 29 adet
gen bolgesi, 6 grupta (CIT, EBC, ACC, DHA, MOX, FOX) toplanmistir (74).
Amerika’da 189 K. pneumoniae kan izolat1 ile yapilan ¢aligmada, 28 sefoksitine duyarli
olmayan izolatin sadece {liglinde FOX-5, ikisinde ACT-1 saptanmis olup bu izolatlarin
hepsi karbapeneme duyarli bulunmustur (16). ABD’de 2004’te 752 direncli ve plazmid
kokenli ampC geni tasiyan izolat ile yapilan ¢aligmada en stk ACT-1 ve FOX-5 bolgesi
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tespit edilmistir (7). Cin’de yapilan bir ¢alismada 2003-2005 yillart arasinda sefoksitin
direngli 1935 adet E. coli, K. pneumoniae ve K. oxytoca izolatinda plazmid kaynakli
AmpC beta-laktamaz enzim prevalansini %2.79 olarak bildirmislerdir. Calismada
arastirmacilar, 29 K. pneumoniae izolatinda DHA-1 saptanirken bir izolatta CMY-1, E.
coli izolatlarin 11’inde DHA-1, 12 izolatta CMY-2 ve bir K. oxytoca izolatinda DHA-
1 gen bolgelerini bulmuslardir (82). Ulkemizde bu konuda yapilmis olan ¢alisma sayisi
smirlidir. Bal ve ark.(78) tarafindan 14 hastada K. pneumoniae suslarinda plazmid
kaynakli CMY-2 enziminin varlig1 bildirilmistir. Demirbakan ve ark. (86) tarafindan
yapilan ¢alismada sefoksitine azalmig duyarlilik gosteren veya direngli bulunan E.coli
izolatlarinin %74 (2/27)’tinde CMY-2 benzeri enzim saptanmigtir. Coskun ve ark (50),
sefoksitine direngli 50 izolatin 22 (%88)’sini multipleks PZR ile pozitif olarak
saptamiglardir. PZR ile AmpC pozitif bulunan izolatlarin hepsinin CIT (CMY-2 ile
CMY-7 arasi, LAT-1 ile LAT-7 aras1 ve BIL-1 AmpC beta-laktamazlarin bulundugu
grup) ailesine ait AmpC tipi beta-laktamazlar oldugu bildirilmistir. Bu izolatlarin
birinde hem CIT hem de EBC tipi AmpC enzim, birinde de CIT ve MOX’un birlikte
oldugu goriilmiistiir. Calismamizda AmpC tip beta laktamazi kodlayan gen bolgeleri
133 izolatin tamaminda tarandi. Bunlar igerisinde sadece iki E. coli izolatinda (%1,8)
LAT gen bélgesi pozitif olarak bulundu. Izolatlarin sefoksitin zon ¢ap1 < 18 mm
belirlendi. Bu izolatlarin her ikisinde ayrica CTX-M grup 1 tipi beta laktamaz, bir
izolatta hem TEM hem OXA tipi beta laktamaz, bir izolatta hem OXA hem de KPC tipi
beta laktamazlar saptandi.

ABD ve Avrupa’dan yapilan calismalarda enterik bakterilerde metallobeta-
laktamaz ve K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) aracili karbapenem direncinin
oldukga biiyiik sorun olusturdugu bildirilmektedir (113-115). KPC ailesinin ilk iiyesi
yogun bakimda antimikrobiyal direncin arastirildigi epidemiyolojik (intensive care
antimicrobial resistance epidemiology (ICARE) siirveyans c¢alismasinda ABD’nin
Kuzey Carolina eyaletinde bir K. pneumoniae susundan 1996°da elde edilmistir. KPC
beta laktamazlar ¢ogunlukla K. pneumoniae’de bulunsa da E. coli, Enterobacter ve
Salmonella tiirlerinde de saptandigi bildirilmektedir (116). Metallobeta-laktamaz
enzimler ise siklikla non fermentatiflerde bulunmakla birlikte, enterik bakterilerde de
bildirilmektedirler. En sik goriilen metallobeta-laktamazlar VIM, IMP, SIM ve GIM

enzim aileleridir. VIM ve IMP diinya ¢apinda en sik belirlenen metallobeta-laktamaz
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ailesi tyeleridir (113). Hidron ve ark. (116) tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢ok
merkezli ¢aligmada, karbapenem direnci E. coli suslar1 i¢in %0,9-4, K. pneumoniae
suslart i¢in %3,6-10,8, Klebsiella oxytoca igin %0-5 arasinda bildirilmistir. Avrupa’da
Yunanistan ve italya’da EARRS verilerine gore karbapenem direnci E. coli suslar1 i¢in
% 0, Klebsiella spp. suslari igin %0,6 olarak belirtilmistir (117).

Ulkemizde 2000-2003 yillar1 arasinda dokuz merkezin katildizn MYSTIC
calismasinin sonuglarma gore enterik Gram negatif bakterilerin meropeneme %99,3,
imipeneme %97,6 duyarlilik gosterdigi bildirilmistir (118). Yine, 2007 yilinda yapilan
cok merkezli HITIT-2 ¢alismasinin sonuglarina gore E. coli suslarinda karbapenem
direnci gozlenmezken, K. pneumoniae suslarinda imipenem direnci %3,2 olarak
belirlenmistir (22). EARRS-2008 ¢alismasi ise Tiirkiye’de karbapenem direncinin %1-5
arasinda oldugunu bildirmistir (119). Ayrica OXA ve PER-1 tipi GSBL’leri bildiren ilk
tilkelerden biri Tiirkiye’dir (62, 120). Kuzucu ve ark. (121) GSBL pozitif 239 E.coli, 28
Klebsiella pneumoniae ve 11 Klebsiella oxytoca susunu konvansiyonel yontemlerle
calismuiglardir. Calismada iki E. coli, bir K. oxytoca ve bir K. pneumoniae susunda
karbapenem direnci saptanmistir. Son yillarda tilkemizde karbenem direngli E. coli ve
Klebsiella spp. suslarina rastlanmasi nedeniyle GSBL pozitif izolatlarda karbapenem
direncinin arastirilmas1 gerektigi bildirilmistir (23). Ulkemizde yapilan bir baska
caligmada, karbepenem direngli iki K. pneumoniae izolatinda molekiiler yontemlerle
OXA-48 ve KPC gen bolgeleri saptanmistir (122). Yaptigimiz calismada karbapenem
direnci saptanan iki izolat hastanemizde bu direncin goriildiigi ilk suslar olup, iki
izolatta KPC (%1,5), iki izolatta PER (%1,5), iki izolatta OXA-48 (%1,5) ve bir izolatta
VIM (%0,75) tipi beta laktamazlar tespit edildi.

Plazmitler aracilig1 ile beta-laktamlar, makrolitler, aminoglikozitler gibi birgok
antibiyotik grubuna direng gelistigi bilinmekle birlikte, 1998 yilina kadar kinolon grubu
antibiyotiklere plazmitler aracilig1 ile direng gelisebilecegi kesin olarak bilinmiyordu
(8,9). Kinolonlar bakterisidal etkili kemoteropatik ajanlar olup hem Gram pozitif hem
Gram negatif bakterilere etkilidirler. ABD’de ¢oklu antibiyotik direncine sahip bir K.
pneumoniae susunda plazmit aracili kinolon direncine neden olan qnr (quinolon
resistance) geninin saptanmasinin ardindan bu konuda yapilmis caligmalar diinya
genelinde hizla artmistir (123). Ulkemizde ise 2005 yilinda yapilan bir ¢alisma ile

plazmit aracili kinolon direnci ilk kez gosterilmistir (12). Ozellikle son 30 yilda hayvan

95



ve insan kaynakli izolatlarda kinolon direnci artmistir. Son yillarda yapilan caligmalar,
kinolon direncinin hizli artis1 ve yayilmasinin sebebi olarak direng genlerinin plazmide
bagli aktarimina bagl olabilecegini gostermistir. Bugiline kadar plazmid aracil1 kinolon
direnciyle ilgili yapilan ¢alismalarda gnrA, B,C,S, aac(6’)-1b-cr ve qepA olmak iizere
alt1 gen bolgesi tanimlanmistir (20,78).

Ulkemizde 2005 yilinda yapilan bir galismada, 49 izolatta qnrA gen bdlgesi
arastirtlmis ve bir E. cloacae bir de C. freundii izolatinda qnrA geni tespit edilmistir
(12). Oktem ve ark. (13) tarafindan yapilan ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen
356 Enterobacteriaceae iiyesinde qnrA, gnrB ve gnrS genlerinin varligi arastirilmis, 61
izolatta gnrA, 3 izolatta gqnrS geni saptanmistir. qnrA saptanan izolatlarin ikisinin ve
gnrS saptanan izolatlarin birinin GSBL pozitif oldugu gézlenmistir. Aktepe ve ark. (79)
yaptiklar1 calismada aac(6’)-1b-cr gen oranint %59,8 olarak saptanirken diger gen
bolgelerine rastlanmamistir. Ayrica bu gen bolgesine sahip suslarin %86,6’sinin GSBL
tireten suslar oldugu bildirilmistir. Nazik ve ark. (14) yogun bakim hastalarindan izole
edilen toplam 460 Gram negatif bakteride gnrA, gnrB, gnrS, 3 (%0,65) E. cloacae
izolatinin birinde ¢gnrBI’yi ve ikisinde qnrS1’yi saptanmustir. Tirkiye'de farkli
hastanelerden izole edilen ve toplam 248 E. coli ve K.pneumoniae izolatinda gnrA,
gnrB, gnrS, aac(6')-1b-cr genlerinin sikliginin arastirildigi bir ¢alismada da, bir K.
pneumoniae izolatinda farkli plazmidler {izerinde qnrBl ve aac(6')-lb-cr genleri
saptanmigtir (15). Coban ve ark. (22) tarafindan Tiirkiye’de ¢ok merkezli olarak yapilan
caligmada 19.010 izolat (18.624 Salmonella spp., 285 E.coli, 68 Shigella spp., 29
K.pneumoniae, 2 C.freundii ve 2 Proteus mirabilis) kinolon direnci agisindan
aragtirilmig ve azalmig siprofloksasin duyarliig (MIK 0.12- 0.5 mg/L) gosteren ancak
nalidiksik aside duyarli olan 123 izolatta gnr genleri arastirilmis ve iki Salmonella spp.
izolatinda gnrB, 25 Salmonella spp. ve bir E. coli izolatinda gnrA, dort Salmonella spp.
izolatinda gnrS gen varlig1 saptanmustir. Calismamizda, gnrS ti¢ E. coli (%3,6) ve bir K.
pneumonaie (%4,2) izolatinda, qnrB bir K. pneumonaie (%4,2) izolatinda, gepa bir E.
coli (%0,91) izolatinda belirlendi. aac(6')-1b-cr gen bolgesi ise 82 E. coli (% 75,3), 15
K. pneumoniae (% 62,5) susunda pozitif olarak saptandi. qnrA ve qnrC gen bolgelerine
calismamizdaki izolatlarin hi¢ birinde saptanmadi. Calismamizda agirlikli olarak
saptanan aac(6’)-Ib-cr geni norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi kinolonlarin

enzimatik inaktivasyonundan ve sonucta duyarliligin azalmasindan sorumlu
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tutulmaktadir. Kinolon direncinden sorumlu olan plazmit aracili bu mekanizmalarin
tedavi dozlarindaki kinolon varliginda yiliksek diizey direncin ortaya ¢ikmasin
kolaylastirdig bildirilmektedir (12).

Calismamizda tek bir susta ayni anda birden fazla kinolon gen direncinden
sorumlu gen bolgesi iki E. coli ve bir K. pneumoniae izolatinda tespit edildi. Bir E. coli
izolatinda gepa, qnrS ve aac(6')-1b-cr, bir K. pneumoniae izolatinda qnrB ve aac(6')-1b-
cr, yine bir E. coli izolatinda hem gnrS hem de aac(6')-1b-cr gen bolgeleri tespit edildi.

Calismamizdaki sonuglarla uyumlu olarak iilkemizde daha Once yapilan
aragtirmalarin ¢ogunda qnrA, gnrB, gnr S ve gnrC gen bolgeleri diisiik oranda
bildirilmistir (79). Ulkemizde daha 6nce yapilan ¢alismalarda gnrA, gnrB ve gnrS gen
bolgelerini tagiyan izolatlarin CTX-M, TEM, SHV ve OXA tipi beta laktamazlardan en
az birini tasidiklart belirlenmistir (14). Calismamizda kinolon direng genleri saptanan
izolatlarin hepsinde CTX-M, TEM, OXA ve SHV tipi beta laktamazlardan en az birinin
varlig1 saptanmustir. Frasson ve ark. (124) Italya’da yaptiklar1 calismada, 6zellikle
aac(6')-1b-cr pozitif suslarda florokinolon kullaniminin tedavide basarisizliga neden
olabilecegini bildirmislerdir.

Glinlimiizde bakterilerin klonal yakinliklarinin belirlenmesinde ¢esitli PZR
tabanli  yontemler (AP-PZR, REP-PZR, ERIC-PZR) kullanilmaktadir (75).
Nozokomiyal salginlarin belirlenmesinde rep-PZR yonteminin duyarli, hizli ve
giivenilir oldugu yapilan galismalarda bildirilmistir. Ozellikle bu tip salgmlarda goriilen
coklu ilag direncine sahip E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii ve
Pseudomonas aeruginosa gibi izolatlarin klonal iliskilerinin belirlenmesinde rep-
PZR’nin PFGE’ne alternatif olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (75,125,126).
Rokotohirina ve ark. (127) coklu ila¢ direnci olan 49 GSBL pozitif E. coli, K.
pneumoniae, K. oxytoca ve E. cloacae izolatinin 37’sinde (%75,5) blaCTX-M-15 ve
39’unda (%38,7) SHV-2 saptamislardir. Bu izolatlarin biiyiik bir kistminin rep-PZR ile
Al grubunda yer aldigint bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada Rep-PZR Diversilab
yontemi ile tiplendirilen 100 E. coli izolatindan ikisi ana klon (1 ve 2) olmak {izere
toplam 5 farkli klon (1-5) elde edildi. 1. ana klon E. coli’lerin 19 (% 19)’nun toplandigi
en biiyiik klon olup 2. ana klon 11 sus (%11) ile ikinci biiyiik klondu. Geri kalan diger
ti¢ klonun dagilimina bakilacak olunursa 3. klon 2 (%11)’ser sus; 4. ve 5. klon 5’ser (%

5) sustan olugsmaktadir. Her iki ana klondaki 6rneklerin agirlikli olarak geldigi servisler

97



pediyatri ve liroloji olup klonlardaki 6rneklerin, 11°1 pediyatri, 19’u iiroloji servisinden
gelmistir. Ana klonlardaki 6rneklerin 26°s1 idrar, biri kan, ikisi yara ve biri dokudur.
Ozellikle 1. ana klondaki izolatlarin pediyatri servisinden mart ayinda izole edilmesi ve
saptanan gen bolgelerinin benzer olmasi dikkat cekicidir. Ana klonlardaki suslarin
hepsinde CTX-M Grup 1, TEM tipi beta laktamazlar goriilmekte olup kinolon direng
geni olarak aac(6’)1b saptandi. Buna gore ana klondaki suslarin benzer direng profilleri,
direncin klonal yayiliminin gostergesi olabilecegi diisiiniildi.

Sonug olarak GSBL olusturma ihtimali olan izolatlara dogrulamak i¢in CLSI’1n
onerdigi kombine disk difiizyon testi yapilmistir. Bu testin sonuglarinin CDS testi ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Rutin laboratuvarda GSBL tespitinde KDD ve CDS
testinden biri tercih edilebilir. E- testin maliyetli olmasi ve degerlendirme gii¢liigii ve
diger 1iki testle uyumsuz sonuclar1 sebebiyle kullanimi Onerilmemektedir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in hastanemizdeki suslarin direng genlerinin calisilmasi
onemlidir. Gram negatif enterik bakterilerde farkli diren¢ mekanizmalarinin ¢esitlilik
kazanmas1 ve direncin farkli bakteriler arasindaki aktarimi bu suslarin tedavisini
zorlastirmaktadir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda direncin klonal yayilimi ve
nozokomiyal salginlarin Oniine gegilmesi igin {niversal izolasyon prensiplerine

uyulmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Klinik 6rneklerden (idrar, kan doku, abse ve yara) izole edilen 133
Enterobacteriaceae izolatiin (109 E. coli, 24 K. pneumoniae) agirlikli olarak Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 (%36,8) ve iiroloji servisinden (%21,1) gelen 6rneklerden elde
edildigi saptandi. Bu suslarin antibiyotik duyarlilik test sonuglart incelendiginde,
suslarin %99,25°1 ampisilin, sefazolin, seftazidim ve sefepime, %98,5’u seftriaksona
direncli bulunmustur. Suglarin  %99,25°1 meropenem ve %98,5’u imipeneme duyarl
olarak tespit edildi. Calismamizda GSBL saptanmasinda kullanilan fenotipik testlerin
uyumlu oldugu goriilmektedir. Rutin laboratuvarda kullanim kolayligi ve ucuz olmasi
sebebiyle cift disk sinerji veya kombine disk diflizyon testi GSBL’larin belirlenmesinde
kullanilabilir.

Bu suslarin tiimiinde molekiiler yontemle en az bir veya birden fazla GSBL
aktivitesinden sorumlu gen bolgesi tespit edilmistir. Bu izolatlarda agirlikli olarak CTX-
M grup 1, TEM ve OXA tipi beta laktamazlar saptanmis olup elde edilen sonuglar
iilkemizde ve diinyada yapilan diger caligmalarla uyumludur. Kinolon direncinden
sorumlu gen bolgeleri igerisinde aac(6')-1b-cr gen bolgesi’nin agirlikli olarak
saptanmasmin (E. coli %75,3, K. pneumoniae %62,5) ¢oklu ila¢ direncinin bir
gostergesi olabilir. Ciinkii bu suslarda CTX-M, TEM, SHV ve OXA tipi beta
laktamazlardan en az birini tasidiklar1 belirlenmistir. Calismamizda kullandigimiz
multipleks PZR yonteminin beta laktamaz ve karbapenem direncinden sorumlu ¢ok
sayidaki gen bdlgelerinin aynt zamanda arastirilmasini saglamaktadir. Bu metodun
epidemiyolojik ¢aligmalarda pratik ve gilivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi
goriilmektedir.

Calismamizda Rep-PZR Diversilab yontemi ile tiplendirilen 100 E. coli
izolatindan elde edilen ana klondaki (1 ve 2) drneklerin agirlikli olarak geldigi servisler
pediyatri ve {iroloji olup ana klonlardaki suslarin hepsinde CTX-M Grup 1, TEM ve
OXA tipi beta laktamazlar ve kinolon direng geni aac(6’)1b saptandi. Her iki ana
klondaki diren¢ profilindeki benzerlik direncin klonal yayiliminin gostergesi oldugu

diisiiniilmektedir. Bu nedenle hastane enfeksiyonuna neden olan enterik bakterilerin
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kokeninin arastirilmasi 6nemlidir. Daha sonraki yapilacak calismalarda enfeksiyonun
kaynagi, tastyicilar ve yayilma yolu saptanarak uygun izolasyon onlemleri alinabilir.
Hastanemizde direng genleri igeren enterik bakterilerin yayiliminin énlenmesi
icin tiniversal izolasyon Onlemlerinin uygulanmasi ve o6zellikle ampirik antibiyotik
kullaniminda bu sonuglarin géz dniinde bulundurulmasi gereklidir. Ayrica iilkemizde
farkli bolgelerde hem GSBL epidemiyolojisini hem de enzimlerin yayilimini

saptayabilmek i¢in benzer ¢aligmalarin yapilmasi 6nemlidir.
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