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OZET

TRABZON VE GIRESUN iLLERINDEKI CESITLI HASTANELERDE iZOLE
EDILEN Klebsiella pneumoniae SUSLARINDA ANTiBIiYOTiK DIRENC
PROFILERININ BELIRLENMESI VE BETA-LAKTAMAZ GENLERININ
ARASTIRILMASI

Meryem GEZICi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Dog. Dr. Fatih S. BERIS

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinin ardindan kullanima bagli olarak zaman icerisinde
bakterilerde antibiyotiklere kars1 direng meydana gelmistir. Bunlarin igerisinde en yaygin olan
grup beta laktamazlardir. Bu ¢alisma da Trabzon ve Giresun illerindeki hastalardan izole edilen
Klebsiella pneumoniae suslarinin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi ve bu iki ildeki
betalaktamaz genlerinin gesitlerinin ve sikliginin arastirilmas: amaglanmistir.  Bu galismada,
2013-2014 yillar1 arasinda Akgabat Hagkali Baba Devlet Hastanesi ve Giresun Devlet
Hastanesi’nin cesitli kliniklerinden RTEU Fen Ed. Fak. Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari’na gonderilen orneklerden izole edilen 81 adet Klebsiella pneumoniae suglar1 16S
rRNA gen sekansi ile dogtulandiktan sonra PZR yontemi ile betalaktamaz genleri tespit edildi.
Klonlama sonucu elde edilen plazmitler sekans i¢in Macrogen’e gonderildi ve sekans sonuglari
degerlendirildi. Akcaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesinde galisilan 26 6rnegin Ampisilin-
sulbaktam ve trimetoprim-sulfometaxazol antibiyotiklerine yiiksek oranda direnglilik gosterdigi,
imipenem ve meropenem antibiyotiklerine karsi olduk¢a duyarli oldugu gozlendi. Giresun
Devlet hastanesi’nde calisilan 55 6rnegin seftazidim ve sefazoline direnglilik gosterdigi ayrica
Akcaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesinde calisilan orneklerle benzer olarak imipenem ve
meropenem antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu saptandi. Ayrica yapilan ¢alisma sonunda
blajwe, blaoxass, blaoxass, blaper2, blages, blayiv, blaves, blanpms direng genleri tespit
edilemezken, 40 susta blagyy, 10 susta blatgm, 10 susta blacrx.mi, 1 susta blactxmz,9 susta blagxa-

23, 2 susta bIaOXA_24 ve 2 susta bIaOXA_51 Saptandl.

2015, 64 sayfa

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, betalaktamaz, PZR, Trabzon, Giresun



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCY PROFILES AND BETA
LACTAMASES GENES OF Klebsiella pneumoniae STRAINS ISOLATED FROM
TRABZON AND GIiRESUN HOSPITALS

Meryem GEZICI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Fatih S. BERIS

Following the introduction of antibiotics in clinical use, resistancy to antibiotics has occurred in
bacteria. In these antibiotics, beta lactamases are the first one.

In this thesis, investigation of antibiotic resistance profiles and diversity of beta lactamase genes
in Klebsiella pneumoniae strains from the hospitals in Trabzon and Giresun provinces was
aimed. In this study, it was found beta lactamase genes by PCR in 81 Klebsiella pneumonia
strains from Akcaabat Hackali baba State Hospital and Giresun State Hospital to our
laboratuaries. The cloned samples obtained from PCR fragments were sequenced by Macrogen
Inc.

According to antibiotic resistance studies, the most effective antibiotics against the bacteria
from Akcaabat Hackali baba State Hospital were imipenem and meropenem, although
ampicilline-sulbactam and trimetoprime-sulfometaxazole were not effected. The most effective
antibiotics against the bacteria from Giresun State Hospital were imipenem and meropenem,
too. Also these strains were resistant to seftazidim and sefazoline. Although there weren’t any
blajwe, blaoxa.ss, blaoxass: blaper.2, blages, blaviv, blayves, and blaypm-1genes in alla isolates,
blasyy, blatem, blacrx-mi1, blacTx-mz, blaoxazs, blaoxa=2a, and blagxa.s: were found in 40, 10, 10,

1,9, 2, and 2 isolates, respectively.

2015, 64 pages

Keyword: Klebsiella pneumoniae, beta lactamases, PCR, Trabzon, Giresun
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Enterik gram negatif bakteriler uzun zamandir hastane kokenli patojenler
arasinda ilk sirada yer almaktadir (Tasli, 2003). ilk zamanlar bu infeksiyonlarin
tedavisinde genellikle beta-laktam antibiyotikler tek basina veya diger grup
antibiyotiklerle birlikte kullanilmaktaydi. Ancak son zamanlarda bilingsizce yada
yetersiz dozda kullanilan antibiyotiklerle beraber direng gelistiren bakteriler hizla
yayilmakta ve bu dirence bagli olarak tedavi basarisizliklar1 artmaktadir. Beta-laktam
antibiyotiklere karsi direng gelisiminden sorumlu mekanizmalar i¢inde en Gnemlisi
bakterilerin irettigi beta-laktamazlardir. Son yillarda ¢ok sayida beta-laktam
antibiyotigi gelistirilmis ancak klinik kullanima giren her yeni antibiyotikle birlikte
buna direng gosteren beta-laktamazlar ortaya ¢ikmistir. Gram negatif bakterilerde
bulunan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi plazmid kaynakli betalaktamazlar ilk zamanlar
sadece birinci kusak sefalosporinleri ve penisilinleri hidrolize edebilen enzimler iken
daha sonra bu enzimlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu Genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar (GSBL) ortaya c¢ikmistir. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
birinci kusak sefalosporinleri ve penisilinlerde dahil olmak iizere son kusak
sefalosporinleri hidroliz etme 6zelligine sahiptir. GSBL’ler, Klebsiella pneumoniae ve
Escherichia coli basta olmak iizere Gram negatif Enterobacteriaceae iiyelerinde siklikla
goriilmektedir. GSBL’ler TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES/IBC, TLA, BES, OXA
olmak iizere genel olarak dokuz farkli grup icinde simiflandiriimaktadir. Ulkemizde
Enterobacteriaceae iiyelerinde en stk TEM, SHV, CTX-M tipi enzimler gorilmektedir
(Ozkul, 2007). Enterobacteriaceae iiyesi olan Gram negatif K. pneumoniae bakterileri
ilk kez 1885 yilinda Paul Ehrlich tarafindan izole edilmistir. Gram negatif, kapsiillii,
hareketsiz, fakiiltatif anaerop olan bu basiller nazokomiyal infeksiyon olusturan etkenler

arasinda Esherichia coli’den sonra ikinci siradadir (Aladag, 2006).

Calismamizda, Trabzon ve Giresun illerindeki hastalardan izole edilen Klebsiella
pneumoniaea suslarinin antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesi ve bu iki ildeki

betalaktamaz genlerinin g¢esitlerinin ve sikliginin arastirilmasi amaglanmistir.



1.2. Antibiyotik Tanim ve Tarihgesi

Antibiyotik, cesitli mikroorganizmalardan ozellikle funguslardan elde edilen,
insanlar tarafindan kullanildiginda ¢ok kiiciik dozlarda bile bakteriyel infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan ilaglardir. Antibiyotikler diger bakteriler lizerinde oOldiiriicii
(bakterisidal) ve iiremelerini engelleyici (bakteriyostatik) etki gdsteren olmak iizere
ikiye ayrilir. (URL-3)

Bakteriyal infeksiyonlarin antibiyotikler sayesinde onlenebilecegi diisiincesi ilk
olarak 19. yiizyilin ikinci yarisinda Pasteur ve Joubert tarafindan ortaya atilmistir. Steril
idrarda tireyen sarbon Dbasillerinin  diger bakterilerinde bulundugu idrarda
tireyemediklerini ve hatta 6ldiiklerini gozlemleyen arastirmacilar yaptiklari deneyler
sonucunda, diger bakterilerle kirlenmis idrara karistirilan sarbon basillerinin deney
hayvanlarinda hastalik olusturamadigini ortaya koymalari, bakteriyal infeksiyonlarin

antibiyotiklerle miicadele alanindaki ilk adimlari olusturmustur (Kog, 2008).

Domagh’in 1935 yilinda yaptigi deneyler sonucunda infeksiyon hastaliklarinin
modern kemoterapisini siilfonamidlerle yapilabilecegini gostermistir. Boylelikle
stilfonamid ¢ag1 baslamis ve hizla gelismistir. 10 yil igerisinde 5400 siilfonamid tiirevi
antibiyotik sentezi yapilmig ve biiyiik bir bolimii de klinikte kullanilmigtir. Penisilinin
kesfedilmesine kadar gecen siirede siilfonamidler antibakteriyel kemoterapinin en etkili

ilac1 olarak yaygin bir bigimde kullanilmislardir (Kog, 2008).

Alexander Fleming stafilokok varyantlar1 tizerinde g¢alismalar yaparken, bir
tesadiif sonucu Kiiltiir ortamina bulasmis bir kiif mantarinin etrafinda stafilokoklarin
tireyemediklerini ve hatta 6ldiiklerini gérmiistiir. Bu mantarin kiltiir 6ziitlerini yaptigi
calismalar sonucunda bir¢ok bakteriye karsi etkili oldugunu bulmus ve iireyen kiif
mantarlarinin  Penicillinum  tiirtinden olmasindan dolayr buldugu bu maddeye
“Penisilin” adinm1 vermistir. Florey, Chain ve Abraham’in 1940 yilinda Oxford
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde  penisilinin  farelerde  olusturulan  streptokok
infeksiyonlarindaki etkinligini deneysel olarak kanitlamis ve sonuglarint Mayis 1940°da

yayinlamislardir (Kog, 2008).



1.2.1. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Antibiyotikler etki mekanizmasina gore dort gruba ayrilmaktadir.
a. Bakteri protein sentezini inhibe edenler
b. Bakteri niikleik asit sentezini inhibe edenler
c. Bakteri hiicre membraninin fonksiyonunu bozanlar
d. Bakteri hiicre duvarinin sentezini inhibe edenler (Papin, 2009; Bastopcu, 2008;
Kalkan, 2008)

a. Bakteri protein sentezini inhibe edenler

Bakteri protein sentezini inhibe ederek etki eden antibiyotikler, ribozoma
baglanarak genetik bilgilerin mRNA’dan aktarilmasini, mRNA’nin okunmasini veya
mRNA’ya tRNA’nin baglanmasin1 engelleyerek protein sentezini durdururlar.
Aminoglikozidler,  kloramfenikol, tetrasiklinler,  makrolidler, linkozamidler,
streptograminler, fusidik asit ve mupirosin gibi antibiyotikler bu grup iginde yer
almaktadir (Kalkan, 2008).

b. Bakteri niikleik asit sentezini inhibe edenler

Bu olay birkag farkli sekilde meydana gelmektedir. Novobiyosin, naliksik asit,
florokinolon gibi antibiyotikler DNA-giraz (topoizomeraz) enzimini inhibe ederek DNA
replikasyonunu 6nlerler. Rifamisin gibi antibiyotikler ise DNA bagimli RNA-polimeraz
enzimini inhibe ederler ve mRNA’nin iiretimini engellerler. Baz1 antibiyotikler ise folik

asit sentezini inhibe ederek DNA replikasyonunu engeller (Kalkan, 2008).

c. Bakteri hiicre membraninin fonksiyonunu bozanlar

Hiicre ici ortamin en Onemli diizenleyicisi sitoplazmik membrandir. Bazi
antibiyotikler de sitoplazmik membranin fonksiyonunu bozarak etki ederler. Boylece
permiabilite bozularak hiicre i¢i denge (homeostazi) bozulur. Bu grupta yer alan
antibiyotiklere polimiksinler, kolistin, gramisidin, tirosidin 6rnek verilebilir (Kalkan,
2008).



d. Bakteri hiicre duvarinin sentezini inhibe edenler

Bakterilerin hiicre duvarinin temel maddesi olan peptidoglikan tabakanin sentezini
inhibe ederek etki eden antibiyotiklerdir. Hiicre duvar yapisinin bozulmasi sonucunda
bakteri hiicresi su alarak siser ve sonunda patlar. Hiicre duvarini inhibe eden ajanlara
beta-laktam antibiyotikler, glikopeptidler, basitrasin, fosfomisin, sikloserin ve
izoniazidler ornek olarak verilebilir. Beta-laktamaz inhibitorlerinin antibakteriyel
etkileri 6nemsiz gibi goriinse de beraber verildigi beta-laktam antibiyotikleri, beta-

laktamazlarin hidrolizinden koruyarak etkilerini gosterirler (Kalkan, 2008).

Tablo 1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandiriimalari (Kog, 2008).

Bakteri  hiicre  duvar Beta-Laktamlar Sefalosporinler
sentezini bozan ve litik Penisilinler
enzimleri aktive edenler ) ) . i
Glikopeptitler Teikoplanin
Vankomisin
Sikloserin
Basitrasin
Sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar Polimiksinler
Deterjan etkisi yapanlar L
( J yap ) Nistatin

Amfoterisin B
30S ya da 50S ribozomlarina baglanarak protein Tetrasiklinler
sentezini geri  dOniistimlii  olarak  bozanlar

. - Eritromisin
bakteriostatik . L
( ) Klindamisin
Pristinamisin
30S ribozomuna baglanarak protein sentezini Aminoglikozitler

degistiren ve hiicre 6liimiine neden olanlar

Rifampisinler (RNA polimeraz
Bakteriyel = niikleik  asit ~ metabolizmasimi inhibisyonu )

degistirenler
(DNA ve RNA sentezini bozanlar) Kinolonlar

(topoizomeraz inhibisyonu)
Bakteriyel antimetabolitler Trimetoprim

Sulfonamidler




1.3. Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotiklerin gilinlimiizde en ¢ok kullanilan antibiyotik grubu
olmasimin nedeni toksititesinin az olmasi, tiim yas gruplarina uygulanabilir olmas1 ve
bakterisidal etkisinden kaynaklanmaktadir (Balin, 2010). Beta-laktam antibiyotikler
bakteri hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki
ederler. Peptidoglikan tabaka N-asetil miiramik asitin yapinda bulunan D-alanin D-
alanin molekiillerinin transpeptidasyon reaksiyonu sonucunda saglamlasir. Bu
reaksiyonda yer alan enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP) ad1 verilir. Beta-
laktam antibiyotiklerin yapisi D-alanin D-alanin molekiiliine ¢ok benzediginden beta-
laktam antibiyotikleri PBP ile reaksiyona girererek transpeptidasyonu engellerler.
Boylelikle hiicre duvar yapisi bozulan bakteride ozmotik direng kayb1 ve 6liim meydana
gelmektedir. Bu antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalar1 ve etkinlik gostermeleri igin
gram negatif bakterilerde (GNB) de protein kanalciklarindan gegmeleri ve periplazmik
boslukta yer alan beta-laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir. Gram-pozitif
bakterilerde (GPB) dis membran tabakasi bulunmadigindan kalin bir peptidoglikan
tabaka bulunmaktadir. Beta-laktamazlar bu kalin peptidoglikan tabakaya yapisik veya

bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak yer almaktadir (Kirag, 2011).

Beta-laktam antibiyotikler 5 gruba ayrilmaktadir.

1. Penisilinler

2. Sefalosporinler

3. Monobaktamlar

4. Karbapenemler

5. Betalaktamaz inhibitorler (klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam)’dir (Altug, 2009;
Ozginar, 2003).

Bu bes grubunda ortak 6zelligi yapilarinda 4 atomlu beta-laktam adi verilen
halka bulundurmalaridir. Beta-laktam antibiyotikleri beta-laktam halkasina baglanan

diger halkalar ve yan zincirlere gére adlandirilir (Sekil 1)
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Sekil 1. Beta-laktam halkasina gore antibiyotikler

1.3.1 Penisilinler

Kesfedilen ve ilk kullanilan beta laktam antibiyotigi olan penisilin 1929 yilinda
Alexander Fleming tarafindan Penicillium notatum’dan elde edilmistir. Stafilokoklar
tizerinde etkili olan bu madde ilk zamanlar penisilin G olarak adlandirilmigtir. Daha
sonra Howard Florey ve arkadaslar tarafindan penisilin iiretimi 6zel isleme alinmstir
(Glinaydm, 2013). Penisilinin esas yapisi 6- amino penisilanik asitten (6-APA)
olusmaktadir. Bu ¢ekirdek yapisi ise bir B-laktam halkas1 ve buna bagli besli tiazolidin
halkasindan olusur. Tiazolidin halkasinda bulunan karboksil grubuna baska maddeler

eklenmesiyle cesitli penisilin tiirevleri olusur.

Penisilinler yapilarina ve etkilerine gore farkli sekilde gruplandirilmaktadir.

a. Dogal penilisinler: Penisilin G (Benzil penisilin)

Penisilin V (Fenoksimetil penisilin)



Penisilin G daha c¢ok Gram pozitif bakterilere karsi etkilidir. Gram negatif
bakteriler hiicre duvarlariin yapisal farkliligindan dolayr bu antibiyotiklere karsi
gecirgen degillerdir. Dogal penisilinler, tiim penisilinler i¢inde gram pozitif bakterilere

kars1 en etkili gruptur (Giinaydin, 2013; Yanik, 2003).

b. Penisilinaza dayanikh penisilinler: Metisilin,
Nafsilin,

Izaksazolil penisilin,

Bu grupta yer alan penisilinler stafilokoklarda etkili olup, stafilokok digindaki
bakterilerde az etkilidirler (Yanik, 2003).

c. Aminopenisilinler: Ampisilin,
Amoksisilin,
Bakampisilin,
Siklasilin,
Episilin,
Aminopenisilinler, Salmonella, Shigella cinsi bakteriler ile E. coli ve Proteus mirabilis

turlerinde etkilidir.

d. Pseudomonaslara etkili penisilinler: Karbenisilin,
Indanil karbenisilin (korindasilin),

Tikarsilin.

e. Genis spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinler: Azlosilin,
Mezlosilin,

Piperasilin.

f. Amdinopenisilinler: Amdinosilin,

Pivamdinosilin.

g. Beta-laktam inhibitorlii kombine penisilinler: Ampisilin/sulbaktam,

Amoksisilin/ klavulonat,



Tikarsilin/klavulonat,
Piperasilin/tazobaktam

Bu grupta yer alan penisilinler bir¢cok beta-laktamaza direngli, genis spektrumlu
antibiyotiklerdir (Balin, 2010; Yanik, 2003).

1.3.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, 1945 yilinda Cephalosporicum acremonium isimli bir mantardan
elde edilen ve gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin olarak kullanilan genis
spekturumlu bir antibiyotik tiridiir (Kaya, 2009; Giinaydin, 2013).

Sefalosporinler penisilinazlara penisilinlere goére daha az duyarli olmalarina
ragmen yapilar1 ve etki mekanizmalar1 bakimindan penisilinlere ¢ok benzemektedirler.
Her iki beta-laktam antibiyotiginde de beta-laktam halkasi bulunmasina ragmen
penisilinlerde bulunan tiazolidin yerine sefalosporinlerde dihidroitiyazin halkasi
bulunmaktadir. Bu nedenle, penisilinlerin ana ¢ekirdegi 6-amino penisilanik asitten (6-
APA) olusurken sefalosporinlerin ana ¢ekirdegi 7- aminosefalosporinik asitten (7-ASA)
olusmaktadir (Kaya, 2009).

Sefalosporinler bakterilere karsi etki spekturumlarina gore 1. kusak, 2. kusak, 3.
kusak ve 4. kusak olarak siiflandirilmiglardir (Bayhiin, 2008; Kangaba, 2013; Mansur,
2010). Her kusaktaki sefalosporinlerin beta-laktamazlardan etkilenme durumu farklilik
gostermektedir. 1. kusak sefalosporinler beta-laktamazlarca yikima ugrarken, 2. kusak
sefalosporinlerin ¢gogu beta-laktamazdan etkilenmemektedir. 3. kusak sefalosporinler de

beta-laktamazlara kars1 oldukga direnglidirler (Giinaydin, 2013).

1. Kusak (dar spekturumlu) Sefalosporinler: Bu grupta yer alan antibiyotikler gram
pozitif bakterilere karsi oldukca etkili olup gram negatif bakterilere karsi degisken etki
gostermektedir. K. pneumoniae, E. coli ve P. mirabilis e orta derece etkilidirler (Yanik,
2003).



2. Kusak (genisletilmis spekturumlu) sefalosporinler: 1. Kusak sefalosporinlerle
benzer olarak Gram pozitif bakterilere karsi olduk¢a etkilidirler. Ayrica Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis gibi Gram negatif bakterilere karsi

1. Kusak sefalosporinlerden farkli olarak daha etkilidirler.

3. Kusak (genis spekturumlu) sefalosporinler: 1. Kusaklara sefalosporinlere gore
etkinligi fazla Gram pozitif bakterilere daha az, 2. Kusak sefalosporinlere kiyasla Gram
negatif bakterilere kars1 daha fazla etkilidir (Yanik, 2003).

4. Kusak sefalosporinler: Bu grupta yer alan antibiyotikler 3. kusak sefalosporinlere
benzemektedir ancak beta-laktamaz direnci 3. Kusak sefalosporinlerden daha fazladir.
Proteus, Klebsiella, E.coli ve Pseudomonas aeruginosa’ya karst etkilidir (Glinaydin,
2013).

Tablo 2. Sefalosporinlerin siiflandirilmasi (Yanik, 2003).

1. KUSAK 2. KUSAK 3. KUSAK 4. KUSAK
Sefadroksil Lorakarbef Seftriakson  Sefpirom
Sefradin Sefoksitin Seftizoksim  Sefepim
Sefapirin Sefmetazol Seftazidim
Sefalotin Sefotetan Sefpodoksim
Sefaloridin Sefuroksim Sefotaksim
Sefaleksin Sefprozil Sefiksim
Sefazolin Sefaronid Sefaperazon

Sefonisid

Sefamandol

Sefaklor

1.3.3 Monobaktamlar

Monobaktamlar diger beta-laktamlardan farkli olarak yapisinda beta-laktam

halkasindan  baska yan  zincir  bulundurmamaktadir. Bu  beta-laktamlar

Chromobacterium,  Agrobacterium,  Gluconobacterium,  Flexibacterium  ve

Pseudomonas gibi toprakta yasayan degisik bakteriler tarafindan iiretilmektedir. Bu
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grubun dar spekturumlu olarak adlandirilmasinin nedeni Gram negatif bakterilere karsi
giicli etki gosterip Gram pozitif ve anaerobik bakterilere etkinliginin olmamasindan
kaynaklanmaktadir (Giinaydin, 2013). K. pneumoniae, H. influenzae, Moraxella
catarrhalis gibi sik rastlanan gram negatif patojenlere karsi etkilidir (Balin, 2010).

Giliniimiizde kullanilan tek monobaktam aztreonamdir.

1.3.4. Karbapenemler

Karbapenemler yapisal olarak diger beta-laktamlardan  ayrilmaktadir.
Halkalarinda stilfiir veya oksijen atomlar1 yerine hidroksietil yan zinciri bulunmaktadir.
Bu grubun etken madesi bir toprak mantar1 olan Streptomyces cattleya’dan iiretilen
tienamisindir. Karbapenemler, giiniimiizde gelistirilen en genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotikleridir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif aerobik ve anaerobik

bakterilerinin ¢oguna kars1 oldukga etkilidir (Kaya, 2009).

Karbapenem iiyelerinden iilkemizde klinik kullanimda imipenem, meropenem ve
ertapenem kullanilmaktadir. Japonya’da panipenem, biapenem ve faropenem
kullanirken. ABD’de ise doripenem onay asamasinda olan karbapenem iyesidir
(Glinaydin, 2013).

1.3.5. Beta-laktamaz inhibitorleri

Kimyasal yapisinda beta-laktam halkas1 bulunduran ve bu haliyle beta-laktamlara
cok benzeyen ancak tek baslarina kullanildiklarinda zayif antibakteriyel etki gdsteren
maddelerdir (Giinaydin, 2013; Oz¢mar, 2003). Ulkemizde klinikte en fazla kullanilan
beta-laktamaz inhibitorleri Klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam’dir. Bu beta-
laktamaz inhibitorlerinin tek baslarina kullanildiklarinda etkileri zayif oldugu igin baska
bir beta-laktam ile birlikte kullanildiginda etki gostermektedirler (Giinaydin, 2013).

10



Penisilinler Beta Laktamaz inhibitsrleri Sefalosporinler
(Klavamlar) o

il H H }""" o
] T T -0 1 :
Ry CH H—-—r Ry i

; H C-CH>—Ry i

N, o

°s

H “OCH CooH

Karbapenemler

Sekil 2. Beta-laktam antibiyotiklerin kimyasal yapisi (URL-1)

1.4. Beta-Laktam Antibiyotiklerdeki Diren¢ Mekanizmalari

Spratt tarafindan 1975 yilinda beta-laktam antibiyotiklerin hedef molekiiliiniin D-
alanin D-alanin molekiillerinin transpeptidasyonundan sorumlu olan penisilin baglayan
proteinler oldugunu tanimlamistir. Beta-laktam antibiyotiklerin etki gdsterebilmeleri
icin Gram negatif bakterilerde bulunan dis zardan ve periplazmik bosluktan gegerek
penisilin baglayan proteinlere yeterli miktarda ulasmasi ve baglanmasi gerekir.
Bakterilerin direng gelistirebilmesi icin, bu basamaklarin herhangi birinde bir engel
olusturmasi gereklidir. Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng 3

yolla gelisebilmektedir.

A) Ilacin hedef bolgesi olan PBP’de meydana gelen degisiklikler
B) Dis membran gegirgenliginin bozulmasi

C) Betalaktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi (Demir, 2006; Kangaba, 2013).

A) Tlacin hedef bolgesi olan PBP’de meydana gelen degisiklikler

Beta-laktam antibiyotiklerin hedef bolgeleri transpeptidasyondan sorumlu olan
PBP’lerdir. Membrana yapisik olarak bulunan PBP’de meydana yapisal farkliliklar;

kromozomal mutasyonlar sonucu PBP’nin betalaktam antibiyotigine olan ilgisinin
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azalmasi veya diisiik etki gosteren yeni PBP’ lerin sentezlenmesi sonucu olusmaktadir.
Bu tiir direng Gram negatif bakterilerde ender gortliirken Gram pozitif bakterilerde
daha sik goriilmektedir (Sahin, 2012).

B) Di1s membran gecirgenliginin bozulmasi

Gram pozitif bakteriler ile gram negatif bakterilerin membran yapisinda birgok
farkliliklar vardir. Gram pozitif bakterilerde dis membran bulunmazken Gram negatif
bakterilerde bulunan dis membran beta-laktam antibiyotiklerine karsi bir engel
olusturmaktadir. Beta-laktam molekdilleri, dis membranda bulunan porlar yoluyla hiicre
igine aliir. Dig membran proteinlerinin sentezinin azalmasma neden olan ya da bu
proteinlerde degisiklige yol agan mutasyonlar, beta-laktam antibiyotige duyarliligin
azalmasina sebep olmaktadir. Bu tip direng ozellikle E. coli ve Pseudomonas

aeruginosa suslarinda goézlenmistir (Balin, 2010).

C) Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi

Beta-laktamlar, bakterilerde bulunan peptidoglikan tabakanin sentezinden
sorumlu olan transpeptidasyon reaksiyonlarini engelleyerek hiicre duvari sentezini
inhibe ederek etki gosterirler. Beta-laktamazlar, beta-laktamlarin etkisini siklik amid
bagimi1 parcalayarak yok eden enzimler olup, beta-laktamaz genleri bakteri
kromozomunda ya da plazmid, tranpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarda
da bulunabilmektedir (Balin, 2010). Simdiye kadar g¢esitli 6zellikler goz Oniinde
bulundurarak yaklasik 600 beta-laktamaz tanimlanmistir (Yakupogullari, 2004).
Bunlarin yaklasik 150 tanesi GSBL’dir. Birgok bakteri tiirli i¢in 6nemli olan bu direng

yolu 6zellikle Enterobacteriaceae iiyelerinde gézlenmektedir.
1.5. Beta-Laktamazlar
Beta-laktamazlar, beta-laktamlarin etkisini siklik amid bagini parcalayarak yok

eden enzimlerdir. Dolayisiyla beta-laktamazlar, beta-laktam halka yapisin1 bozarak

beta-laktam antibiyotiklere karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir.
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Beta-laktamazlar ilk defa penisilinin mucidi Dr. Alenxander Fleming tarafindan
bildirilmigtir. Daha sonra ise klinikte kullanilan her yeni antibiyotigin bulunmasiyla
birlikte o antibiyotigi hidroliz eden yeni enzimler tanimlanmistir (Yakupogullari, 2004).
Beta-laktamaz enzimleri basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere birgok GN

bakterilerde etki etmektedir.

1.5.1. Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta-laktamaz enzimleri bazi oOzellikleri gbéz Oniinde bulundurarak ¢esitli
sekillerde siniflandirilmistir. Ambler beta-laktamazlari aminoasit ve niikleotid dizilerine
gore molekiiler smiflama, Bush substrat profillerine bakarak biyokimyasal siniflama
Sykes ve Richmond ise izoelektrik noktarmna gore siniflama yapmistir (Golabi, 2011;
Giiler, 2007; Yakupogullari, 2004). Giinimiizde en ¢ok kullanilan siniflandirma
yontemi olarak smif A, B,C, D olmak {izere Ambler tarafindan yapilan

siiflandirmasidir.

1980’de Ambler beta-laktamazlari molekiiler yapilarina gore A, B, C, D olmak
tizere 4 sinifa ayirmistir (Cetin, 2006; Mansur, 2010).
Simf A: Bu grupta yer alan beta-laktamazlar aktif bolgelerinde serin aminoasiti tagirlar
ve penisilinleri hidrolize eder. TEM, SHV, CTXM-1, CTXM-2 beta-laktamazlar1 bu
grupta yer almaktadir.
Simf B: Bu gruptaki beta-laktamazlar karbapenemazlardan olusan metallo-beta-
laktamazlardir ve aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inkoya bagli tiyol gruplarina ihtiyag
duyarlar. VIM ve IMP beta-laktamazlari bu grupta yer almaktadir.
Simf C: Bu grupta yer alan beta-laktamazlar oncelikle sefalosporinazlardan olusan,
kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC enzimler olarak da
adlandirilan enzimlerdir.
Simf D, Oksasilinazlardan olusan bu beta-laktamaz grubu sinif A da olgu gibi aktif
bolgelerinde serin aminoasiti tagirlar (Sahin, 2012). OXA-23, OXA-24, OXA48, OXA-
51 beta-laktamazlar1 bu grupta yer almaktadir.
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Tablo 3. Beta-laktamazlarin karsilastirmali siniflandirilmasi (Yakupogullari, 2004).

Bush, Sykes ve Ambler’in  Inhibe Inhibitér Temsilci Enzimler

Jacoby, Richmond  Molekiiler  Olan Klav. EDTA

Medeiros Simiflamas:  Antibiyotik

1 la,Ib,Id C SS - - GNB kromozamal ve plazmit

kokenli AmpC  enzimleri
(MIR-1,BIL-1,MOX-1 vb.)

2a A Pen + - GPB penisilinazlart (NSP-1
vb.)
2b i A Pen, SS + - TEM-1,SHV1vb
2be v A Pen, + - TEM-3..29, TEM-42..43,60
SS,Mbact vb
2br A Pen + - TEM-30..41..59 vb
2C I, v A Pen,Crb + - PSE-1,PSE-3,PSE-4 ROB-1
2d \Y D Pen,Cloks + - OXA-1-21, PSE-2
2e Ic A SS + - P. vulgaris’in indiiklenebilir
sefalosporinazi
2f A Pen,SS,Car + - E. cloaca’nn NMC-A ve
Serratia’nin Sme-1 enzimi
3 B Car ve tiim - + X.malpthilia’nin L1 ve
B-lac B.fragilis’in Cer- A enzimi
4 7SS Pen - ? P. cepacia’nin penisilinazlar

Kisaltmalar: Pen: Penisilin, SS: Sefalosporin Mbact: Monobaktam, Crb: Karbenisilin, Cloks:
Kloaksasilin

1995 yilinda Bush, Jacoby ve Mederios, biyokimyasal 6zellikleri ve substrat
profillerine gore beta-laktamazlar1 4 gruba ayirmiglardir (Altinkanat, 2006).

Grup 1: Bu grupta yer alan enzimlerin bir¢ogu kromozomal ve indiiklenebilme
ozelligine sahiptirler. Molekiiler siniflamada sinif C de yer alan bu grubun AmpC tipi
enzimler olarak da adlandirilmasinin nedeni kromozomal ampC geni tarafindan
kodlanmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmid kontroliindeki FOX-1, LAT-1, MIR-1,
BIL-1 beta-laktamazlari da bu grupta yer almaktadir.

Grup 2: Bu grup diger gruplara gore daha genis kategoriye sahiptir. Bu grup substrat
profilindeki farklilik nedeniyle birkag alt gruba ayrilmaktadir. Bu grupta yer alan
enzimlerin timii molekiiller sinif olarak A ve D’de yer almaktadir. Bu beta-laktamazlar
substrat olarak penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri
ve monobaktamlar1 kullanmalarina gore 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2be ve 2br olmak iizere 6 alt

gruba ayrilirlar. 2b, 2be ve 2br alt grubunda bulunan TEM ve SHV grubu enzimlerin
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klinik agidan 6nemli olmasinin nedeni plazmidlerce tasinmalarindan kaynaklanmaktadir

(Kirag, 2011).

Grup 3 (metallo p —laktamazlar): Diger enzimlerden farkli olarak aktif bolgelerinde
serin yerine bir Zn*? (¢inko) iyonu bulunan bu grup metallo beta-laktamaz olarak
adlandirilmaktadir. Diger gruplardan farkli olarak klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi inhibitorlerden etkilenmezler. Metallo beta-laktamazlar 3a, 3b ve 3c
olmak tizere 3 alt gruba ayrilmistir. 3a’da alt grubunda IMP-1-8 ve VIM-1-3 enzimleri
yer alirken, 3b’de Aeromonas’in karbapenemazlari, 3¢ alt grubunda ise Legionella

gormanii’nin yiiksek sefalosporinaz aktivitesi olan metallo enzimleri bulunmaktadir.

Grup 4: Bu grupta yer alan beta-laktamazlar, klavulanik asit ile iyi inhibe olmayan
penisilinazlardan olusmaktadir. Bir tanesi disinda hepsi kromozomaldir. Yapilart heniiz
tam olarak saptanamadigindan dolay1 molekiil sinifi heniiz belirlenmemistir. Bu grupta
yer alan enzimlere 6rnek olarak A. faecalis, B. fragilis, C. jejuni’den izole edilen
enzimler, Clostridium butyricum’un indtiklenebilen enzimi, E. coli’nin plazmid
kontroliindeki SAR-2 beta-laktamazlar1 verilebilir (Demir, 2006; Kirag, 2011).
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Tablo 4. Beta-laktamaz gruplar1 (Altinkanat, 2006)

Beta- Alt Molekul Substrati Ornek enzimler

laktamaz  grup Sinifi

Grubu

1 C Sefalosporinler Kromozomal ve plazmid
kokenli AmpC tipi enzimler
(FOX, CYM)

2 2a A Penisilinler Gram (+) bakterilerin (S. aureus,

S. albus) penisilinazlari

2b A Penisilinler ve  TEM-1, TEM-2, SHV-1
dar spektrumlu
sefalosporinler

2be A Penisilinler, TEM ve SHV tiirevi
sefamisinler GSBL’ler, PER,
harig CTX-M, VEB, GES

sefalosporinler,
monobaktamlar

2br A Penisilinler Inhibitérlere Direngli
TEM-30 ve 36, TRC-1
2¢C A Penisilinler, Karbepenisilinazlar (PSE-1, 3 ve
Karbesilin 4, CARB-3, BRO-1, SAR-1)
2d D Penisilinler OXA tipi enzimler,
Oksasilin PSE-2(OXA-10)
2e A Sefalosporinler  P. vulgaris’in

Indiiklenebilir B-laktamazi,
Bacteriodes fragilis cep A
2f A Penisilinler, Karbapenemazlar, E. cloacae,
sefalosporin, NMC-A IMI-1, Sme-1 ve 2,
monobaktam,  GES-2
karbapenemler

3 3a, 3b, B Karbapenemler Cinko bagimli karbapenemazlar,
3c dahil bircok B Stenotrophomonas maltophilia-
laktam L1
4 ? Penisilinler Burkholderia cepacia’nin
Penisilinazi

1.5.2. Beta Laktamazlarin isimlendirilmesi
Beta-laktamazlar etkiledikleri substratlarina, biyokimsal ozelliklerine, ilk izole

edildikleri; bakteri, sus, hasta ismi, eyalet isimleri, hastane isimleri gibi bir¢ok faktore

bakilarak gesitli sekillerde isimlendirilmistir:

16



a. Tercih ettikleri substratlara gore: CARB (karbenesilin), IMP (imipenem), OXA
(oksasilin)

b. Biyokimyasal 6zelliklerine gore: SHV (silfidril hiper variabil), NBC

c. Ilk izole edildikleri bakterilere gore: AER (Aeromonas), PSE (Pseudomonas)

e. Ilk izole edildikleri suslara gore: P99

f. 1lk izole edildikleri hasta isimlerine gére: TEM (Temoniera), BIL (Bilal), ROB gibi.
g. Ilk izole edildikleri eyaletlere gére: OHIO

h. Ilk izole edildikleri hastaneye gére: MIR (Miriau Hospital in Providence), DHA
(Dhahran Hospital in Saudi Arabia) , RHH

i. Ik defa bulan bulan kisiye gore: HMS

Son yillarda TEM enziminden tiireyen enzimlerinin sayis1 fazla artmis ve bu yeni
enzimlere CAZ (seftazidimaz), CTX (sefatoximaz) veya IRT (inhibitor rezistan) gibi
isimler verilmistir ancak karisikliga neden olmustur. Bu konudaki oneri ise; TEM’den
koken olan tim enzimlerin TEM-25, TEM-36 gibi numaralar verilmesidir (Giiler,
2007).

1.6. Genislemis Spekturumlu Beta-Laktamazlar (GSBL, ESBL)

Genislemis spekturumlu beta-laktamazlar, 6zellikle TEM ve SHV enzimlerinin
bir ile yedi aminoasit degisikligi ile olusan mutasyona ugramis beta-laktamazlardir
(Orak, 2005). Son yillarda TEM ve SHV disindaki beta-laktamazlardan kdken alan yeni
bircok genislemis spekturumlu beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir (Yanik, 2003). ilk
GSBL enzimi 1983 yilinda Almanya’da bildirilmistir. 1991 yilindan itibaren biitiin
diinyada bildirilmeye baslanmis ve her gegen giin sayilari hizla artmaktadir. Simdiye
kadar Ingiltere, Ispanya, Portekiz, Italya, Yunanistan, ABD, Kuzey Afrika, Giiney
Amerika, Japonya ve Cin olmak iizere hemen hemen tiim uzak dogu iilkelerinde tespit
edilmistir. (Yakupogullari, 2004). Ulkemizde ve diger iilkelerde GSBL enzim sayis1 her
gecen giin artmaktadir. GSBL enzim c¢esitlerinin dagilimi cografi olarak degisiklik
gostermektedir. Almanya’da SHV-2 ve SHV-5, Fransa’da, SHV-3, SHV-4 ve TEM-3,
ABD’de ise TEM-10, TEM-12 ve TEM-26 en fazla izole edilen genislemis spekturumlu
beta-laktamazlardir. Tiirkiye’de de en fazla bulunan enzim ise SHV-2’ dir. (Yanik,
2003).
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Genislemis spektrumlu beta-laktamaz enzimleri genel olarak altt grupta
toplanmustir. (Giiler, 2007; Yakupogullari, 2004; Yanik, 2003) Bunlar;

A. TEM ve SHV kokenli olan GSBL’ler

B. TEM ve SHV kokenli olmayan GSBL’ler

C. Inhibitor direncli beta-laktamazlar

D. Inhibitor direngli ve genis spekturumlu beta-laktamazlar
E. Karbapenemazlar

F. Plazmid aracilt sefalosporinazlar (sefamisinazlar)

A. TEM ve SHV Kokenli Olan GSBL’ler

TEM ve SHV kokenli olanlar geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar, TEM ve
SHV enzimlerinin bir ile yedi aminoasit degisikligi ile olusan mutasyona ugramis beta-
laktamazlardir. TEM ve SHV kokenli genis spekturumlu beta-laktamazlarin tiimi
klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine karsi duyarlidir.
(Orak, 2005). TEM ve SHV kokenli GSBL’ler kolaylikla yayilmasindan dolay1 hastane
infeksiyonlarinda 6nemli bir problem olusturmaktadir (Giiler, 2007). GSBL enzim
cesitlerinin dagilimi cografi olarak degisiklik gdstermektedir. Almanya’da SHV-2 ve
SHV-5, Fransa’da, SHV-3, SHV-4 ve TEM-3, ABD’de ise TEM-10, TEM-12 ve TEM-
26 en fazla izole edilen genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir. Tiirkiye’de de en
fazla bulunan enzim ise SHV-2’ dir (Yanik, 2003).

GSBL o6zelligi gosteren TEM tiirli enzimlerin ilk tiirevi 1987 yilinda bildirilen
TEM-3’tir. TEM-1 ve TEM-2 penisilin ve tiirevlerini parcalayan geniglemis
spekturumlu beta-laktamazlar iken, TEM-3 ise diger beta-laktamazlara ilave olarak 3.
kusak sefalosporinleri de pargalayabilen bir GSBL’dir (Yanik, 2003). TEM grubu beta
laktamazlar E. coli ve K. pneumoniae basta olmak {izere Enterobacteriaceae iiyelerinde
¢ok sik bulunmaktadir. Bu tir GSBL’ler Enterobacter aerogenes, Morganella
morganii, Proteus mirabilis ve Salmonella spp. gibi bakterilerde de sik goriiliirken P.

aeuruginosa’da az da olsa bulundugu bildirilmistir (Demir, 2006).
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Tablo 5. TEM GSBL tiirevlerinde aminoasit degisiklikleri (Tasli, 2003)
TEM-1 TEM GSBL TUREVLERI

Leu 21 Phe TEM-4,9,25,48,49,53,63
Gln 39 Lys TEM-3,7,8,11,13,16,18,21,22,42,46,56,60,61,66,72
Ala 42 Val TEM-42
Leu 51 Pro TEM-60
Gly 92 Asp TEM-57, TEM-56
Glu104  Lys TEM-3,4,6,8,9,14,15,16,17,18,21,22,24,26,43,46,50*,52,56,6 3,66
His 153  Arg TEM-21, TEM-56
Arg 164  Ser TEM-5,7,8,9,10,12,22,25,26,46,53,60,63
His TEM-6,11,16,27,28,29,43,61
Met 182 Thr TEM,43,52,63,72
Gly218 Glu TEM-55
Ala 237 Gly TEM-22
Thr  TEM-5, TEM-24
Gly 238 Ser TEM-3,4,8,14,15,18,19,20,21,22,25,42,47,48,49,52,66,68*,72
Glu 240 Lys  TEM-5,10,24,27,28,42,46,47,48,49,61,68*72

Ser TEM-50
Arg244  Leu TEM-54
Ser TEM-58

Thr 265 Met TEM-4,9,13,25,27,42,47,48,68*
Ser 268 Gly TEM-49

* TEM-50 ve TEM-68 hem GSBL, hem de IRT (inhibitdr resistan TEM) ozelligi tasiyan
fenotiplerdir.

GSBL o0zelligi gosteren ilk SHV tiirii enzimlerin tiirevi 1983 yilinda bulunan
SHV-2’ dir (Golabi, 2011). SHV-2 enzimi, SHV-1’in 238. pozisyondaki aminoasidi
glisin yerine serinin gegmesiyle olusan bir nokta mutasyonudur (Altinkanat, 2006).
TEM grubu GSBL’lere kiyasla SHV-1 den koken alan beta-laktamaz enzimlerinin
sayist daha azdir. SHV-1 enzimi ampisilin, tikarsilin ve piperasilin gibi genis
spekturumlu penisilinlere direng gosterirken, oksimino sefalosporinlere karsi direngli
degildir (Altinkanat, 2006). SHV tipi GSBL’ler basta K. pneumoniae suslari olmak
iizere E. coli, Citrobacter diversus ve P. aeruginosa suslarinda da bildirilmistir (Ozkul,
2007). SHV tipi GSBL’lerin amino asit degisiklikleri tablo 6 ‘da gosterilmistir.
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Tablo 6. SHV GSBL tiirevlerinde aminoasit degisiklikleri (Tasli, 2003)

SHV-1 SHV GSBL TUREVLERI
lle 8 Phe SHV-7, SHV-14, SHV-8
Leu 35 GIn SHV-2a,SHV-12, SHV-13, SHV-25
Arg 43 Ser SHV-7, SHV-14
Leu 51 Pro SHV-60
Leu 122 Phe SHV-21
Met 129 Val SHV-25
Ser 130 Gly SHV-10
Asn 158 Lys SHV-22
Leu 173 Phe SHV-19, SHV-20
Asp 179 Ala SHV-6
Asn SHV-8
Gly SHV-24
Ala 187 Thr SHV-26
Arg 205 Leu SHV-3, SHV 4
Gly 238 Ala SHV-13,SHV-18
Ser SHV-2,SHV-2a,SHV3,SHV-4,SHV-5,SHV-7,SHV-10,SHV-12,SHV-
20,SHV-21,SHV-22
Glu 240 Lys SHV-4,SHV-5,SHV-7,SHV-10,SHV-12,SHV-18,SHV-20

B. TEM ve SHV Kokenli Olmayan GSBL ’lar

Bu grupta yer alan enzimler, hepsi plazmid kaynakli olup molekiiler siniflama da
A grubunda yer almaktalar ayrica klavulanata direnglidirler. Bu grupta yer alan
enzimlere drnek olarak MEN-1, MEN-2, CTX-M1, CTX-M2, PER-1, PER-2, VEB-1 ve
TOHO-1 verilebilir. ilk defa 1992 yilinda Fransa’da Bernard ve arkadaslar tarafindan
onkoloji servisinde yatan bir hastadan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae suslarinda
bulunmus ve MEN-1 olarak adlandirilmistir (Orak, 2005).

CTX-M tipi enzimler basta E. coli ve Salmonella typhimurium olmak {izere bazi
enterik Gram negatif bakterilerde bildirilmistir. Ilk CTX-M beta-laktamaz enzimi 1989
yilinda Almanya’da bildirilmistir (Giiler, 2007). Giiniimiizde CTX-M ailesinde 40
enzim bulunmaktadir. CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-2 bu grupta en yaygin olan
enzimlerdir (Kirag, 2011). Bu grupta yer alan enzimler diger beta-laktam grubu

antibiyotiklere oranla sefotaksime daha fazla aktivite gdsterirler.
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Oksisilini  hidroliz eden OXA tipi enzimler ilk olarak P. aeruginosa’da
bulunmusgtur. OXA tipi enzimler TEM ve SHV tipi beta laktamazlardan farkli olarak
molekiiler siniflamada siif D’de, fonksiyonel siniflamada grup 2d’de bulunmaktadir
(Altinkanat, 2006). OXA tipi enzimlerin OXA-1’den OXA-10’a kadar olanlar1 beta-
laktamaz grubu i¢inde yer alirken digerleri genis spekturumlu beta-laktamazlar grubu

icerisinde yer alirlar (Kirag, 2011).

PER-1 enzimi tlkemizde S. typhimurium, P. aureginosa ve A. baumanni
izolatlarinda tanimlanmistir. PER-2 ise Tiirkiye’de tespit edilmeyip simdiye kadar
sadece Arjantin’ de S. typhimurium izolatlarinda tanimlanmistir (Golabi, 2011).

TEM ve SHV kokenli olmayan beta-laktamazlar grubunda yer alan TOHO-1 1994
yilinda Japonya’da VEB-1 ise Vietnam’da bir E.coli susundan izole edilmistir. VEB-1
digerlerinden farkli olarak susbtrat olarak aztreonam ve seftazidimi kullanmaktadir
(Giler, 2007).

C. inhibitér Direncli Beta-Laktamazlar

Bu grup tgciincti kusak sefalosporinleri hidrolize edememelerine ragmen TEM ve
SHYV tiirii enzimlerden koken aldiklarindan dolayr GSBL’lerle birlikte incelenmektedir.
(Mansur, 2010). inhibitorlere direncli enzimlerin birgogu TEM-1 tiirevidir. Sadece
SHV-10 enzimi SHV tiirevi inhibitér direngli enzim olarak tamimlanmistir. Inhibitor
direngli TEM tipi beta-laktamazlar esas olarak klinik E. coli izolatlarinda ve baz1 K.
pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis, Citrobacter freundii, Shigella sonnei ve E.

cloacae suslarinda da bulunmustur. (Ozkul, 2007).

Bu enzimlere farkli mekanizmalar ile direng gelismektedir. Bu mekanizmalar:
1. TEM enzimlerinin asir1 sentezlenmesi
2. Inhibitérlere direngli B, C veya D simifi enzim igerigi,

3. Klasik beta-laktamazlar ile birlikte porin eksikligi olanlar (Oral, 2005).
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D. Inhibitér Direncli ve Genis Spektrumlu Beta-Laktamazlar

Inhibitdr direngli ve genis spekturumlu beta-laktamazlar 1997 yilinda Fransa’da
E. coli susundan tanimlanmistir. Plazmid kokenli inhibitor direngli genis spektrumlu
TEM beta-laktamaz mutantlar1 olan GSBL’lerdir. Bu grupta yer alan beta-laktamazlar

genis spektrumlu sefalosporinlere yiiksek oranda direnglilik gosterirler (Giiler, 2007)

E. Karbapenemazlar

Karbapenem grubu antibiyotiklere ilgisi diger beta-laktamlara gore daha fazla
olan metallo enzimler “karbapenemaz” olarak adlandirilmaktadir. Karbapenemazlar,
molekiiler yap1 bakimindan simif A da veya sinif B metallo enzimler arasinda yer
almaktadir. Karbapenemazlara 6rnek olarak Sme-1, Nmc-A, IMI-1, IMP-1 verilebilir.
Plazmid kaynakli IMP-1 hari¢ diger karbapenemazlar kromozomaldir (Giiler, 2007). Bu
grupta yer alan enzimler imipenem ve meropeneme olduk¢a direnglidir.
Karbapenemazlara, Bacteroides suslari, Stenotrophomonas maltophilia ve Aeromonas

hydrophilia suslarinda ¢ok sik rastlanilmaktadir (Yanik, 2003).

F. Plazmid Aracih Sefalosporinazlar (Sefamisinazlar)

Bu grupta yer alan enzimler kromozoma bagli (AmpC) olarak yerlesmis
sefalosporinazlarla baglantihidirlar. Sefamisinazlarin ilk enzimi K. pneumoniae’den
izole edilen MIR-1"dir. Bu grupta bulunan enzimler Enterobactericeae iiyeleri disindaki
bakterilerde gosterilememistir (Giiler, 2007). Bu enzimler ii¢ grupta toplanmaktadir. ilk
gruba Ornek olarak Japonya’da K. pneumoniae’dan izole edilen MOX-1 ve
Arjantin’deki K. pneumoniae’dan izole edilen FOX-1, ikinci gruba &rnek olarak, K.
pneumoniae suslarindan izole edilen CMY-1, CMY-2, LAT-1 ve E. coli suslarindan
izole edilen BIL-1 ve iiciincii gruba 6rnek olarak ise plazmid aracili sefalosporinazlarla

uzaktan iliskili MIR-1 verilebilir.

22



1.6.1. GSBL’lerin Laboratuvar Tan1 Yontemleri

Genislemis spektrumlu beta laktamazlari saptama yontemleri, tarama ve
dogrulama testleri olarak iki kisimda incelenmektedir. Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii’niin 6nerdigi genislemis spektrumlu beta-laktamaz tarama testleri:
disk difiizyon yontemi ve diliisyon yontemleri olmak iizere iki sekilde yapilir (Balin,

2010)

A. Disk difiizyon yontemi: Disk difiizyon yontemi sefapodoksim, seftazidim,
aztreonam, sefotaksim ve seftriakson igeren antibiyotik diskler kullanilarak
yapilmaktadir. Testin duyarliligini arttirmak i¢in bu antibiyotik disklerin bir ya da
birden fazla kullanilmasi onerilmektedir. Olusan zonlarin biiyiikliigiine gore bakterinin

genislemis spektrumlu olup olmadig1 hakkinda yorum yapilabilir. (Balin, 2010).

B. Diliisyon yontemleri: Miiller-Hinton Broth (MHB) ile yapilan diliisyon testleri ile
elde edilen MIK degerlerinin seftazidim, sertriakson, aztreonam ve sefotaksim
antibiyotik diskleri i¢in >2 pg/ml, sefpodoksim antibiyotik diski i¢in ise >8 pug/ml olarak
saptanmasi durumda GSBL pozitif olarak kabul edilmektedir. Tarama testinin pozitif
ctkmast durumunda sefotaksim ve seftazidim tek baslarina ve klavulanik asit (4 pg/ml)

ile birlikte test edilmelidir (Balin, 2010).

Amerika’nin Klinik Laboratuvarlar icin Standartlar1 Belirleme (Komitesi Clinical
Laboratory Standards Institude, CLSI) onerilerine gore; disk difiizyon veya diliisyon
yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime karsi
duyarliligin azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama testleri uygulanmalidir (Golabi,

2011).

1.6.2. GSBL Dogrulama Testleri

GSBL dogrulama testlerinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bunlardan sik
olarak kullanilan yontemler;
A. Kombine disk yontemi

B. Cift disk sinerji yontemi
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C. E test yontemi

D. Mikrodiliisyon yontemi

E. Ug boyutlu test

F. Vitek GSBL testi

G. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) (Golabi, 2011)

A. Kombine Disk Yontemi

Sefotaksim ve seftazidim disklerine 10 mg klavulonik asit eklenerek McFarland
0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan Mueller-Hinton Agar (MHA)
petrilerine klavulonik asit iceren ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim antibiyotik
diskleri yerlestirilir. Bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan
sonra klavulonik asit iceren ve icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar
Olciilerek karsilastirilir ve ¢ikan sonuca gére GSBL pozitif olup olmadigina karar verilir

(Demir, 2006; Golabi, 2011).

B. Cift Disk Sinerji Yontemi

McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan bakteri
stispansiyonu Mueller-Hinton Agar (MHA) petrisine yayilir. Petrinin ortasina bir
amoksisilin klavulonik asit diski seftazidim (CAZ) ve belli bir mesafe aralikla
seftriakson (CRO), sefotaksim (CTX) ve aztreonam (ATM) diskleri yerlestirilir. Bir
gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilir. Inkubasyondan sonra sefalosporin veya
ATM etrafindaki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada
bakterinin tiremedigi bir sinerji alaninin bulunmasi GSBL varligin1 gésterir (Demir,

2006; Golabi, 2011).
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Sekil 3. Cift disk sinerji yontemi
C. E-test Yontemi

E-test striplerinin bir ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda klavulonik asit (TZL)
icerecek sekilde hazirlanmistir. Standartlara uygun olarak hazirlanan petrilerde
inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi deger minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerini vermektedir. Bu zon GSBL gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Demir, 2006; Golabi, 2011).

Sekil 4. E test yontemi
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D. Mikrodilusyon Yéntemi

Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek basma hem de klavulonik asit
varliginda ayr1 ayri belirlenir. Klavulonik asit varhiginda MIK degerlerindeki azalma
GSBL pozitif olarak kabul edilmektedir (Balin, 2010).

E. Uc Boyutlu Test

Test edilecek mikroorganizma agar yiizeyine yayildiktan sonra agarda bir yarik
acilir. Antibiyotik diskleri bu yariktan 3 mm uzak olacak sekilde dizilir. Giinlimiiz de

pek kullanilan bir yontem degildir (Balin, 2010).

F. Vitek GSBL Testi

Laboratuvarlar, Vitek kartlarini kullanirken GSBL salgilayan
mikroorganizmalarin MiK degeri < 8 mg/L oldugunda mikroorganizmay1 duyarli olarak
kabul etmektedir. Vitek GSBL Testinde GSBL saptamasinda sadece sefotaksim ve
seftazidimin klavulanik asitle kombinasyonu kullanilmaktadir (Golabi, 2011).

G. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Istenilen spesifik oligoniikleotid primerler kullamlarak betalaktamaz genleri tespit
edilir. Beta-laktamazlarin tiiriinii saptamak i¢in kullanilan en kolay ve yaygin olarak
kullanilan molekiiler yontemden biridir. Ancak DNA dizi analizi yapilmadan TEM ya
da SHV varyantlari arasinda ayrimi yapilamaz (Demir, 2006; Golabi, 2011).

1.7. Klebsiella pneumoniae
Klebsiella cinsi; adint Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’den almistir. Bu genus
icerisinde yer alan Klebsiella pneumonia bakterisi; bir hastanin balgamindan 1882

yilinda Carl Friedlander tarafindan izole edilmistir. Klebsiella pneumonia nin yaptigi

oliimciil infeksiyon olan pnomoninin Carl Friedlander tarafindan tanimlanmasindan
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dolay1 Klebsiella pneumonia uzun yillar “Friedlander basili” olarak amlmistir (Urkmez,
2009).

Klebsiella pneumonia, Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer almaktadir. Bu
bakteriler hareketsiz, sporsuz, kisa ve uglar1 yuvarlak,1-2 um boy ve 0.5- 0.8 um ende
Gram negatif basillerdir (Urkmez, 2009). Gram negatif, polisakkarid yapisinda
kapsiillii, aerobik ve fakiiltatif anaerobik 6zellik gosterebilen, 37°C ve pH 7 de en iyi

iireyen bakterilerdir.

Polisakkarit yapisinda O (somatik) ve K (kapsiil) olmak iizere iki antijenleri
bulunur. O antijeni; somatik antijen olarak da adlandirilmakta ve GNB hiicre duvarinda
bulunan lipopolisakkarit yiizeyde bulunup patojen oOzellik gosterirler. K (Kapsiil)
antijenleri ise O antijenlerinin dis yiizeyinde yer alan ve bazi Enterobacteriaceae
iiyelerinde goriilmektedir (Urkmez, 2009). Serolojik tiplendirmeler bu antijenlere gére

yapilir. Klebsiella ‘lar bakteriosinler yaparlar. Bunlara Pneumocin adi verilir.

Dogada yaygin olarak bulunabilen bakteri; kuruluga direncli, sicakliga dayaniksiz,

ancak oda sicakliginda haftalarca ve 4°C’ de aylarca canli kalabilir.

Alem :Bacteria

Sube  :Proteobacteria

Smif  :Gamma Proteobacteria

Takim :Enterobacteriales

Familya :Enterobacteriaceae

Cins :Klebsiella

Tiir ‘Klebsiella pneumoniae (Altug, 2009)

1.7.1. Yaptig1 Hastaliklar

Klebsiella tiirleri dogada, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda sikg¢a goriiliir.
Klebsiella tiirleri insan digkisinda % 5-38, nazofarenkste ise % 1-6 oraninda bulunur.

Genellikle bu bolgelerde floranin gegici liyeleri olarak kabul edilirler (Beyazit, 2009;
Ozmen, 2006).

K. pneumoniae dncelikle pndmoni yapar ve bakteriyel pndmonilerin % 2 sinden

sorumludur. Daha ¢ok 2 yas alt1 ve 40 yas listli kisilerde viicut direncinin kirilmasi,
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viriitik iist solunum yolu enfeksiyonlar1 sonrasinda bu tip pnomoniler goriiliir. Ayrica;
piyelit, idrar ve yolu enfeksiyonlari, prostatit, otitis media, siniizit, peritonit, kolesistit

menenjit, endokardit, kolesistit, anjin ve ¢esitli organ hastaliklarindan sorumlu olabilir.

1.7.2. Laboratuvar Tanisi

Klebsiella‘nin yaptig1 hastaliklara gore farkli yerlerden uygun sekilde materyaller
alinir. Bunlar; balgam, idrar, bogaz veya yara siiriintiisii, BOS ve kan gibi o6rneklerdir.
Uygun Orneklerden alinarak hazirlanan preparatlarin gram boyasi ile boyanarak gram
negatif, ikigerli ve ¢evresinde kapsiil boslugu bulunan bakterilerin goriilmesi 6n tani

koydurur.

Alman ornekler kiiltiir igin Kanli agar, Endo agar ve EMB agar besiyerlerine
ekilir. Bu besiyerlerinde mukoid, biiyiik, akict ve S veya R tipi koloniler olusur. Bu
koloniler identifikasyon iglemine tabi tutunca su ozellikler goriiliir. indol negatif, metil
red negatif, voges proskauer pozitif, sitrat pozitif, iire pozitif, lizin dekarboksilaz
pozitiftir. Nisastayr 4 giinde pargalayip gaz yapmalar1 ise diger Enterobacteriaceae

tiyelerinden ayrilmalarina olanak saglar.
1.7.3. Epidemiyoloji ve Korunma

Ozellikle hastane ortamlarinda olusan direng kokenli bakteriler epidemiyolojik
olarak 6nem tagimaktadir. Korunma amagli ise kisi, ortam ve materyaller i¢in uygun
dezenfeksiyon ve sterilizasyon kosullarinin saglanmasi gerekmektedir.
1.7.4. Tedavi

Hastalik materyallerinden izole edilen bakteri suslar1 kullanilarak yapilan

antibiyogram testleri sonucu gore elde edilen duyarli ve uygun antibiyotikler

kullanilarak yapilmalidir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Bu c¢alisma, 2013-2014 yillar1 arasinda Akgabat Hackali Baba Devlet Hastanesi
(Trabzon) ve Giresun Devlet Hastanesi’nden gesitli kliniklerinden molekiiler biyoloji
laboratuvarlari’na gonderilen klinik Orneklerden izole edilen 81 adet Klebsiella
pneumoniae grubu bakteri ile yapilmistir. Calismamizin akis sekli asagida

gosterilmistir.

Klinik 6rneklerin toplanmasi ve identifikasyonu

I

Antibiyotik Direncinin Saptanmasi

ll

DNA ekstraksiyonu

J

Polimeraz zincir reaksiyonu

4

Ligasyon ve transformasyon iglemleri

l

Tiim sonuclarin degerlendirilmesi
Sekil 5. Yapilan ¢alismanin asamalari

2.1. Klinik Orneklerin Toplanmas ve identifikasyonu
2013-2014 yillar1 arasinda Trabzon Akgabat Hagkali Baba Devlet Hastanesinden
26, Giresun Devlet Hastanesi’nden 55 olmak iizere ¢esitli kliniklerindeki hastalardan

toplanan ve izole edilen toplam 81 adet K. pneumoniae susu Molekiiler Biyoloji

Laboratuvari’na gonderilmistir.
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2.2. Antibiyotik Direncinin Saptanmasi

Antibiyotik duyarlilik testleri Trabzon Akgabat Hagkali Baba Devlet
Hastanesi’nde amikasin, ampisilin-sulbaktam, imipenem, levoflokasin, siprofloksasin,
gentamisin, piperasilin-tazobaktam, seftazidim, sefaperazon-sulbaktam, meropenem,
sefepim, trimetoprim-sulfometaxazol, fosfomisin E-test stripleri kullanilarak Giresun
Devlet Hastanesinde ise amikasin, ampisilin-sulbaktam, imipenem, levoflokasin,
siprofloksasin, gentamisin, ertapenem, piperasilin-tazobaktam, sefazolin, seftazidim ve
sefaperazon-sulbaktam E-test stripleri kullanilarak ve sonuglar CLSI (Clinical and
Laboratory Standart Institute) kriterlerine gore degerlendirilerek Recep Tayyip Erdogan

Universitesi molekiiler biyoloji laboratuvarma génderilmistir.

2.3. DNA Ekstraksiyonu

Laboratuvarimiza gonderilen K. pneumoniaea suslar1 kaynatma DNA izolasyonu
metodu kullanilarak DNA ekstraksiyonu asagidaki asamalar izlenerek yapildi.

e 3 mL Luria bertani besiyerine 100 pl 6rnege ait stok kiiltiiriinden ekim yapildi
ve 37°C‘de 16 saat calkalayici etiivde biliylimeye birakildi.

e 16 saatlik biiylime sonucu kiiltiirler ependorf tiiplere konularak 10.000 rpm de 1
dakika santrifiij yapildu.

e Siipernatant dokiilerek pellet tizerine 1 mL distile su eklendi. Daha sonra ise
vorteks igslemi gerceklestirildi.

e Son iki asama tekrarlandi.

e Ardindan ependorf tiipler 100°C lik 1sitict bloga yerlestirilerek 10 dakika
kaynatma iglemi gerceklestirildi.

e Daha sonra ise soguk santrifiijjde 13.000 rpm de 10 dakika boyunca ¢okme
islemi gergeklestirilerek stoklama islemi igin siipernatant alinmis ve pellet

atilarak islem tamamlandi.
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2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Cahsllan K. pneumoniae suslarmda blaGEs, b|a||\/|p, blav||\/|, bIaVEB, blao)(A.zg,

blaoxa-24, blaoxa-as, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaper-2, blanom-1, blatem, blaswy, blacTx-mi ve

blacTx-m2 genlerinin varligini arastirmak amaciyla PZR islemi yapildi.

GES, VIM, IMP, VEB, PER-2, SHV, 0XA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51,
OXA-58 genlerinin tespiti i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapildi. Tek bir
reaksiyon karisimi: genomik DNA 5 pl, her bir primerden 2 pl, 5 pl reaksiyon tamponu
(MBI Fermentas), 3 ul 25 mM MgCl,, 10mM 2,5 ul dNTP ve 0,5 Tag DNA polimeraz
(MBI Fermentas) nihai hacimde 50 pl olacak sekilde dH,O ilave edilerek hazirlandi.

blages, blaves, blaviv, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-as, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaper-2

ve blasyy genleri igin kullanilan primerler Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. GES, VIM, VEB, IMP, PER-2, SHV, 0XA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51,
OXA-58 genleri i¢in kullanilan primer siralari

Igili Gen Primer sirasi (5°—>3°) Niikleotid Tm Sicakhig
Uzunlugu

GES F: ATGCGCTTCATTCACGCAC 19 55°C
R: CTATTTGTCCGTGCTCAGGA 20

VIM F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 21 45°C
R: TGCTACTCAACGACTGAGCG 20

VEB F: ATTTCCCGATGCAAAGCGT 19 52°C
R: TTATTCCGGAAGTCCCTGT 19

PER2 F: ATGAATGTCATCACAAAATG 20 45°C
R: TCAATCCGGACTCACT 16

SHV F: ATGCGTTATATTCGCCTGTG 20 55°C
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTC 18

IMP F:CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 20 55°C
R:ATAATTTGGCGGACTTTGGC 20

OXAZ23 F:GATCGGATTGGAGAACCAGA 20 52°C
R:ATTTCTGACCGCATTTCCAT 20

OXA24 F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 20 52°C
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 20

OXA48 F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 20 52°C
R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 21

OXA51 F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 20 52°C
R:TGGATTGCACTTCATCTTGG 20

OXA58 F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 20 52°C
R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC 20
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blages, blaves, blaviv, blaoxa-2s, blaoxa-24, blaoxa-as, blaoxas1, blaoxa-ss, blaper-2 ve

blasny genleri i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi agagidaki kosullar altinda yapildi. PZR

reksiyon kosullar1 asagidaki verilmistir.

Reaksivon kosullari
GES i¢in;

94°C 5 dak.

94°C 30sn

72°C 1dak. | 34 dongii

55°C 30sn
72°C 1dak
VEB i¢in;

94°C 5 dak
94°C 30sn

72°C 1dak |34 dongii

52°C 30sn
72°C 1dak
SHV igin;

94°C  5dak
94°C  1dak)
72°C 1 dak >31 dongii

55°C  1dak

72°C 10 dak-

VIM igin;
94°C 5dak
94°C  30sn
72°C  1ldak. |24 dongii
57°C  45sn
72°C  7dak
IMP igin;
94°C  5dak
94°C  30sn
72°C 1 dak |24 dongii
55°C  30sn
72°C 7 dak

OXA-23,24,48,51,58 i¢in;

94°C 3 dak
25sn )
1 dak.

94°C

72°C 29 dongi

>
52°C 40sn

72°C 50sn J

PER-2 igin;
94°C  5dak
94°C 305
72°C  1dak |34 dongi
45°C  1dak

72°C  2da

blanpm-1, blatem, blacTx-m1 ve blactx-m2 genlerinin tespiti i¢in (PZR) yapildi. Tek

bir reaksiyon karigimi: genomik DNA 5 pl, her bir primerden 1 pl, 5 pl reaksiyon
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tamponu (MBI Fermentas), 3 pl 25 mM MgCl,, 10 mM 2,5 ul dNTP ve 0,5 Tag DNA
polimeraz nihai hacimde 50 pl olacak sekilde dH,O ilave edilerek hazirlandi.

Tablo 8. NDM-1, TEM, CTX-M1 ve CTX-M2 genleri i¢in kullanilan forward ve
reverse primer sirasi

Ilgi Gen Primer siras1 (5°—3°) Niikleotid Tm Sicaklig
Uzunlugu
NDM1 F: GAGATTGCCGAGCGACTTG 19 54 °C

R: CGAATGTCTGGCAGCACACTT 21

CTXM1 F: GCGTGATACCACTTCACCTC 20 52 °C
R: TGAAGTAAGTGACCAGAATC 20

CTXM2 F: TGATACCACCACGCCGCTC 19 52 °C
R: TATTGCATCAGAAACCGTGGG 21

TEM F: AGTATTCAACATTTYCGTGT 20 55 °C
R:TAATCAGTGAGGCACCTATCTC 22

blanpm-1, blatem, blactx-m1 Ve blacTx-mz2 genleri igin hazirlanan reaksiyon karigimi

asagidaki kosullar altinda yapilmistir.

Reaksiyon kosullar:

NDM-1 igin; CTX-M1,M2 i¢in; TEM ig¢in;
94°C 3dak 94°C 3dak 94°C  5dak
94°C  45s3n 94°C  25sn 94°C  1dak

72°C  1dak |31dongii  72°C 1dak |29dongii 72°C 1dak P1 dongi
54°C  1dak 52°C  40sn 55°C 1ldak
72°C 2 dak 72°C  5dak 72°C 10 dak

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu olusan iirlinlerin goriintiillenmesi ise asagidaki
sekilde olmaktadir.

1. % 1’lik jel hazirlamak i¢in 100 mL 10X TAE tamponunda 1 g agaroz ¢oziildii.

2. Cozelti oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve 10 mg/mL konsantrasyonda 4 ul
ethidium bromid eklenerek, elektroforez aparatina dokiildii ve {izerine jel taragi
yerlestirildi.

3. Jel tamamen donduktan sonra tarak dikkatlice ayrildi.
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4. 5-10 pL’lik DNA o6rnekleri alinarak 2,5 pL yiikleme boyasi ile karistirildiktan sonra
mikropipet yardimiyla kuyucuklara dolduruldu.

5. Jele yiiklenen DNA 6rneklerinin molekiiler agirliklarin1 belirlemek amaci ile jeldeki
kuyucuklara yiiklendi.

6. Jel agaroz aparatina yerlestirildi.

7. Aparata jelin iizerini kaplayacak kadar yiiriitme tamponu konuldu. 160 V/ cm?® voltaj
uygulanarak yarim saat yiiriitme islemi gerceklestirildi. Yiikkleme tamponunda bulunan
yiiriitme boyasinin jelde katettigi mesafeye gore elektroforez islemi sonlandirildi.

8. Jel daha sonra U.V. 15181 altinda goriintiillenme agamasi tamamlandi.
2.5. Ligasyon ve Transformasyon islemleri

Gorlintileme sonucu istedigimiz biiyiikliikteki PZR parcalart kullanilarak
ligasyon asamasina gecilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri pGEM/T-Easy (Promega)

klonlama vektdriine klonlandi. Ligasyon sartlar1 asagida gosterilmistir.

Reaksiyon sartlari

pGEM-T/Easy 0,15 ul

Buffer 1,5 ul

T4 DNA ligaz 0,15 pl 16°C de 5 saat boyunca ligasyon islemine tabi tutulmustur.
PZR {iriinii 1,2 ul

5 saatlik ligasyon islemi sonunda transformasyon asamasina geg¢ildi.
v" 110 ul E. coli DH5a hiicresine 5pul ligasyon tirliniinden eklendi.
Ekleme sonunda buzda 30 dakika bekletildi.
Ardindan 42°C de 2 dakika Thermo-Shaker cihazinda bekletildi.
Cihazdan alindiktan sonra tekrar buzda 2 dakika bekletildi.
Daha sonra ependorf tiipiin igine 200 pl Luria Broth (LB) eklendi.
1.5-2 saat 37°C calkalayici etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 14000rpm de 1 dakika ¢oktiirme islemi gergeklestirildi.

SR N N N N NN

Onceden hazirlanmis olan ampisilinli luria broth agar petrisine ilk énce 40 pl X-

gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) daha sonra ise 40 ul
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IPTG (Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) baget yardimiyla yayildi.
Ardindan ligasyon iirlinlinii de baget yardimiyla petriye yayildi.

v" 37°C 16 saat boyunca etiivde inkiibasyon islemi tamamlandi.

v' Inkiibasyon sonucunda petride olusan mavi beyaz koloniler segilerek 3mL
ampisilinli LB siv1 besiyerine ekim yapildi. Daha sonra ekim yapilan kiiltiirler
16 saat boyunca 37°C de calkalayic etlivde biiylimeye birakildi.

v’ Biiyliyen plazmitler kit (Thermo Scientific) kullanilarak izolasyonu asagidaki
asamalara izlenerek yapildi.

v Her bir susun bulundugu pelletin iizerine 250 pl Resuspansion solusyonundan

konularak vorteksleme islemi yapildi.

250 pl Lysis solusyonu eklenerek alt tist edildi.

350 pul Neutralization solusyonu eklendi.

Ardindan 14000 rpm de 5 dakika santifiije tabi tutuldu.

Coktiirme iglemi ardindan siipernatant kitin i¢ginde bulunan filtreli tiipe aktarildi.

AR NEE N NERN

14000 rpm de 1 dakikalik santrifiij ile filtreli tiipe aktarilan siipernatant dibe

¢Oktiiriiliir, coken s1vi ardindan atildi.

\

Daha sonra filtreye 500 ul wash solusyonu eklendi.

v 14000 rpm de 1 dakikalik santrifiijiin ardindan tekrar 500 pul Wash solusyonu
eklendi.

v" Tekrar 14000 rpm de 1 dakika ¢oktiirme islemi yapilmistir ardindan filtreyi yeni
tiipe alindi.

v 50 pl elusyon buffer eklenerek 14000 rpm de 2 dakika santrifiije tabi tutularak

plazmit izolasyon islemi tamamland.

Plazmit izolasyon sonucunu goriintiilemek igin agaroz jel elektroforez yardimiyla

goriintiileme islemi yapildi.
2.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Klonlama sonucu elde edilen plazmitlerin DNA dizi analizi igin Macrogen’e

(Hollanda) gonderildi. Elde edilen dizi, GenBank veri tabani kullanilarak NCBI BLAST

aramalari ile analiz edildi.
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3. BULGULAR
Calismaya dahil edilen Akcgaabat Hackali Baba Devlet Hastanesi’nden 26,
Giresun Devlet hastanesi’nden 55 olmak tizere toplam 81 hastadan alinan numuneler en

fazla % 70 payla idrar kiiltiirii oldugu gortilmistiir. (Tablo 9)

Tablo 9. Calismaya dahil edilen hastalardan alinan 6rnek tiirleri ve yiizdesi

Ornek tiirii Hasta sayis1

N %
Idrar kiiltiirii 60 70,37
Kan kiiltiirti 8 9,87
Balgam kiiltiirii 4 493
Yara kultiirt 4 493
Vajen kiltiirti 1 1,23
Apse kiiltliri 2 2,46
TAK 1 1,23
Kateter kiiltiirti 1 1,23
Toplam 81 100

Akgaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesinde calisilan 26 6rnegin Ampisilin-
sulbaktam ve trimetoprim-sulfometaxazol antibiyotiklerine yiiksek oranda direnglilik
gosterdigi, imipenem ve meropenem antibiyotiklerine karsi % 100 duyarli oldugu

gozlenmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Trabzon suslarina ait antibiyotik duyarlilik test sonuglari

DUYARLI ORTA DIRENCLI
DUYARLI

N % N % N %
Amikasin (AK) 21 80,76 5 19,23 - -
Ampisilin-sulbaktam (SAM) 2 7,69 2 7,69 22 84,61
Imipenem (IPM) 26 100 - - - -
Levoflokasin (LEV) 13 50 - - 13 50
Siprofloksasin (CIP) 13 50 - - 13 50
Gentamisin (CN -GN) 14 53,84 - - 12 46,15
Piperasilin-tazobaktam (TZP) 24 92,30 1 3,84 1 3,84
Seftazidim (CAZ) 13 50 4 15,38 9 34,61
Sefaperazon-sulbaktam (SCF) 25 96,15 1 3,84 - -
Meropenem (MEM - MER) 26 100 - - - -
Sefepim (FEP) 16 61,53 3 11,53 7 26,92
Trimetoprim-Sulfometaxazol 6 23,07 3 11,53 17 65,38
(TMP-SXT)
Fosfomisin (FOT) 13 50 8 30,76 5 19,23

Giresun Devlet Hastanesi’nde calisilan 55 ornegin seftazidim ve sefazoline
direnglilik gosterdigi ayrica Akcaabat Hackali Baba Devlet Hastanesinde caligilan
orneklerle benzer olarak imipenem ve meropenem antibiyotiklerine karst duyarli oldugu

saptanmistir.
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Tablo 11. Giresun suslarina ait antibiyotik duyarlilik test sonuglari

DUYARLI ORTA DIRENCLI
DUYARLI

N % N % N %
Amikasin (AK) 48 87,2 3 54 4 7,2
Ampisilin-sulbaktam (SAM) 5 9 1 1,8 49 89
Imipenem (IPM) 39 71 - - 16 1,8
Levoflokasin (LEV) 24 436 3 5,4 28 51
Siprofloksasin (CIP) 16 29 4 7,2 32 58
Gentamisin (CN -GN) 25 454 - - 30 54,5
Ertapenem (ETP) 39 71 1 1,8 15 27,2
Piperasilin-tazobaktam (TZP 16 29 6 11 33 60
-TPZ)
Sefazolin (KZ -C2) 3 54 - - 52 94,5
Seftazidim (CAZ) 5 9 3 54 47 85,4
Sefaperazon-sulbaktam 11 20 - - 44 80
(SCF)
Meropenem (MEM - MER) 37 67,2 - - 18 32,7
Sefepim (FEP) 10 18,1 3 54 42 76,3
Aztreonam (ATM) 5 9 2 3,6 48 87,2

Calismaya dahil edilen 81 Klebsiella pneumoniae suslarinda blages, blawe,
blayim, blaves, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-as, blaoxasi, blaoxa-ss, blaper-2, blanpm-1,
blatem, blaspy, blactx-mi ve blactx-mz genlerinin varligini aragtirmak amaciyla PZR
yapildi. PZR sonrasinda 81 sustan 10’unda blactx-mi (Sekil 6), 1’inde blacrx-mz, (Sekil
6), 7’sinde blatem (Sekil 7), 40’inda blasyy (Sekil 8), 9’ unda blapxa-2s (Sekil 9), 2’
sinde blagxa-24 Ve 2’sinde blapxa-s1 saptanmistir. Ayrica yapilan ¢alisma sonunda blajvp,
blaopxa-4s, blaoxass, blaper-2, blages, blaviv, blaves, blanpm-r genleri  tespit

edilememistir.
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Sekil 6. CTXM-1 ve CTXM-2 PZR gériintiileri (CTXM-1=260 bp, CTXM-2=341 bp)

Sekil 7. TEM PZR goriintiileri (TEM= 847 bp)

Sekil 8. SHV PZR gbriintiileri (843 bp)



Sekil 9. OXA-23 PZR goriintiileri (OXA23= 501 bp)

PZR’da spesifik primerler ile cogaltilan genler PGEM-T easy vektoriine
aktarilmig, PZR {riiniinii tasiyan PGEM-T easy vektorii, E. coli DHSo kompotent

hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edilerek klonlama ¢alismalart yapilmistir.

Sekil 10. SHV plazmit izolasyon goriintiisii
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Sekil 11. OXA-23 plazmit izolasyon goriintiisii

Klonlama sonucu elde edilen plazmitler DNA dizi analizi igin Macrogen’e
(Hollanda) gonderildi. Elde edilen dizi, GenBank veri tabani kullanilarak NCBI BLAST

aramalari ile analiz edildi ve sonuglar Tablo 12 ve 13’de gosterilmistir.

Tablo 12. Trabzon suslarina ait SHV sekans sonuglari

Sus kodu
K14-3

K13-3
K12-2
K15-1
K17-3
K18-1
K22-3
K24-2
K25-1

Sekans sonucu

Beta lactamase SHV
Beta lactamase SHV
SHV-1

SHV-33

SHV-1

SHV-1

SHV-1

SHV-1

SHV-38
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Tablo 13. Giresun suslarmna ait SHV sekans sonuglari

Sus kodu
G6-3
G5-3
G4-2
G3-3
G2-1
G1-2
G10-1
G11-2
G13-2
G14-1
G14-3
G17-2
G19-3
G20-2
G21-2

G22-1
G25-2
G27-1
G29-2
G30-1
G36-1
G37-1
G40-1
G43-2
G44-2
G46-2
G47-2
G50-3
G53-2
G54-3

Sekans sonucu

SHV38

SHV33

SHV1

SHV36

SHV85

SHV38

SHV38

SHV1

SHV41

BETA LACTAMASE
BETA LACTAMASE
SHV33

SHV36

SHV1

SHV-142

SHV85

SHV33

SHV1

SHV85

SHV36

BETA LACTAMASE
BETA LACTAMASE
SHV1

SHV1

SHV1

SHV1

SHV14

BETA LACTAMASE
SHV1

SHV1
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismaya dahil edilen toplam 81 hastadan izole edilen orneklerde kan, yara,
idrar, vajen, balgam, apse, TAK, Kkateter kiiltiirlerinden % 70,37 payla en fazla idrar
kiltiirti oldugu goriilmiistiir. Parlak vd., (2012)’de yaptigi calismada 994 Klebsiella
pneumoniae susdan % 47,9 payla en fazla idrar kiiltiirii oldugunu saptamistir. Bu sonug

calismamizla benzer sonuglar géstermektedir.

Akcaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesinde galisilan 26 6rnegin Ampisilin-
sulbaktam ve trimetoprim-sulfometaxazol antibiyotiklerine yiiksek oranda direnglilik
gosterdigi, imipenem ve meropenem antibiyotiklerine karst % 100 duyarli oldugu
gozlenmistir. Giresun Devlet Hastanesi’nde ¢alisilan 55 Ornegin seftazidim ve
sefazoline direnglilik gosterdigi ayrica Akgaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesinde
caligilan Orneklerle benzer olarak imipenem ve meropenem antibiyotiklerine karsi

duyarli oldugu saptanmistir.

Yapilan c¢aligmada Trabzon Orneklerinin  meropenem ve  imipenem
antibiyotiklerine karst % 100 duyarli oldugu, Giresun Orneklerinin ise meropenem ve
imipenem antibiyotiklere kars1 sirasiyla % 67,2 ve % 71 duyarli oldugu saptanmustir.
Yapilan baska bir calismada da Klebsiella suslarinin meropenem ve imipenem
antibiyotiklerine yiiksek oranda duyarli oldugu gosterilmistir. (Tungcan vd., 2008.)
Agca (2011), Unver ve Kiiciikbasmaci, (2008) ve Uyanik vd., (2010)’da yaptiklari
calismalarda Klebsiella pneumoniae suslarinda imipenem duyarliligini %100 olarak

bulmuslardir.

Yaptigimiz ¢aligmada Trabzon Akgaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesindeki
hastalardan izole edilen 6rnekler en fazla Ampisilin-sulbaktama (% 84,61) yiiksek
oranda direnglilik gosterirken ikinci olarak ise Trimetoprim Sulfometaxazola (% 65,38)
direnclilik gostermistir. Giresun Devlet Hastanesindeki hastalardan izole edilen 6rnekler
Sefazolin, Ampisilin-sulbaktam, Seftazidim, Aztreonam, Sefaperazon-sulbaktam
antibiyotiklere kars1 direnglilikleri sirasiyla % 94,5, % 89, % 85,4, % 87,2, % 80 olarak
saptanmistir. Giidiiciioglu vd., (2005)’de yaptig1 calismada Aztreonam direngliligini
1999 wyilinda % 35,5 2001 yilinda ise % 63,4 olarak bulmustur. Yapilan diger
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calismalarda géz Oniinde bulunduruldugunda Aztreonam direngliliginin her gegen yil
arttig1 goriilmektedir. Yapilan baska bir ¢alismada ampisilin sulbaktam direngliligini %
90 olarak saptanmustir (Biilii¢ vd., 2003).

Gliniimiizde B-laktamazlarin farkli pozisyonlarda bulunan amino asit degisimleri
esas alindiginda bir¢ok tipi (167 adet TEM ve 191 adet SHV gibi) tespit edilmistir
(URL-2).

SHV tiirii enzimlerin genis spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bildirilen SHV-2
olup, 238. pozisyonda bulunan glisinin yerine serin amino asitinin yer almasi sonucu
SHV-1’den tiirevlenmistir. Daha 6nce yapilan SHV arastirmalarinda ¢ogunlukla SHV-
2, SHV-5 ve SHV-12 bulunmustur (Tasli ve Bahar, 2005.) Yaptigimiz ¢alismada SHV
benzerliginin SHV-1, SHV-14, SHV-41, SHV-142, SHV-38, SHV-33, SHV-36 ve
SHV-85 olarak bulundu.

TEM-1 enzimi ilk olarak 1965 yilinda Atina’da izole edilen bir E. coli susunda
tespit edilmistir. Yaptigimiz bu ¢alismada 7 susta TEM-1 bulunmus olup daha 6nceki
yapilan ¢alismalar bunu dogrular niteliktedir (Tash, H. and Bahar, H. 2005.)

Klebsiella pneumoniae suslarinda yiiksek oranda CTX-M-1 goriilmektedir.
(Nazik vd., 2010) Daha 6nce yapilan galigmalara benzer olarak yapilan bu ¢aligma da 10

susta CTXM-1 bulundu.

Uygun olmayan antibiyotik kullanim1 her gegen yil artmakta ve buna bagli olarak

antibiyotik diren¢ gelisimi artmaktadir.
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“Trabzon ve Giresun Illerindeki Cesitli Hastanelerden Izole Edilen Klebsiella
pneumoniae Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Profillerinin Belirlenmesi ve Beta-laktamaz
Genlerinin Arastirilmas1” baglikli yliksek lisans tez calismasinda su sonuglar elde
edilmistir:

1. Calismaya dahil edilen Akgaabat Hagkali Baba Devlet Hastanesi ve Giresun Devlet
hastanesi’ndeki hastalardan alinan numulerin en fazla idrar kiiltiirii oldugu goriilmiistiir.
2. Trabzon’dan alinan suslarin Ampisilin-sulbaktam ve trimetoprim-sulfometaxazol
antibiyotiklerine yiliksek oranda direnglilik gosterdigi, imipenem ve meropenem
antibiyotiklerine kars1 % 100 duyarli oldugu gézlenmistir.

3. Giresun’dan alinan suglarin seftazidim ve sefazoline yiiksek oranda direnglilik
gosterdigi; imipenem, meropenem Ve ertapenem antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu
saptanmistir.

4. Calismaya dahil edilen 81 Klebsiella pneumoniae suslarindan sinif A Dbeta-
laktamazlardan SHV primerleri ile ¢ogaltilan 6rneklerden 40 tane pozitif sonug tespit
edildi.

5. Ilk defa Tiirkiye de Klebsiella pneumoniae izolatlarinda SHV-33 tespit edilmistir.

6. 81 susta 7 tane TEM direng gen bolgesi tespit edildi.

7. Smif A beta-laktamazlardan CTX-M-1 ve CTX-M-2 grup primerleri ile ¢ogaltilan
orneklerden 10 susta CTX-M-1, 2 susta CTX-M-2 tespit edilmistir.

8. Siif D beta-laktamazlardan OXA-23, OXA-24 ve OXA51 grup primerleri ile
cogaltilan Orneklerden 9 susta OXA-23, 2 susta OXA-24 ve 2 susta OXA-51 tespit

edilmistir.
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5. ONERILER

Giliniimiizde beta-laktam antibiyotikleri ¢ok kullanilmaktadir. Bu antibiyotiklerin
cok kullanilan antibiyotik grubu olmasmin nedeni toksititesinin az olmasi, tim yas
gruplarina uygulanabilir olmasi ve bakterisidal olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak
bilingsiz ve yanlis kullanima bagli olarak beta-laktamaz gelisimine neden olmaktadir.

Bu nedenle kullanan insanin biyofilm tabakasina ciddi derecede zarar vermektedir.

Bakterilerde direng gelisiminin Oniine gecebilmek igin recetesiz antibiyotik
kullanilmamali, antibiyotikleri kullanima uygun olarak yeterli miktarda ve bilingli
olarak kullanmak gerekmektedir. Eger gereginden fazla kullanilirsa viicut buna direng
saglayarak tedaviye yanit vermemektedir ya da tedavi asamasinda antibiyotikler bitene

kadar kullanilmazsa istenilen sonu¢ alinmaz ve hastaligin tekrarlama riski artar.

Antibiyotikler bakterilerin liremesini engellemek veya Olmesini saglamak icin
kullanilmakta fakat bilingsizce kullanilan antibiyotikler viicuttaki yararli bakterilerin
Olmesine sebep olmaktadir. Bu yiizden biling antibiyotik kullaniminin 6niine gecilmesi

gerekmektedir.

Yapilan bu ¢alismada Trabzon ve Giresun illerindeki hastalardan izole edilen
Klebsiella pneumoniae suslarinda antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi ve bu iki
ildeki betalaktamaz genlerinin c¢esitlerinin ve sikliginin arastirilmast amaglanmistir
diger illerde de bu calismaya benzer ¢alismalar yapilmasi o bolgelerdeki kullanilan

antibiyotik tiirleri agisindan 6nem arz etmektedir.
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