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OZET

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten Enterobacteriaceae
ailesinin tlyeleri, giiniimiizde en 6nemli nozokomiyal patojenler arasindadir. Beta-
laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzimi
iiretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak lizere bir¢ok bakteri tiirliniin en
onemli diren¢ mekanizmalarmdan birisidir. Baskin CTX-M genotiplerinde goriilen
dagilim, cografyaya bagh olarak degisiklik gdstermektedir. Aralarinda Ingiltere ve
Hindistan’in da bulundugu bircok iilkede CTX-M 15 ¢ok yaygin goriilmekte iken,
Latin Amerika’da CTX-M 2, Ispanya ve Uzakdogu’da ise CTX-M 9 ve CTX-M 14
baskindir. Bu ¢alismada; Afyon Kocatepe Universitesi, Tip Fakiiltesi Ahmet Necdet
Sezer Uygulama Arastirma Hastanesi’'nde farkli kliniklerden laboratuara gonderilen
nozokomiyal suslar, laboratuvarda konvansiyonel yontemlerle identifiye edilmis,
daha sonra otomatize sistemlerle (Phoenix”, Bekton Dickinson Diagnostics),
MicroScan® (Dade Behring Inc.) dogrulanmis, GSBL iiretimleri ¢ift disk sinerji
yontemi ile arastirilmis ve antibiyogramlar: belirlenmistir. Incelenen 100 GSBL
pozitif sustan 65 tanesi CTX-M universal primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemiyle pozitif bulunmustur. Bununla birlikte grup spesifik primerlerle
yapilan PCR reaksiyonlar1 sonucu 61 sus CTX-M 1 (61.0%), 1 sus CTX-M 9 (1%)
ve 1 sus CTX-M 2 (1%) yoniinden pozitif olarak saptanmistir. PCR reaksiyonlari ile
50/82 Escherichia coli (% 61,0), 12/14 Klebsiella pneumoniae (% 85,7), ve 1/2
Citrobacter freundii (% 50,0) izolatlar1t CTX-M pozitif bulunurken, Morganella
morganii ve Enterobacter cloacae izolatlarinda pozitiflik gozlenmemistir. Daha
sonra amplikonlar CTX-M tiplerinin belirlenmesi i¢in sekanslanmis ve gen bankasi
verileri ile karsilastirilmigtir. Buna gére, CTX-M 1 pozitif suslardan sirasiyla CTX-
M 15 (31 sus), CTX-M 28 (17 sus), CTX-M 3 (9 sus), CTX-M 22 (2 sus), CTX-M
33 (2 sus), CTX-M 42 (2 sus), homolojileri tespit edilmistir.

Sonug olarak; Afyonkarahisar bolgesindeki nozokomiyal suslardan en sik
CTX-M 15, ikincil siklikta da nadiren gozlenen CTX-M 28 formunun varligi
belirlenmis olup bu verilerin daha ileri ¢aligmalar ile desteklenmesi gerektigi

kanisina varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae, Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz, GSBL, blaCTX-M-1, PCR, sekanslama.



SUMMARY

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing members of the
Enterobacteriaceae family are important nosocomial pathogens. CTX-M type
extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) are now the most important cause of
resistance to beta-lactam antibiotics in E. coli and are reported worldwide with
increasing frequency. Dominant CTX-M genotype varies geographically. CTX-M 15
dominates in many countries including the UK and India whereas CTX-M 2 is the
most common genotype in Latin America and CTX-M 9 and CTX-M -14 in Spain
and the Far East.

In this study; a total of 100 consecutive ESBL positive nosocomial isolates of
Enterobacteriaceae collected from Afyon Kocatepe University Hospital were
screened for production of ESBLs by double disk synergy test and determined the
susceptibility to antibiotics. Then this results confirmed by Phoenix® (Bekton
Dickinson Diagnostics) and MicroScan® (Dade Behring Inc.).Among 100 ESBL
positive strains 65 were positive for CTX-M by PCR with universal primers.
However when group specific primers were used 61 strains were positive for CTX-M
1 (61.0%), 1 strain was positive CTX-M 9 (1%) and 1 strain was positive for CTX-M
2 (1%). Polymerase chain reaction detected bla(CTX-M) in 50/82 (60,97%)
Escherichia coli, 12/14 (85,71%) Klebsiella pneumoniae, and 1/2 (50,0 %)
Citrobacter freundii isolates with the ESBL phenotype. But there was no positive
isolate detected in Morganella morganii and Enterobacter cloacae. Amplicons were
sequenced to determine the CTX-M types and sequences were compared to gene
bank. Among CTX-M 1 positive strains sequence results showed higher homology to
CTX-M 15 (31 strains), CTX-M 28 (17 strains), CTX-M 3 (9 strains), CTX-M 22 (2
strains), CTX-M 33 (2 strains), CTX-M 42 (2 strains).

As a result; The most common CTX-M type was CTX-M 15, the second
common CTX-M type was CTX-M 28 related among strains isolated in

Afyonkarahisar Turkey. Further studies will be necessary to confirm our finding.

Key words: Enterobacteriaceae, ESBLs, blaCTX-M, blaCTX-M 1, extended

spectrum B lactamase, PCR, sequencing.



1.GIRIS

Son yillarda antibiyotiklere kars1 giderek artan diren¢ sorunu tiim diinyay1
tehdit eder hale gelmistir. Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale
getiren beta-laktamaz enzimi iiretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak {izere
bir¢ok bakteri tiirlinlin en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan birisidir (1). Bugiine
kadar 350'ye yakin beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir. Bunlarin yaklasik 150
tanesi geniglemis spektrumlu beta-laktamazlardir (GSBL) (2,3). GSBL'ler, Gram-
negatif comaklarda bulunan, genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi
direngten sorumlu olan enzimlerdir (4). Ozellikle Klebsiella tiirleri ve Escherichia
coli bagta olmak iizere, GSBL {iiretimi ve patojen bakteriler arsinda hizla yayilmasi,

son yillarda ciddi sorunlar olusturmaktadir (5).

Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar, penisilin ve sefalosporinlere oldugu
gibi, oksiimino beta-laktamlara da diren¢ olusturan plazmid aracili enzimlerdir (6,7).
Gram negatif patojenlerde beta-laktam direncinde betalaktamaz olusturma en 6nemli
faktordiir (8). Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler; beta-
laktamaz enzimleri tarafindan hidrolize edilerek etkisiz sekle doniismektedir.
Tanimmlanan en Onemli beta-laktamaz enzim gruplar1 plazmidlerle kodlanan

sefalosporinaz, metallo-beta-laktamaz ve genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir
(GSBL) (3).

Gram negatif bakterilerin ¢ogunlugu kromozomal veya plazmid kdkenli
kodlanan beta-laktamaz enzimleri iiretirler (9). GSBL’lerin biiyiik bir kismi TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 grubu enzimlerdir. Geri kalanlar CTX-M tipi enzimler veya
OXA’lardan GSBL spektrumuna sahip olanlar veya heniiz gruplandirilamayan
GSBL enzimleri olarak bilinmektedir. GSBL’ler tiim diinyada yayilmay1 siirdiirdiigii
icin antibiyotik tedavilerinin planlanmasinda etkenin GSBL pozitif olup olmadigmin

bilinmesi biiylik 6nem tagimaktadir (6).

GSBL iireten kokenlerle enfeksiyon riski; uzun siire hastanede yatig, yogun
bakim iinitesinde bulunma, idrar, vendz vb. kateter uygulamalar: tlirlinden cesitli
girisimler ve genis spektrumlu beta-laktam antibiyotik kullanimi gibi bazi
durumlarda artmaktadir (9). GSBL iireten bakteriler, hastane enfeksiyonu etkenleri
icinde siklikla artmakta ve genellikle ¢oklu ila¢ direncine sahip olduklarindan
tedavide giicliiklerle karsilasilmaktadir.



GSBL pozitif kokenlerin saptanmasinda ¢ok degisik yontemler kullanilabilir.
Bunlar; ¢ift disk sinerji testi (CDST), ii¢ boyutlu test, kombinasyonlu mikrodiliisyon
testleri, kombinasyonlu disk difiizyon testleri, E-test, otomatize sistemler ve
molekiiler yontemlerdir (10). GSBL iireten kokenlerin penisilinler, sefalosporinler ve
aztreonama direncli olduklar1 halde rutin antibiyogramda duyarli bulunabilmeleri ve
bu antibiyotiklerin kullanildig1 tedavilerde sorunlarla karsilagilmasi nedeniyle, bu

enzim Uretiminin gdsterilmesinin gerekli oldugu bildirilmektedir (11).

Bu calismada; en sik hastane enfeksiyonlarina yol acan Enterobacteriaceae
grubunda GSBL varlig1 ve bunlar icinde CTX M tipi direng enzimlerinin varligt ve

alt tlirlerinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Enterobactericeae
2.1.1.Genel Ozellikler

Enterobacteriaceae; insanda enfeksiyon etkeni olan, sik izole edilen, ¢ok sayida
bakteri cinsini ve tiiriinii iceren bir bakteri ailesine verilen addir. Enterobacteriaceae,
biiyiik tibbi 6nemi olan bir bakteri ailesidir. Bu ailedeki bakterilerin birgogu insan ve
hayvanlarin barsak digi1 floralarinda, bitkilerde, toprakta, suda; patojen, kommensal
ve saprofit olarak bulunurlar (13). Insanda septisemi, menenjit, cerrahi yara
enfeksiyonlari, pnémoni, idrar yolu enfeksiyonlari... gibi hemen her doku ve organi

tutan enfeksiyonlarda, bu aileden bir bakteri etken olarak izole edilebilir.

Enterobacteriaceae ailesindeki 6nemli cinsler:

. Escherichia . Enterobacter
. Klebsiella . Proteus

. Salmonella . Yersinia

. Shigella . Morganella

. Citrobacter . Serratia

. Providencia

2.1.2.Morfoloji

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler gram negatif, genellikle homojen boyanan,
paralel kenarlarla 2—3 pum boyunda, 0,5-0,6 um eninde, uglar1 yuvarlak bakterilerdir.

Aside diren¢li boyanmazlar ve iglerinde graniil goriilmez (13).
2.1.3.Yap1

Bu kadar ¢ok cins ve tiiriin bulundugu bir bakteri grubunda hemen her 6zellik i¢in
farklilik gdsteren bakterilerin bulunmasi1 dogaldir. Nitekim Yersinia pestis ve
Y.pseudotuberculosis daha kiigiik, kokobasil seklinde bakterilerdir ve uglar1 daha

koyu, ortas1 agik boyanir. Klebsiella cinsindeki bakteriler ise daha uzun ve kalindirlar



(12). E.coli, 6zellikle idrarda ve eski kiiltiirlerinde uzun flamantlar olusturabilir. Bu

ailedeki bakteriler spor olusturmazlar.

Shigella, Klebsiella gibi baz1 cinsler, Yersinia cinsindeki Y.pestis gibi bazi
tirler, Salmonella cinsindeki bazi serovarlar hareketsiz, bunun disindaki cins ve
tiirler kirpiklerle (flagella) hareketli bakterilerdir. Polar ya da lateral kirpikli olabilen
Tatumella cinsindekiler hari¢ peritrik kirpiklidirler. Klebsiella cinsindeki bakteriler

belirgin bir kapsiil ve zengin besiyerinde mukoid koloni olutururlar (13).

Kapsiil olusturma, diger cinslerde 6nemli bir 6zellik degilse de yeni izole
edilen Y.pestis’de ince bir kapsiil bulunabildigi gibi, E.coli, Enterobacter suslarinda

da dista kapsiiler bir materyal bulunabilir.

Salmonella cinsinde Paratyphi B serovarlarmdaki kapsiil yapist kolonilerin

mukoid goriilmesine yol agacak kadar bol olabilir (12).
2.1.3.1.Hiicre Yapisi

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin yapisi diger gram negatif bakterilerinkine
benzer. Sitoplazma zari disinda, gram pozitif bakteri hiicre duvarmdakinden ¢ok
daha ince ve esnek olan peptidoglikan tabaka bulunur. Gram pozitif bakterilerden
farkli olarak bu peptidoglikan tabaka disinda periplazmik aralik ve protein iceren dig

duvar bulunur.

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler fakiiltatif anaeroptur, oksijen
varhiginda oldugu gibi anaerop ortamda da iirerler. Insan ve hayvandan izole edilen
tiirler en uygun 37°C, bitkilerde ve dogada bulunan suslar daha diisiik sicakliklarda
iirerler ve tireme sicaklik sinirlar1 15°-44°C olarak kabul edilebilir (13). Baz tiirler

0°C’ye yakin sicaklikta da yavas iireyebilir (6rnegin: Yersinia enterolitica).

Bu ailedeki bakteriler buyyon ve jeloz gibi ayrica bir zenginlestirici ilave
edilmemis laboratuvar besiyerinde giizel {irerler. Buyyon besiyerini 37°C’de 8—12

saatte bulandirmaya baglarlar. Jeloz besiyerinde, 24 saatte diizgiin koloni olustururlar

(13).

24 saatte yuvarlak, ortasi kalkik, diizgiin kenarli 2—-3 mm ¢apinda S (Smooth)
seklinde diizgiin koloniler olusur (Ornegin: E.coli). Baz1 tiirlerde koloniler daha gec

ve kiiciik olabilir. Belirli O antijenlerini kaybetmis suslar kenarlar1 ve ylizeyi



diizensiz R (Rough) seklinde koloniler olusturur (Orn: Proteus). Klebsiella
cinsindeki bakteriler ve bazi Enterobacter, Salmonella Paratyphi B suslar1 ylizeydeki
kapsiil nedeniyle M (Mukoid) koloni olustururlar. Serratia suslarinin kolonileri,
ozellikle diisiik sicakliklarda, prodigiosin pigmenti olusturduklarinda kirmizi renkte
goriliirler. Enterobacter sakazakii, E.agglomerans, Escherichia vulneris suslarinin
bir kismi sar1 bir pigment olusturur. Diger tiirlerin jeloz besiyerindeki kolonileri
genellikle pigmentsizdir. Serratia suslarinin kolonileri, 6zellikle diisiik sicakliklarda,
prodigiosin pigmenti olusturduklarinda kirmizi renkte goriliirler. Enterobacter
sakazakii, E.agglomerans, Escherichia vulneris susglarinin bir kismi sar1 bir pigment
olusturur. Diger tiirlerin jeloz besiyerindeki kolonileri genellikle pigmentsizdir. Kanli
jelozda bazi suslar hemoliz olusturur. MacConkey jelozu, Eozin-metilen mavisi
(EMB) jelozu, Salmonella-Shigella (SS) jelozu gibi iiremelerini kolaylastiran segici
besiyerleri de vardir. Bu segici besiyerinde basta laktoz fermantasyonu olmak {izere,

belirli biyokimyasal 6zelliklerine gore farkli koloniler olustururlar (13).

Identifikasyon i¢in ¢esitli biyokimyasal testler uygulanmaktadir:

. Cesitli karbonhidratlar1 fermente etme,

. Arginin, lizin, ornitin dekarboksilazi,

. H,S, indol, iireaz olusturma,

. Metil kirmizis1- Voges-Proskauer deneyi,
. Sitratta tireme, KCN’de iireme

. Laktozu ge¢ fermente edenler icin ONPG deneyi...

Laktoz fermantasyonu: Bazi tiirlerin birbirlerinden ayrimi i¢in yaralanilir.
E.coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia laktoz pozitiftir. Salmonella,
Shigella, Proteus ve Yersinia tiirleri laktozu fermente etmezler. EMB, TSI, Klingler

Iron Agar, Mc Conkey Agar gibi besiyerlerinde laktoz fermantasyonu arastirilabilir

(13).



Safra tuzlarina direnc: Salmonella ve Shigella safra tuzlarina direnclidir.
Buna karsilik normal florada bulunan diger Enterobacteriaceae iiyeleri safra tuzlari

ile inhibe olurlar.
Hidrojen siilfiir (H>S )olusumu: Salmonella ve Proteus pozitiftir.

Triptofandan indol olusumu: FE.coli pozitif, Klebsiella pneumoniae’de

negatiftir.
Ure hidrolizi: Salmonella’da negatif, Proteus’da pozitiftir.

Sitratin karbon kayna@ olarak Kkullanilmasi: E.coli’de negatif,

K.pneumoniaede pozitiftir.

Metil kirmizis1 reaksiyonu: Glikoz fermantasyonu ile ortam pH’nin 4.5’in

altma diismesidir. E.coli’de negatif, K. pneumoniae’de pozitiftir.

Voges Proskauer reaksiyonu: Glikoz fermantasyonu ile asetil metil karbinol

olusmasidir. E.coli’de negatif, K.pneumoniae’de pozitiftir (13).
1.1.3.2.Antijen Yapilan

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde dis duvarda “O” antijenleri (Somatik
antijenler), kapsiil (K) veya ylizey antijenleri, kirpikli suslarda “H” antijenleri

bulunur. Fimbria antijenleri de ylizeyel antijenler arasinda incelenebilir (13).

“O” (somatik) antijenleri; dig duvardaki lipopolisakkarit (LPS)’den olusur.

Istya, alkole ve asite dayanikli, formaldehite direnclidir. Polisakkarit yapidadir.
Antiserumda genellikle IgM antikorlar1 ile agliitine olur. Capraz reaksiyon verebilir.
Serotiplendirmede kullanilir. Virulan suslarda diiz yapidadir. Pasajlama sonras1 “O”

antijenini kaybeden suslar R koloni olusturur (13).
“O” antijeninde ii¢ bolge bulunur:

Region 1: Oligosakkarit yapidadir. Bakterinin konaga tutunmasini saglar ve
serumun toksik etkisinden bakteriyi korur. Cinsler iginde farkli serotiplerin

dogmasina neden olur.
Region 2: Kor polisakkaritinden olugur.

Region 3: Lipit A kismudir.



“H” (Kirpik=Flagella) antijeni; hareketli suslarda bulunur. Isi, asit ve alkole

duyarl; formaldehite direnglidir (protein yapi1). IgG yapida antikorlarla agliitinasyon
verir. Escherichieae ve Salmonella serotiplendirmesini saglar. Normalde O

antijenine baskindir. Denatiire edilebilir.

“K” (Kapsiil) antijeni; kalin polisakkarit yapida, Escherichieae’da protein
yapidadir. Istya kismen duyarhidir. Bazen “’Slime’” seklindedir. O agliitinasyonunu
onledikleri i¢in denatiire edilmelidirler. Baz1 S.typhi ve Citrobacter tiirlerinde ince

kapsiil seklinde “Vi’’ antijeni bulunur.
Virulans Faktorleri:

Adherens faktorleri: Adhesif fimbriyalar, yapisma piluslari, kolonizasyon

faktorleri
Invazyon faktérleri: Dis membrana lokalize proteinler

Ekzotoksinler: Bagirsak epitelyum hiicrelerinin islevini bozarlar. Adenilat ve
guanilat siklaz1 uyarirlar; cAMP iiretimi artar. Bunun sonucu olarak yogun sivi ve

elektrolit kaybi ortaya ¢ikar (Ornegin: kolera toksini).

Kapsiil ve zarf antijenleri de antikorlarin bakteriye baglanmasini engelleyerek
fagositozu Onlerler. Bu ailedeki bazi bakteriler bakteriyosin denilen protein yapida,

baska bazi bakterilerin 6liimiine yol agan maddeler olustururlar (Kolisin, pestisin)

(13).
2.2. GSBL’ler

Penisilinin 1941 yilinda kullanima girmis ve 1944'den baglayarak hizla
yaygmlasmstir. S.aureus suslar1 arasinda penisilin direnci 1944'de %S5 iken,
1953'lerde  %80’lere ulagsmistir. Penisilin  G’yi hidrolizleyen, beta-laktamaz
(penisilinaz) iiretimiydi ve plazmidle yayilmaktaydi. Gram negatiflere de etkili olan
ampisilin gibi yar1 sentetik penisilinler 1960’11 yillarda, ardindan da 1. kusak
sefalosporinler giindeme gelmistir. Gram negatif bakterilerde 1963’lerin baslarindan
itibaren genis spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2, SHV-1) yaygmlasmaya
baslamistir. Bu plazmidik enzimler yoluyla temosilin disinda tiim penisilinler ve 1.
kusak sefalosporinler inaktive edilmistir. Bununla birlikte, 1970 lerin sonunda ve

1980’11 yillarin baginda 6nce sefamisinler ve 2. kusak sefalosporinler bulunmustur.
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Ardindan, gram negatiflere karsi daha etkili, 3. kusak sefalosporinler kullanima
girmistir. Gegen zamanla birlikte, gram negatif bakteriler beta-laktamazlarmi
modifiye etmis, TEM-1, TEM-2, SHV-1 de bir veya birka¢ aminoasidi degistirerek
bu enzimlerin etki spektrumlarini biraz daha genisletmis ve genislemis etkili beta-
laktamazlar1 (GSBL) iiretmeye baslamislardir. Ve en sonunda; ilk GSBL pozitif sus,

K. pneumoniae olarak 1983°de Almanya’dan bildirilerek, literatiirdeki yerini almigstir

(2).

[Ik zamanlar GSBL pozitif bakteriler, gram negatiflere etkili tiim penisilinleri,

3. kusak basta olmak iizere sefalosporinleri ve monobaktamlari inaktive etmislerdir.

Son 20 yildir 6zellikle gram-negatif bakterilerde sefalosporinlere direngte dne
cikan mekanizma olan ve klinikte Onemli bir sorun haline gelen genislemis
spektrumlu beta laktamazlar (GSBL), Klebsiella Spp. ve Escherichia coli'lerde daha
sik bulunmakla birlikte Salmonella spp. ve Shigella flexneri de dahil, bir¢ok enterik
bakteride bildirilmistir. Ozellikle Klebsiella tiirleri ve E.coli basta olmak iizere,
GSBL iiretimi ve patojen bakteriler arasinda hizla yayilmasi son yillarda ciddi
sorunlar olusturmaktadir (5). Ulkemizde 1992 yilindan beri GSBL'ler arastirilmakta

ve bildirilmektedir.

Bu enzimler bir iki aminoasit degisikligi ile dar spektrumlu beta
laktamazlardan koken alirlar (14). Aktif bolgelerinde serin bulunan, sefuroksim,
sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve sefepim gibi
oksiiminosefalosporinleri hidroliz edebilen, klavulanik asit, sulbaktam veya
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitdrleri ile inhibe olan beta laktamazlardir.
Karbapenemler ve sefamisinler bunlara dayaniklidir. GSBL iireten bakteriler her
zaman aminopenisilinlere (ampisilin veya amoksisilin), karboksipenisilinlere
(karbenisilin veya tikarsilin) ve ireidopenisilinlere (piperasilin, mezlosilin)
direnglidir. GSBL iireten mikroorganizmalar ¢ogu kez aminoglikozidler ve

florokinolonlar gibi diger gruptaki antibiyotiklere de direnglidir.

Bugiine kadar 350’ye yakin beta laktamaz enzimi tanimmlanmistir (14).
Bunlarin yaklasik 150°si genislemis spektrumlu beta laktamazlardir (2,3).



11

2.2.1. p-laktamazlarin isimlendirilmesi

B-laktamazlarin  isimlendirilmesinde birden fazla yontem ve/veya faktor
kullanilmaktadir. Bazi enzimler, hedef substratlarina gére (CARB, FUR, IMP,
OXA), bazilar1 biyokimyasal 6zelliklerine gore (SHV, NBC), bazilar1 igerdikleri
genlere (Amp, CepA), bazilar1 izole edildikleri bakterilere (AER, PSE), suslara
(P99), hasta isimlerine (TEM, ROB), hastaneye (MIR, RHH), eyaletlere (OHIO),
bazilar1 ise kesfeden kisilere gore (HMS) isimlendirilmistir (15,16). Ancak, bu
isimlendirmelerden bazilari, giiniimiizde gecerliliklerini yitirmislerdir. Ornegin;
SHV, siilfidril variabl’dan kisaltilmig bir isime sahipken, giliniimiizde SHV-1
enziminin aktif bolgesinin siilfidril degil, serin hidroksil oldugu aciga c¢ikmistir.
Benzer sekilde, ilk kez Pseudomonas’tan izole edilmis olan PSE enziminin, artik
enterobakterilerde de bulundugu bilinmektedir (17). Glinlimiizde en yaygin olarak
kullanilan ~ siniflandirma  disiplinleri, Ambler ve  Bush-Jacoby-Mederios

siniflandirmalaridir (17).

Ambler, B-laktamazlar1 niikleotid dizilerine gore molekiiler olarak

siiflandirmistir (Tablo 1). Buna gore;
A Smufi: Plazmid kontroliinde olan penisilinaz,
B Sinifi: Metallo-enzimdir (ZN igerir). Karbapenemlere etkilidir.
C Sinifi: Kromozom kontroliinde sefalosporinaz,
D Smifi: Oksasilinazlar’1 igerir.

A, C ve D gruplar1 aktif bdlgelerinde SERIN igerir. Buna karsilik olarak, B
grubu CINKO bulundurur.

Bush ve arkadaglari, B-laktamazlari substrat profilleri ve B-laktamaz
inhibitorlerine duyarlilik temeline gore 4 grupta toplamislardir. Ancak bu gruplarin

icerisinde bazi alt gruplar da yer almaktadir (Tablo 1) (17).



Tablo 1. Beta-laktamaz siniflar1

12

Bush-Jacoby-
Mederios
siniflamasi

Temel Gruplar

Ambler
siniflamasi

Temel ozellikler/o6rnek enzimler

Grup 1
sefalosporinazlar

Grup 2
penisilinazlar
(klavulanik asit ile
inhibe olurlar)

Grup 3 metallo-
beta-laktamazlar

Grup 4

2a

2b

2be

2br

2c

2e

2f

2d

3a
3b
3c

C
(sefalosporinazlar)

A (serin beta-
laktamazlar)
A

A

B (metalloenzimler)
B
B

Siniflanmamis

Genellikle kromozomal (plazmit
kokenli olanlar da vardir)
karbapenemler harig tiim beta-
laktamlara direngli; klavulanik asit
ile inhibe olmaz. Gram-negatiflerin
kromozomal beta-laktamazlari ile
plazmid kokenli CMY-2-CMY-13;
LAT-1, MOX-1 ve MOX-2, FOX-1-
FOX-6, ACT-1, MIR-1, DHA-1 ve
DHA-2, ACC-1, CFE-1

Stafilokok penisilinazlari

Genis spektrumlu enzimler (TEM-1,
TEM-2, SHV-1)

Genisletilmis spektrumlu (TEM,
SHYV tiirevi enzimler, PER-1, PER-
2, CTX-M 1-30, VEB-1, GES-1,
IBC-1e)

Inhibitér direngli TEM (IRT): TEM-
30-TEM-41,44,45,51,54 Inhibitor
direngli GSBL: TEM-50,-68,-80
Karbenisilini hidrolize eden
enzimler

Klavulanik asit ile inhibe olan
sefalosporinazlar

Klavulanik asit ile inhibe olan
karbepenemazlar: NMC-A, SME-1-
SME-3, IMI-1, KPC-1-KPC-3,
GES-2, SHV-38

Oksasilin hidrolize eden enzimler:
Dar spektrumlu OXA tipi enzimler
GSBL niteligindeki oksasilinazlar:
OXA-2 ve -10 tiirevleri, OXA-18,
OXA-29-0XA-32, OXA-45
Karbepenem hidrolize edenler:
OXA-23-0XA-27, -40, -48, -54

Cinko-bagimli karbapenemazlar

Be I, CCr A, L1

Cph A/Im1 S FEZ-1 Plazmid
kokenliler: IMP-1-17, VIM-1-VIM-
7, GIM-1, SPM-1

Dizileri bilinmeyen ¢esitli enzimler;
ozellikle B.cepacia’da bulunan
penisilinazlar

(Tablo: Prof. Dr. Zeynep GULAY, D.E.U. Mikrobiyoloji A.D. Beta-laktamlara Direng
Mekanizmalary, Sf: 13-15)
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2.2.2. GSBL Tipleri

GSBL’lerin ¢ogunlugu TEM, SHV veya OXA enzimlerinden kdoken almislardir.
Gliniimiizde TEM tiirii beta laktamazlarin sayis1 130'n, SHV tiirii beta-
laktamazlarinki 50'yi ge¢mistir (18). Bu {i¢ enzimin tiirevleri diginda son yillarda
bunlardan koken almayan (CTX-M, PER, VEB vs.) genislemis spektrumlu
enzimlerde de biiyiik bir artis olmustur (19-23).

2.2.2.1 TEM'den Koken Alan GSBL'ler

GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tiirevi TEM-3'tiir ve 1987 yilinda bildirilmistir
(2,24). GSBL fenotipi TEM enziminde, belirli pozisyonlarda olusan aminoasit
degisiklikleri ile meydana gelmektedir. TEM grubu beta-laktamazlar E. coli ve K.
pneumoniae basta olmak lizere Enterobacter aerogenes, Morganella morganii,
Proteus mirabilis, Proteus rettgeri ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae
iiyelerinde sik bulunmaktadir. Nadir de olsa P. aeuruginosa’da da bildirilmistir
(2,25). TEM-1 gram-negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve ampisiline
direngli E. coli’lerin %90’1inda direngten bu enzim sorumludur. TEM-1 ve TEM-2
enzimleri siklikla transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu enzimlerdir;
penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidroliz edebilirler. Ancak oksiimino-
sefalosporinlere kars1 aktiviteleri yoktur. Buna karsin TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve
TEM-42 P. aeuroginosa’da, TEM-17 Capnocytophaga ochracea’da bildirilmistir
(26).

Ote Yandan, 1997 yilindan itibaren bazi amoksisilin-klavulanik asite direngli
E. coli'lerin niikleotid dizilerinin incelenmesi ile TEM beta-laktamazlarindaki
mutasyonlar sonucu, beta laktamaz inhibitdrlerine direngli yeni varyantlarin olustugu
belirlenmistir. Bu enzimler IRT (inhibitdr rezistan TEM) olarak isimlendirilmis

ancak daha sonra kdken aldiklar1 TEM ya da SHV’de siralamaya girmistir.
2.2.2.2. IRT

En sik olarak E. coli'de bulunan IRT'ler, bunun yaninda K. pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, P. mirabilis ve Citrobacter freundii'de de bildirilmektedir. IRT'ler {igiincii
kusak sefalosporinleri hidroliz etmemektedir. Klavulanik asit ve sulbaktama ve
bunlarm klinik kullanimda olan kombinasyonlarma direngli, tazobaktam ve

piperasilin-tazobaktam kombinasyonuna duyarlidir.
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2.2.2.3. SHV'den Koken Alan GSBL'ler

SHV grubu enzimlerin koken aldigi SHV—-1 enzimi en sik K.pneumoniae'da
bulunmaktadir ve siklikla kromozomal bir enzimdir. TEM grubu GSBL'lere kiyasla
SHV 'den koken alan enzimlerin sayist daha diisiiktiir, ayrica aminoasit degisikligi
olan pozisyonlar daha azdir. GSBL fenotipi gdsteren SHV tiirlerinin ¢ogunda
karakteristik degisiklik, 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesidir (27). K.
pneumoniae'dan baska Citrobacter diversus, E. coli ve P. aeruginosa'da
bildirilmistir. Ampisilin, tikarsilin ve piperasiline diren¢ olusturmaktadir;
oksiiminosefalosporinlere karst aktivitesi yoktur (25). SHV-5 Yunanistan'da

yaygindir. Ulkemizde K. pneumoniae izolatlarimda SHV—5 ve SHV-12 bildirilmistir
(2).

2.2.2.4. OXA’dan Koken Alan GSBL'ler

OXA grubu enzimler daha ¢ok P. aeruginosa'da bulunan GSBL’lerdir. OXA-1'den
OXA-10"a kadar olanlar1 dar spektrumlu enzimlerdir ve substrat oksasilin ve
kloksasilindir (2,25,29). Aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlar1 sonucu
oksiiminosefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu enzimler haline
gelmiglerdir (29,30). TEM ve SHV’de oldugu gibi aminoasit dizilerindeki nokta
mutasyonlar1 sonucu oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu
enzimler haline gelmislerdir (29,30). OXA-11,14,15 ve 16 seftazidim direncine yol
acarken, OXA-17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir (2). OXA-31 ise sefepime
diren¢ olustururken seftazidime duyarlhidir (31). OXA-24 ayrica karbapenemaz
aktivitesi goOstermektedir, fakat bu GSBL degildir. Bu enzim genlerinin ¢ogu

plazmid, transpozon veya integron kontroliindedir.
2.2.2.5. CTX-M

Son yillarda GSBL'lerin arasina yeni katilan bir gruptur. Substrat olarak sefotaksimi
tercih etmektedir (2,25). Seftazidimi bir miktar hidroliz etmekle birlikte klinikte
dirence yol acacak miktarda degildir. Biiyiikk olasilikla Klyuvera ascorbata'nin
kromozomal AmpC beta-laktamazindan koken almistir. Sefalosporinleri hidroliz
etme Ozellikleri aminoasit degisiklikleri sonucu degil, biiyiilk olasilikla enzimin

omega halkasindaki ve beta ucundaki yapisal degisiklikler sonucudur (2,25,27).
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Bu enzimlerin onemli diger bir 6zelligi de bunlara karsi tazobaktamin
inhibitor etkisinin klavulanik aside ve sulbaktama gore daha fazla olmasidir. ilk
CTX-M beta-laktamaz 1989 yilinda Almanya'dan E. coli'de bildirilmis, o tarihten
bugiine kadar Salmonella spp. basta olmak iizere bir¢cok Enterobacteriaceae tiiriinde
saptannustir (31,33). Ozellikle 1995 yilindan itibaren biiyiik bir artis gostermistir
(34,35). Giiniimiizde CTX-M ailesinde 40 enzim bulunmaktadir ve bunlar aminoasit

dizilerindeki benzerliklere gore bes gruba ayrilmistir (32).

Tablo 2. CTX-M enzimleri ve alt gruplar1 (33).

Grup Enzimler

CTX-M1 CTX-M 1, CTX-M 3, CTX-M 10, CTX-M 12, CTX-M 15, CTX-M
22, CTX-M 23, CTX-M 28, CTX-M 29, CTX-M 32, CTX-M 33,
CTX-M 42, CTX-M 52, CTX-M 53, CTX-M 54, CTX-M 55 ve

CTX-M 58

CTX-M 2 CTX-M 2, CTX-M 4, CTX-M 4L, CTX-M 5, CTX-M 6, CTX-M 7,
CTX-M 20, CTX-M 35, CTX-M 43, Toho-1

CTX-M 8 CTX-M 8

CTX-M9 CTX-M 9, CTX-M 13, CTX-M 14, CTX-M 16, CTX-M 17, CTX-M

19, CTX-M 21, CTX-M 27, Toho-2 ve iki yeni enzim CTX-M 24 ve
CTX-M (JP0074)

CTX-M 25 CTX-M 25, CTX-M 26, CTX-M 41

CTX-M-14, CTX-M-3 ve CTX-M-2 en yaygmn olan enzimlerdir.
Yayilmalar1 hem plazmidlere hem de hareketli genetik elementlere (ISEcpl gibi)
baglidir. CTX-M enzimlerini iireten mikroorganizmalarin ¢ogunlukla hastane
enfeksiyonlarindan izole edilmelerine karsin SHV ve TEM enzimlerinden farkli
olarak Vibrio cholerae, tifo dis1 Salmonella ve Shigella spp. gibi toplumdaki
enfeksiyon etkenlerinde de bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda
yaygm kullanimmin CTX-M enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadigi
diisiiniilmektedir (32).

Son yillarda GSBL epidemisinde goriilen egilim, SHV tipi GSBL’lerin daha
az goriiliirken, CTX-M tipi beta-laktamazlarin 6n plana ¢ikmasi seklindedir. CTX-M
tipleri cografyaya bagl olarak degismekle beraber elde olan veriler Tiirkiye’de Grup-
1 enzimlerin, bunlarin arasindan da CTXM 15 tipi enzimlerin yaygin oldugunu
disiindiirtmektedir (78). Tash ve Bahar (79) diskidan elde ettikleri 63 GSBL tireticisi
kokenin %52,7’sinde blaTEM, %74,3’linde blaSHV geni saptamislardir fakat bu
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calismada arastiricilar CTX-M tipi enzimleri arastrmamiglardir. Ayrica bu ¢alisma,

CTX-M tipi enzimlerin tiim diinyada daha az yaygin oldugu dénemde yapilmigtir.
2.2.2.6. PER-1

TEM, SHV veya OXA beta laktamlardan koken almamis enzimlerdir. Once
kromozomal bir enzim olarak tanimlanan PER-1, Hacettepe Universitesi'nde 14 P.
aeruginosa susunda belirlenmis ve plazmid kontroliinde bir enzim oldugu
gosterilmistir (37). PER-1 enzimi igeren P. aeruginosamin en belirgin ozellikleri,
izolatlarin seftazidime ¢ok diren¢li olmalarina karsin piperasilin i¢in daha diistik bir

direng¢ gostermeleridir. Bu enzimler klavulanik asit ve tazobaktama duyarlidur.
2.2.3. GSBL’lerin Laboratuvar Tanis1

GSBL iireten bir mikroorganizma ile infekte olan hastalarda genis spektrumlu bir
beta-laktam ile tedavi risklidir, GSBL {irettigi belirlenen bir bakteri, antibiyotik
duyarlilik test sonucu ne olursa olsun, tim genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklere diren¢li olarak bildirilmelidir. GSBL igerdigi saptanan bakteriler,
sefamisinler diginda tiim sefalosporinlere direngli olarak rapor edilmelidir. Ayrica,
Amerika’nin klinik laboratuarlar i¢in Standartlar1 Belirleme Komitesi [Clinical
laboratory Standart Institute (CLSI)] Onerilerine gore; disk difiizyon veya diliisyon
yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime

kars1 duyarliligin azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama testleri uygulanmalidir.
Bir 6rnekte, GSBL varligni tespit etmek i¢in su yontemler kullanilabilir:
o Kombine Disk Yontemi
. Cift Disk Sinerji (CDS) Testi

. Ug boyutlu test

o Klavulanik asit kombinasyonlu mikrodiliisyon testi
o Klavulanik asit kombinasyonlu disk diflizyon testi
o E-test yontemi

. Otomatize sistemler (Vitek, MicroScan, BD Phoenix)
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o Molekiiler teknikler (PCR, DNA problary, Niikleotid

sekanslama)
2.2.3.1. Kombine Disk Yontemi

Kombine disk yonteminde Sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30 pg) disklerine 10
ng klavulonik asit eklenir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyonunun yayildigit Mueller-Hinton Agar (MHA)
plaklarina klavulonik asit igeren ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri
yerlestirilir. Bir gece 35°C’de inkiibasyondan sonra klavulonik asit igeren ve
icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar1 Olglilerek karsilastirilir.
Kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki
zona kiyasla > 5 mm daha genisse izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul edilir.
Kombinasyon diski olarak 1 mg klavulonik asit iceren sefpodoksim (10 pg) diskleri
de kullanilabilir (38).

2.2.3.2. Cift Diskli Sinerji Testi

Disk diflizyon yontemine dayanir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak
sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agar plagma yayilr.
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 iireyen alanda {iremenin olmadigi bolge goriilmesi
GSBL pozitif (+) olarak yorumlanir (Resim 1) (38).

Resim 1. Cift disk sinerji yontemi. (GSBL iireten suslarda amoksisilin/klavulonik asit diskinin etrafina
(20-30 mm) vyerlestirilen seftazidim, sefepim, sefoksitin, aztreonam inhibisyon zon ¢aplarmin
genislemesi (GSBL enziminin klavulonik asit varliginda inhibe olmasiyla b-laktam antibiyotigin

aktivitesinin artmast).
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Ancak, bu yontem kullanilirken, dikkat edilmesi gereken bazi hususlar vardir.
Oncelikle Enzim substrat profili degisik oldugu igin antibiyogramlarda indikatdr
antibiyotiklerin hemen hepsinin yer almasi Onerilmektedir. Amerika’nin Klinik
laboratuarlar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) onerilerine gére; CAZ zon ¢ap1 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.

Tablo 3. GSBL’ler igin Tarama Testi Olarak Onerilen inhibisyon zonu ve MiK
degerleri

Antibiyotik Inhibisyon zonu(mm) MIK (mg/L)
Sefotaksim <27 >2
Seftriakson <25 >2
Seftazidim <22 >2
Sefpodoksim <17 > 8
Aztreonam <27 >2

2.2.3.3. U¢ Boyutlu Test

Direkt veya indirekt uygulanabilir. Hazirlanan 0,5 Mc Farland bakteri siispansiyonu
Mueller Hinton agar yiizeyine siiriiliir. Petrinin ortasina yakin tarafta ve kullanilan
antibiyotik disklerinden 3 mm uzakta olacak sekilde besiyeri daire seklinde kesilir.
Olusan besiyeri ¢izgisine ii¢ boyutlu test i¢in hazirlanan yogun inokulumdan 200u1
konulur. Her iki inokulasyon yapildiktan sonra seftazidim, sefotaksim, seftriakson ve
aztreonam diskleri yerlestirilir. Bu disklere ait inhibisyon zonlarmin dairesel
bi¢ciminde bozulma, kesintiye ugrama veya bakterinin inokule edildigi kesi ¢izgisi
yakininda birbirinden ayri1 kolonilerin iiremesi; antibiyotigin yogun inokulasyon
bolgesinden gecerken inaktive edildigini gosterir ve GSBL pozitif olarak
degerlendirilir (38).



19

2.2.3.4. Diliisyon Yontemleri

Mikrodiliisyon testinde 4mg/L klavulanik asit eklenmesiyle, GSBL {ireten ajanlarin
MIK degerinde 8 kat ve iizeri azalma saptanirsa, GSBL pozitifliginden
bahsedilmelidir.

2.2.3.5. Klavulanik Asit Kombinasyonlu Disk Difiizyon Testleri

Uzerine klavulanik asit (10 pg) damlatilan (veya ticari olarak kombinasyon halinde
hazirlanmis) genis spektrumlu beta-laktam disklerinin zon g¢aplarmda >5mm

genisleme saptanmasi halinde, GSBL pozitiftir.
2.2.3.6. E Test Yontemi

Test stripleri bir ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim ve klavulonik asit
(TZL) igerecek sekilde hazirlanmistir. Disk diflizyon i¢in bildirilen standartlarda
hazirlanan plaklarda inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi
deger MIK degerini vermektedir. TZ ve TZL MIK degerleri birbirine oranlandiginda
MIK degerinde > 8 kat fazla azalma olmasi GSBL varligm gésterir. Benzer sekilde
sefotaksim ve sefotaksim-klavulonik asit (CT-CTL) iceren E-test stripleri de
bulunmaktadir. Ozellikle CT-CTL striplerinde klavulonik asitin diger tarafa da
difiize olmasi1 nedeniyle stripin ortasinda bir “fantom zon” goriilebilmektedir. Bu zon
GSBL gostergesi olarak kabul edilmektedir (Resim 2).

Resim 2. E test ile GSBL tayini. (Sol) GSBL iiretmeyen bir sus. (Sag) GSBL {ireten
bir susun seftazidim MIC >256 pg/mL iken, seftazidim/klavulonik asit MIC
degerinin >8 kat azaldig1 goriilmektedir.
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2.2.3.7. Otomatize Sistemler

Otomatize tanisal sistemler, mikroorganizmalarin zaman ve isgiici kaybi
yaganmadan, standardize bir dizi protokol uygulandiktan sonra, bazi firmalar (Becton
Dickinson Diagnostics-USA, Dade Behring Inc-USA, bioMérieux-France... gibi)
tarafindan tiiretilen medikal cihazlar ile baz1 spektofotometrik ve/veya baska bir dizi
Olclim yontemi kullanilarak tiplendirilmesini ve bazi sistemlerde, tek bir iglemde
tiplendirilmenin yani sira ilag direnglilik profillerini de gdriintiilemek icin kullanilan

sistemlerdir.

Genel olarak, tiplendirilmek istenen mikroorganizmanin kolonilerinden elde
edilen, belirli bir bulanikliktaki (genellikle 0,5 Mc Farland) bakteri siispansiyonu,
sistem ile birlikte saglanan kartuslar {izerindeki belirli bolgelere uygulanmaktadir.
Daha sonra belirli bir 1sidaki inkiibasyonun ardindan, cihaz iizerine yerlestirilen

kartuslarin okunmasi ve sonuglarin alinmasi ile tiplendirilme yapilmaktadir.
2.2.3.8. Molekiiler Yontemler

Molekiiler tanisal yontemler, geleneksel yoOntemler kullanarak bulunmasi ve
belirlenmesi zor veya imkansiz olan enfeksiydz ajanlarin tanimlanmasinda halen en
degerlisi olarak kabul edilmektedir. Benzer sekilde modern seroloji, akim sitometrisi
ve elektron mikroskobi ve kiitle spektrometri gibi giiglii araglar ile birlestirildiginde
molekiiler teknikler medikal uygulamada sik karsilasilan patojenlerle birlikte, birgok
yeni ortaya ¢ikan veya tekrar ortaya ¢ikan patojenlerin de hizli (ayn1 giin) ve dogru
olarak belirlenmesini olanakli kilmaktadir (39). Enfeksiyoz hastaliklarin molekiiler
tanis1 ¢gogunlukla niikleik asit odaklidir ve mikroorganizma ve klinik materyalden
niikleik asitin izole edilmesi gerekir ve sinirlayici endoniikleaz enziminin, jel
elektroforez ve niikleik asit hibridizasyon tekniklerinin kullanimma dayanir. Giderek
artan sayida yeni niikleik asit amplifikasyon teknigi klinik materyallere

uygulanmaktadir (40).

Gergek zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (RCR) ile birlikte; niikleik asit
amplifikasyonu ve amplifiye edilmis {irliniin floresan saptanmasi seklinde kapali
sistemli yeni platformlar giderek artan spektrumlu enfeksiy6z hastaliklarin esnek,

hizli ve dogru sekilde tanimlanmasini saglamaktadir (41).
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DNA sekans analizi; yiikksek oranda otomatize olmustur ve kiiltiirde
uretilebilen ve {iretilemeyen ¢ok sayida mikroorganizmanin tanimlanmasi ig¢in

referans ve tani laboratuarlarinda kullanilabilir (42,43).

Molekiiler dizi teknolojisinin gelistirilmesi ile mikroorganizmalarin

tanimlanmasindaki anlamli potansiyel ortaya ¢ikmaktadir (44).

Molekiiler tekniklerin daha genis bir alanda kullanilmasindaki konulardan biri
maliyettir (45). Enfeksiydz hastaliklarin tanisi alaninda, hasta sonug¢larinin iyilesmesi
ve antimikrobiyallerin maliyetinin ve hastanede kalig siiresinin azalmasi laboratuar
maliyetlerinin artmasina yegelenebilir bir durumdur. Rakamlarla belirtmek zor olsa
da, molekiiler yOntemlerin tanisal uygulamalarmin etkilerinin pozitif ve etkin

maliyetli oldugunu gosteren 6rnekler mevcuttur (46).

Molekiiler tanisal yontemler, acgikca daha pratik ve maliyet-etkin hale
gelmektedir ve hastalara faydasi daha iyi anlagimaktadir. Ancak bu, hala egitimli

personel gerektiren ve lilkemiz i¢in nispeten pahali bir teknolojidir (47).
2.2.4. Diinyada GSBL’ler

Beta-laktamazlar, beta-laktam antibiyotiklere kars1 bakteri direncinin en sik rastlanan
nedenidir (48). Beta-laktamaz iiretiminden sorumlu genler kromozomlar,
transpozonlar ve plazmidlerde yerlesik olabilir, ancak plazmidlerde yerlesik gentik
bilgi en biiylik tehdidi olusturmaktadir. Plazmidlerin direngli genlerinin
konjugasyonla organizmalar arasinda kolayca aktarilmalari, diren¢ genlerinin bir¢ok
farkli tlire hizla aktarilabilecegi anlamimna gelmektedir, bdylece beta-laktamazlara

bagli direncin patojen suslar arasinda yayilimi kolaylasmaktadir (48).

Ancak, bu sorunun ger¢ek boyutlar1 ne yazik ki ancak son 20 yil icerisinde
anlagilmaya baglamistir. Bugiin tanimlanan beta-laktamazlarin toplam sayisi,
1990’larda bilinen saymin yaklasik 3,5-4 katina ulasmis durumdadir. O zamanlardan
bu yana, birgok yeni beta-laktamaz ortaya c¢ikmistir. Gram negatif basillerin
seftazidim ve seftriakson gibi 3. kusak sefalosporinlere duyarliligindaki azalma, beta-
laktamaz direncinin nasil hizli ortaya ¢iktig1 ve yayildigi konusunda iyi bir 6rnek
olusturmaktadir. Bu antibiyotikler, 1980’lerin baslarinda piyasaya sunulmus ve
1982°de ilk genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) tanimlanmistir (5). Bundan

sonra, GSBL’lerin prevalansi damatik bir artis gdstermistir. Ornegin, Fransa’da
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Klebsiella pneumoniae’deki GSBL’lerin sikligi 1985°teki %1 kadar diisiik bir
orandan 1988’de yaklasik %15’e cikmistir. Farkli bolgelerde bulunan 12 Fransiz
hastanesinde yapilan arastirmada Enterobactericeae’lerdeki GSBL’lerin siklig1 %0
ile %46 arainda degismekteydi (49). Giiniimiizde, GSBL’ler diinya c¢apinda siklikla

bulunmaktadir.

Beta-laktamaz direncinin yayilmasiyla etkin bir sekilde savasmak i¢in, su an
sahip olduklarimizdan daha ¢ok ve iyi bilgilere gereksinim duyulmaktadir. Bir
organizmanin beta-laktam antibiyotige karsi direngli olup olmadigmi basitge
saptayan calismalar, bahsedilen tiim bilgi gereksinimini karsilayamamaktadir. ilk
olarak, direncin beta-laktamaz iiretimine mi, yoksa bagka bir mekanizmaya mi1 baglh
oldugu anlasilmalidir. ikinci olarak, direncten hangi beta-laktamaz tipinin sorumlu
oldugu bulunmalidir. Bir¢ok farkli beta-laktamaz, cesitli beta-laktam antibiyotiklere
benzer direnci gegirebilir. Beta-laktamaz direngli organizmalarla bir arastirma
yiriitiiliirken, diinya c¢apindaki cesitliliklerinden otiirii direngten sorumlu spesifik

enzimlerin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢ ve Malzemeler
3.1.1. Kullanilan Besiyerleri

Kanli agar (jeloz); genel kullanim besiyeri olarak kullanilan besleyici bir besiyeridir.
40 gram toz agar dH,O igerisinde 5-10 dakika calkalanarak eritilmis, pH’1 7,3 e
sabitlenmis ve tamamen ¢0ziilme saglanincaya kadar kaynatilip, otoklav ile
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra, hazirlanilan erimis besiyeri
42°C’ye sogutulmus ve iizerine 50 mL defibrine koyun kami eklenip karistirilarak,
homojenizasyon saglandiktan sonra steril plaklara dokiilmiistiir. Besiyerleri,

kullanilmadan 6nce iireme kontrolleri yapilmastir.

Mueller-hinton agar (MHA); Orneklerin antibiyotik duyarlilik testleri
sirasinda  kullnilmigtir. Ticari olarak saglanan toz agar, iireticinin Onerileri
dogrultusunda ve oranlarda dH,O igerisinde 5-10 dakika c¢alkalanarak eritilmis, pH’1
7,3’ e sabitlenmis ve tamamen ¢oziilme saglanincaya kadar kaynatilip, otoklav ile
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra, hazirlanilan erimis besiyeri
42°C’ye sogutulmus ve steril plaklara dokiilmiistiir. Besiyerleri, kullanilmadan 6nce

tireme kontrolleri yapilmistur.

QUICOLOR ES® (SALUBRIS Inc. - U.S.A.) enterik bakteriler ve
stafilokoklar i¢in tiretilen hizli antibakteriyel duyarlilik test besiyerleri, hazir olarak,
ticari bir sekilde 10’arli plaklar olarak temin edilmis ve kontrolleri yapildiktan sonra

kullanilmistir.
3.1.2. Kullanmilan Antibiyotikler

Aztreonam ATM (30pg), amoksisilin-klavulonik asit AMC (30ug), seftazidim CAZ
(30pg), seftriakson CRO (30pg), sefotaksim CTX (30pg), sefepim FEP (30pug),
sefoksitin FOX (30ung) ve Imipenem IPM (10pg) diskleri (Oxoid, England) ticari

olarak temin edilip, kullanilmistir.
3.1.3. PCR islemleri i¢in Kullanilan Cihazlar
Eppendorf MasterCycler gradient, 96 6rnek kapasiteli termal dongiileme cihazi

TECHNE TC-312, 25 6rnek kapasiteli termal dongiileme cihazi.
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3.1.4. Elektroforez i¢cin Kullamlan Gerecler

4 ul 6X Loading Dye solution, 2 pl PCR iiriinii (DNA), 10 ul DNA ladder, 2 gr.
agaroz, sirastyla agaroz jel ve elektroforez tankinda yiiriitme yapmak i¢in; 100 ml. ve
500 ml. TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) buffer.

3.1.5. Kullanilan Diger Gerecler

Steril ekiivyon, bek alevi, igne 6ze, tek kullanimlik plastik steril 6ze, gram boyama
seti (kristal viyole, liigol, denatiire alkol, sulandirilmis fuksin), hassas terazi, etiiv,
mikroskop, 2 ve 0,2 ml.’lik steril tek kullanimlik kapakli ependorf tiipleri, pipet ve

pipet uglari, sogutucu, dondurucu, steril pudrasiz tek kullanimlik eldiven.
3.2. Yontemler
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alismaya Ocak 2005 - Agustos 2007 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi kliniklerinde yatan hastalardan alman

GSBL pozitif toplam 100 adet nozokomiyal 6rnek dahil edilmistir.

Sozii edilen Oneklerin, identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarliliklar1 tayini
(antibiyogramlar1), Afyon Kocatepe Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laborauvari, Bakteriyoloji departmaninda, 6rneklerin uygun besiyeri
iceren plaklara ekilip, 18-24 saat 37°C’deki inkiibasyonlarinin ardindan geleneksel
yontemler ile yapilmustir. Daha sonra, arastirma konusuna uygun olarak gdoriilen

GSBL pozitif Enterobactericeae suslari, Phoenix® (BD) sistemi ile dogrulanmustir.
3.2.2. Phoenix” (Becton Dickinson Diagnostics) Sistemi ile Dogrulama

Geleneksel laboratuar yontemleri ile identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarliliklar1
saptanan ve pozitif olarak kategorilendirilen 6rnekler, bir otomatize identifikasyon
sistemi olan Phoenix® (BD Diagnostics-USA) sistemi ile dogrulama islemine tabi
tutulmustur. Caliymanin bu asamasinda, geleneksel yontemler i¢in kullanilan plaklar
kullanilmugtir. Uretici firmanm direktifleri dogrultusunda, plaklardan alman yeterli
miktardaki koloniler AST Broth soliisyon tiipliniin igerisinde CrystalSpec
nephelometer (BD Diagnostics) cihazi kullanilarak son bulanikligi 0,5 Mc Farland

standard1 yogunlugunda olacak sekilde siispanse edilmistir.



25

Resim 3. Phoenix® (Bekton Dickinson Diagnostics) Sistemi

Ardindan, standardize ID Broth soliisyonundan 25 pl. pipet yardimiyla, dnceden
hazirlanan AST Broth soliisyon tiipiine aktarilmistir. Daha sonra, elde edilen
soliisyonlar NMIC/ID-108 combo paneller igerisindeki uygun kuyucuklara inokiile
edilmis ve Phoenix” cihazma dikkatlice yerlestirilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
identifikasyon ve antibiyogramlar1 tamamlanan orneklerin degerlendirilmesi BD
EpiCenter™ yazilim1 kullanilarak  yapilmustir. Calismanm ardindan  diger
dogrulamalar ve ¢aligmalar yapilincaya kadar, sozii edilen Ornekler laboratuvarmn
bakteri bankasinda -80°C’de cam boncuklar igeren tiipgiikler igerisinde muhafaza

edilmistir.
3.2.3. MicroScan® (Dade Behring Inc.) Sistemi ile Dogrulama

Yapilacak olan c¢aligmanin amacina uygun olarak, Dade Behring firmasmin
MicroScan® isimli identifikasyon sistemi ile karsilastirmali dogrulama asamasma

gecilmistir.

100 adet Enterobactericeae oldugu geleneksel yontemler ile tespit edilen ve
Phoenix sistemi ile test edilen Ornekler, bu asamadan bir giin 6nce bakteri
bankasmdan alinarak, brain heart besiyeri iceren 2 ml.’lik ependorf tiipler igerisinde
siispanse edilip, 37°C’de 24 saat bekletilerek canlandirilmigtir. Canlandirilan
ornekler, bir sonraki giin kanli agar igeren plaklara ekilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda olgunlasan koloniler, iiretici
firmanmn direktifleri dogrultusunda bir dizi isleme tabi tutularak, MicroScan” sistemi
ile dogrulanmistir. Yapilan islemler sirastyla su sekildedir: sistemin kendisine 6zgii

patetntli Promt™ inokiilasyon ¢ubuklari, kanli agar yiizeylerine dik sekilde tutularak,
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cubuk ucu ile aym biiyiiklikte ya da daha biiyiikk olan koloni yiizeylerine
dokundurulmustur. Cubuklarin iizerlerindeki aparatlar cekip ¢ikartilarak, fazla
miktarda koloninin elimine edilmesi saglanmistir. Patentli Promt™™ siselerinin
kapaklar1 kirildiktan sonra, hazirlanilan ¢ubuklar siseler icerisine yerlestirilmistir. 30
mL’lik Pluronik-D sivisi igeren siseler iyice sallanarak, iclerinde birer bakteri
siispansiyonu olusturulmustur. Siispansiyon daha sonra sistem ile birlikte ticari
olarak saglanan inokiilator-D isimli plastik transfer kabi icerisine bosaltilip kapaklari
kapatilarak, MicroScan® panelleri inokiilasyona hazir hale getirilmistir. Daha sonra
sistem ile birlikte saglanan RENOK® Rehydrating Inoculator, transfer kapaklar:
iizerine yerlestirilip sivilar1 kapaktaki problara ¢ekmek icin RENOK®™’un
merkezindeki siyah bolme bastirilmustir. Transfer kapaklari RENOK® yardmu ile
MicroScan” panelleri iizerlerine tasmarak yerlestirilmis ve siwvilarin paneller

icerisindeki kuyucuklara esit miktarlarda dagilmalar1 saglanmaistir.

Resim 4. MicroScan” (Dade Behring Inc.) idendifikasyon cihazi

Ardindan, cihaza kayitlar1 yapilan paneller 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan, cihazin okuyucu goziine yerlestirilen paneller, LabPro'™ Information

Manager paket yazilimi yardimi ile degerlendirilmistir.
3.2.4. QUICOLOR ES® (SALUBRIS Inc. - U.S.A.) Test Besiyeri ile Dogrulama

Daha oOnceden ii¢ farkli yontem ile identifiye edilen ve antibiyogramlar1 yapilan
ornekler, calismanin bu agamasmda, dogrulama ve karsilagtirma yapilmasi amaciyla,
QUICOLOR ES" (SALUBRIS Inc.) enterik bakteriler ve stafilokoklar i¢in iiretilen
hizl1 antibakteriyel duyarlilik test besiyerleri ile bir kez daha duyarlilik testine tabi

tutulmustur.

Testin bu asamasinda, rutin kullanimda zaman tasarrufu saglamayi

hedefleyen QUICOLOR ES" iireticisinin ticari olarak satisa sundugu renkli boya
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indikatdrleri ihtiva eden in vitro hizli antibiyogram agarlar1 kullanilmustir. Ureticinin
Onerileri dogrultusunda Orneklerin taze kiiltiirlerinden hazirlanan bakteriyel
siispansiyonlar, CrystalSpec nephelometer (BD Diagnostics) cihazi kullanilarak son
bulaniklig1 0,5 Mc Farland standardi yogunlugunda olacak sekilde ayarlanmistir.
Daha sonra hazirlanilan siispansiyonlar, QUICOLOR ES® besiyerleri yiizeyine steril
bir ekiivyon yardimi ile yayilmistir. Ardindan ¢alismanin amacina uygun olarak
secilen ticari Aztreonam ATM (30pg), amoksisilin-klavulonik asit AMC (30pg),
seftazidim CAZ (30ug), seftriakson CRO ( 30pg), sefotaksim CTX (30pg), sefepim
FEP (30pg), sefoksitin FOX (30pg) ve Imipenem IPM (10pg) diskleri (Oxoid,
England), aralarinda merkezden merkeze 20°ser mm. uzaklik olacak sekilde steril bir

pens yardimui ile yerlestirilmis ve 37°C’de 6 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Resim 5. QUICOLOR ES® (SALUBRIS Ltd — Tr) test besiyeri ile dogrulama

Inkiibasyonun ardindan, besiyerinin iiretim amaci dogrultusunda renk
degisimlerinden {ireme/inhibisyonlar g6z ve cetvel yardimi ile incelenip

degerlendirilmistir.
3.2.5. Tiim CTX-M Genlerinin Molekiiler Yontemler ile Saptanmasi

Yapilan tiim identifikasyon ve antibiyogram dogrulamalarinin ardindan, bir sonraki

asamada ornekler molekiiler yonden CTX-M genleri agisindan degerlendirilmistir.
3.2.5.1. Hiicrelerin Parcalanmasi

Oncelikle; 100 adet ependorf tiipii numaralandirilip, her birinin igerisine 1000 pl (1
ml) Steril distile su (dH,O) eklenmistir. Daha onceden kanli agarlara ekilip,
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canlandirilan suslarin kolonilerinden steril 6zeler yardimiyla koloniler alinip, son
bulanikliklar1 0,5 McFarland olacak sekilde ependorf tiiplerinde siispanse edilmistir.
Ardindan ependorf tiipleri, 10.000 RPM’de 5’er dakika santriftij edilmis, santrifiij
sonunda dipteki ¢okiintii (pellet) kismmna dokunulmadan, iistteki sivi (supernatant)
pipet yardimiyla cekilip, tiipten uzaklagtirilmistir. Bir kez daha 50’ser pl dH»O,
ependorf tiiplerinin iizerine eklenip vortekslenmis ve ertesi giine kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir. Sonraki giin; sogutucudan alinan tiim ependorf tiipleri, 96°C’de
10’ar dakika bekletilip, hiicrelerin pargalanmasi, dolayis1 ile niikleik asitin ortaya
¢ikarilmasi saglanmistir. Islemi biten tiipler, siparis edilen primerlerin laboratuvara

ulagmasi beklenene kadar tekrar -20°C’de muhafaza edilmistir (50 dk).
3.2.5.2. Primerlerin ve Master Mix’lerin Hazirlanmasi

Alman MetaBion firmasina siparis edilen liyofilize durumdaki primerlerden 36,4
nanomol (nmol) olan CTXMA1 (5’-SCS-ATG-TGC-AGY-ACC-AGT-AA-3’), ve
39,5 nmol olan CTXMA2 (5’-CCG-CRA-TAT-GRT-TGG-TGG-TG-3") primerleri
sirastyla 364 pl ve 395 pl dH20O eklenilerek, sulandirilmistir. Sulandirilan primer
tiipleri, ufak parmak darbeleriyle karistirilmis, bdylece ¢alismanin amacina yonelik
100 pikomol

hazirlanmasima geg¢ilmistir. Bunun i¢in kullanilan malzemeler ve voliimler asagidaki

(pmol)’lik primerler hazirlanmistir. Ardindan master mix

tabloda belirtilmistir.

Tablo 4. Universal CTX-M master mix’in hazirlanma oranlari.

Malzeme (Ticari) Istenen Voliim Kullanilacak Son Vol. | 1 Tiip i¢in Gereken
Buffer (10X) 1X 300 pl 150 pl
MgCI12 (25mM) 2mM 240 ul 120 pl
dNTP (10mM) 0,2 mM 60 pl 30 pl
CTXMAL (100 pMol) 0,4 pMol 12 pl 6 ul
CTXMAL (100 pMol) 0,4 pMol 12 pl 6 ul
Taq Polimeraz 0,3 ul /50 pl 18 pl 9ul
dH,0O Son Voliime Tamamla 2358 pl 1179 pl
TOPLAM - 3000 pl 1500 pl

Tiipteki son voliim 30ul olmasi gerektiginden ve 100 &rnek oldugu igin: 30 X 100 = 3000 pl olmalidir. Ancak bir

ependorf tiipii, en fazla 1500 pl alabildigi i¢in; voliimler 1500’er pl olarak, 2 defa hazirlanmustir.

3.2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction — PCR)

Bir sonraki basamakta; sogutucuda muhafaza edilmis ve parcalanmis olan bakteri
hiicreleri ¢ikartilip, 12.000 RPM’de 3 dakika santrifiij edilmis, ve mixlerle birlikte



29

calisilacak olan steril kabine alinmistir. Ardindan 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi
(1’den 100’e) kadar numaralandirilip, iglerine 28’er ul hazirlanilan MasterMix’ten
ilave edilmistir. Daha sonra, santrifiij edilen orneklerin supernatant kisimlarindan
2’ser pl almip, ilgili tiiplerin igerine eklenmis ve agizlar1 sikica kapatilmistir.
Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina (ilk 25 tanesi: TECHNE
TC-312, sonraki 75 6rnek ise; Eppendorf Master Cycler Gradient cihazina) ytiklenip,
programlanmistir. Program basamaklar1 asagidaki tabloda gosterildigi gibidir:

Tablo 5. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami.

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Holding 1 94°C 5 dk.
Denaturating 35 94°C 1 dk.
Annealing 50°C 1 dk.
Extension 72°C 1 dk.
Holding 1 72°C 5 dk.
Holding 1 4°C oo dk.

Termal dongiileme cihazlarinda PCR iglemleri tamamlanan 6rnekler; elektroforez

(yliriitme) icin laboratuvarin diger bir boliimiine alinmistir.
3.2.5.4. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Kullanilacak olan jeli hazirlamak i¢in; hassas terazide 2 gr. Agaroz tartilip, 500 ml.
lik bir sise icerisine konulmustur. Ardindan; bir dereceli silindir kapta 100 ml.
Olciilen TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Buffer, sise icerisindeki agarozun {izerine ilave
edilerek, karigtirilmis ve sonra mikrodalga firinda yaklasik 3-5 dk. kaynatilan
karisim, ¢cesme suyu altinda 40-50°C’ye kadar sogutulmustur. Halen sivi halde olan
karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiilmiis ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dk.
oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez

tankina dikkatlice yerlestirilmistir.
3.2.5.5. Orneklerin Yiiklenmesi

1/6’lik elektroforez boyasmdan (loading dye) pipetin ucuna 4 pl alinip, daha sonra
elde edilen PCR firiinleriyle karistirilmigtir. Olusturulan karisimdan 10 pl alinarak,

jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklenmistir.
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3.2.5.6. Yiiriitme (Elektroforez)

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak,
100 Volt (V)’luk akimda 30 dk. yiiriitiilmiistiir.

3.2.5.7. Goriintiileme

30 dk. lik elektroforez zamanmin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde
etidyum bromiirde 15 dk. boyanmaya yatirilmigtir. Siire sonunda boyanan jel,
bilgisayara bagli durumdaki transilluminatér cihazindaki

uygun odaciga

yerlestirilerek, UV 15181 altinda fotograflanip, degerlendirilmistir.
3.2.6. Grup-1 CTX-M Genlerinin Molekiiler Yontemler ile Saptanmasi

Bir sonraki asamada; elde edilen CTX-M pozitif 6rnegin gruplandirilmas: igin, 65
pozitiflik saptanan ornek icin ikinci bir PCR ve elektroforez ¢alismasi daha
yapilmistir. Bu asamada; Grup-1 CTX-M’lerin saptanmasi hedeflenmis ve bunun
icin M13U (5°-GTT TAA AAA ATC ACT GCG TC-3’) ile M13L (5’-TTG GTG
ACG ATT TTA GCC GC-3’) primerleri kullanilarak yeni bir master mix hazirland1.

master mix’in igerigi asagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 6. CTX-M 1 master mix’in hazirlanma oranlari.

Malzeme (Ticari) Istenen Voliim Kullanilacak Son Vol. 1 Tiip i¢in Gereken

Buffer (10X) 1X 200 pl 100 pl
MgCI2 (25mM) 2mM 160 pl 80 ul
dNTP (10mM) 0,2 mM 40 pl 20 pl
M13U (100 pMol) 0,4 pMol 8 ul 4 ul
M13L (100 pMol) 0,4 pMol 8 ul 4 ul
Taq Polimeraz 0,3 ul /50 pl 12 pl 6 ul

dH,0O Son Voliime Tamamla 1572 pl 786 pl

TOPLAM - 2000 pl 1000 pl

Tiipteki son voliim 30pl olmasi gerektiginden ve 65 ornek oldugu i¢in: 30 X 65 = 1950 = 2000 pl olmalidir.
Ancak bir ependorf tiipii, en fazla 1500 pl alabildigi i¢in; voliimler 1000’er pul olarak, 2 defa hazirlanmustir.

PCR, jelinin hazirlanmasi, 6rneklerin yliklenmesi, yliriitme ve goriintiileme iglemleri
yukarida anlatilan prosediire gore uygulanmis ve degerlendirme sonucunda, elde
edilen 65 adet CTX-M pozitif sustan 25 tanesinin pozitif bant verdikleri

gbzlemlenmistir.
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3.2.7. Grup-2 ve Grup-9 CTX-M Genlerinin Molekiiler Yontemler ile

Saptanmasi

Onceden yapilan PCR ve yiiriitme islemlerinin sonucunda pozitif bulunan CTX-M
kodlayan suslar ve Grup-1 CTX-M kodlayanlar1 ortaya ¢ikarilmistir. Diger agamada,
geriye kalan Orneklerin hangi grup/gruplara ait oldugunu saptamak i¢in, ikinci bir

diizenek kurulmustur.

Bu PCR diizeneginde, alinan 6rneklere ayni anda 2’ser primer konulmustur.
Bu asamada; Grup-2 ve Grup-9 CTX-M’lerin saptanmasi hedeflenmistir. Bunun i¢in;
sirastyla M25U (5°-ATG ATG ACT CAG AGC ATT CG-3’), M25L (5°-TGG GTT
ACG ATT TTC GCC GC-3°), MIU (5’-ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA-3’)
ve MIL (5°-CCC TTC GGC GAT GAT TCT C-3’) primerleriyle asagidaki tablodaki

oranlara uygun olarak, master mix’ler hazirlanmistir.

Tablo 7. CTX-M 2 master mix’in hazirlanma oranlari.

Malzeme (Ticari) Istenen Voliim Kullanilacak Son Vol.

Buffer (10X) 1X 60 pl
MgCI2 (25mM) 2mM 48 ul
dNTP (10mM) 0,2 mM 12 pl
M25U (100 pMol) 0,4 pMol 2,4l
M25L (100 pMol) 0,4 pMol 2,4 ul
Taq Polimeraz 0,3 ul /50l 3,6 ul

dH,0 Son Voliime Tamamlanir ~1080 ul

TOPLAM - 1200 pl

Tiipteki son voliim 30ul olmas: gerektiginden ve 40 6rnek oldugu i¢in: 30 X 40 = 1200 pul olmalidir. Ve bu kez,
bir ependorf tiipti 1500 pl alabildigi i¢in; voliimler 1200 pl olarak, 1 defa hazirlanmistir.

Tablo 8. CTX-M 9 master mix’in hazirlanma oranlari.

Malzeme (Ticari) Istenen Voliim Kullanilacak Son Vol.

Buffer (10X) 1X 60 pl
MgCI2 (25mM) 2mM 48 ul
dNTP (10mM) 0,2 mM 12 pl
MU (100 pMol) 0,4 pMol 2,4 ul
MOIL (100 pMol) 0,4 pMol 2,4 ul
Taq Polimeraz 0,3 ul /50l 3,6 ul

dH,0 Son Voliime Tamamlanir ~1080 ul

TOPLAM - 1200 pl

Tiipteki son voliim 30ul olmasi gerektiginden ve 40 6rnek oldugu i¢in: 30 X 40 = 1200 pl olmahidir. Ve bu kez,
bir ependorf tiipti 1500 pl alabildigi i¢in; voliimler 1200 pl olarak, 1 defa hazirlanmistir.

PCR, jelinin hazirlanmasi, 6rneklerin yiiklenmesi, yliriitme ve goriintilleme iglemleri
yukarida anlatilan prosediire gére uygulanmig ve degerlendirme sonucunda, geriye
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kalan 40 adet CTX-M pozitif sustan 1 adet sus CTX-M Grup-2 pozitif ve 1 adet sus
CTX-M Grup-9 pozitif olarak bantlanma gdstermistir.

3.2.8. Kalan Suslarin Kontrol Edilmesi

Bu kez kurulan diizenekte; dnceden elde edilen pozitifler ve sonradan tiplendirilen
orneklerin ardindan, geriye kalan drneklerin CTX-M yoniinden tekrar test edilmesi
hedeflenmistir. Bunun icin; daha 6nceden numaralar1 alman 6rneklerin plaklarindan
tekrar ekstraksiyon yapilmis ve bir kez daha PCR diizenegi kurulup, yliriitmeleri
yapilmustir.

3.2.8.1. Hiicrelerin Par¢alanmasi

Ubukata lizis soliisyonu (10 ml i¢in) hazirlamak i¢in dncelikle; 1 ml 1M Tris-HCI pH
7,5, 22,5ul IGEPAL CA-630 (Sigma), 22,5ul Tween 20 (Biorad), 220 pul Protease K
(10mg/ml), 8.755 ml dH,O’dan pipet yardimi ile olgiilerek, 2 ml’lik ependorf
tiptinde karigtirilmigtir. 30’ar pl hazirlanan Ubukata soliisyonundan, 0,2 mL’lik
ependorf tiiplerine ilave edilmis ve daha Onceden numaralari alman Orneklerin
plaklarindan alinan 1’er adet koloni, bu soliisyonlar icerisinde siispanse edilerek,
hazirlanmistir. Daha sonra; hazirlanan 0,2 mL’lik ependorf tiipleri, 60°C’de 10 dk.
ve daha sonra 95°C’de 5 dk. muamele edilerek, hiicreler par¢alanmistir. Ardindan,
daha onceden yapilan PCR ¢alismasinda pozitif olarak gdzlemlenen 1 adet ornek,
pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere hazirlanmistir.

3.2.8.2. Primerlerin Hazirlanmasi

Daha 6nce Grup-1 CTX-M kodlayan 6rneklerin tespiti i¢in kullanilan M13U (5°-
GTT TAA AAA ATC ACT GCG TC-3’) ve M13L (5’-TTG GTG ACG ATT TTA
GCC GC-3’) primerleri kullanilarak yeni bir master mix hazirlanmistir. Hazirlanilan
master mix’in igerigi asagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 9. CTX-M 1 tekrar master mix’in hazirlanma oranlari.

Malzeme (Ticari) Istenen Voliim Kullanilacak Son Vol.

Buffer (10X) 1X 60 pl
MgCI2 (25mM) 2mM 48 ul
dNTP (10mM) 0,2 mM 12 pl
M13U (100 pMol) 0,4 pMol 2,4 1l
M13L (100 pMol) 0,4 pMol 2,4 ul
Taq Polimeraz 0,3 ul /50 pl 3,6 ul

dH,0 Son Voliime Tamamlanir ~1080 ul

TOPLAM - 1200 pul

Tiipteki son voliim 30ul olmas: gerektiginden ve 40 6rnek oldugu i¢in: 30 X 40 = 1200 pl olmalidir. Ve bu kez,
bir ependorf tiipti 1500 pl alabildigi i¢in; voliimler 1200 pl olarak, 1 defa hazirlanmistir.
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PCR, jelin hazirlanmasi, orneklerin yiliklenmesi, yliriitme ve goriintiileme
islemleri yukarida anlatilan prosediire gore uygulanmistir (1 adet marker + 38 adet
ornek + 1 adet pozitif kontrol). Buna gore, alman sonuglarda yiiklenilen 38 drnekte
de CTX-M Grup-1 yoniinden pozitif olduklarini gosteren bantlar gdzlemlenmistir.

3.2.9. Amplikonlarin Sekanslamalarinin Yapilmasi

Yapilan tiim Ornek tiplendirilmesi, dogrulamalar, PCR islemleri ve yiiriitmelerin
ardindan, elde edilen CTX-M pozitif ornekler, sekanslarmin yapilmasi ve daha
detayli olarak tiplendirilmek {izere bir dis laboratuvarin yardimi ile sekanslari
yapilmak iizere isleme almmistir. Sekanslar, ABI prism 3700 DNA analyser,
(Applied Biosystem, CA) cihazi ile yapilmustir.

Alian sekans sonuglari, niikleotid ve/veya peptid sekans sonuglarinda, baz
ciftlerinin veya aminoasitlerin her birisi i¢in hek harf kodu kullanilan FASTA
formatma doniistiiriiliip, web sayfasi iizerinden online olarak tanimlama yapmaya
olanak verebilen:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGR AM=blastn& BLAST PROGRAMS=
megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch& SHOW_DEFAULTS=on&LINK LOC=bl

asthome web adresindeki uygun yere yazilip, kontrolleri yapilmistir (Ek 1-1, Ek 1-2
ve Ek 2).
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4. BULGULAR

Afyonkarahisar bolgesinde en sik hastane enfeksiyonlarma yol agan
Enterobacteriaceae grubunda GSBL varligi ve bunlar icinde CTX M tipi direng
enzimlerinin varlig1 ile alt tiirlerinin belirlenmesini amaglayan bu ¢aligmaya, 45’1
erkek, 55’1 kadin olmak tizere toplam 100 olgu dahil edilmistir. Bununla birlikte,
calisma grubunda yer alan 100 olgunun ortalama yas1 34 (£ 2.3)olup, cinsiyetlere
gore yas ortalamalari ise sirastyla 33.84 (= 1.8) erkek ve 34.63 (+ 3.1) kadin olarak
tespit edilmistir.

Tablo 10. Olgularin cinsiyetlerine gore ve yaslarina gére dagilimlari.

Hasta
Cinsiyet Yas
N %
Erkek 33.84 (£ 1.8) 45 45
Kadin 34.63 (£3.1) 55 55
Ortalama/Toplam 34.00 (£ 2.3) 100 100

Calismada ele alinan olgularm 5’inin 0-5 yas, 1’inin 6-10 yas, 5’inin 11-15
yas, 21’inin 16-25 yas, 24’iiniin 26-35 yas, 20’sinin 36-45 yas, 13’{inlin 46-55 yas,

10’unun 56-65 yas ile 1’inin 65 ve iizeri yasta oldugu saptanmistir.

Tablo 11. Olgularin yas gruplarina gore dagilimlari.

Yas Hasta
N %
0-5 5 5
6-10 1 1
11-15 5 5
16-25 21 21

26-35 24 24
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Yas Hasta
N %
36-45 20 20
46-55 13 13
56-65 10 10
65 ve lizeri 1 1
Toplam 100 100

Calismada ele alinan 100 adet GSBL pozitif Enterobacteriaceae susunun etkenlere
gore dagilimi ise; 82 E. coli, 14 Klebsiella pneumoniae, 2 Citrobacter freundii, 1

Morganella morganii ve 1 Enterobacter cloacae seklinde tesbit edilmistir.

Tablo 12. GSBL pozitif Enterobacteriaceae suslarinin etkenlere gore dagilimlari.

Enterobacteriaceae susu N %
E. coli 82 82
Klebsiella pneumoniae 14 14
Citrobacter freundii 2 2
Morganella morganii 1 1
Enterobacter cloacae 1 1

Toplam 100 100
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Grafik 1. GSBL pozitif Enterobacteriaceae suglarmin etkenlere gore dagilimlari.
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Calismada 4 farkli antibiyotik duyarlilik testi, ve ayrica 3 farkl identifikasyon
yontemi kullanilip, bu yoOntemlerin birbirleri arasindaki uyumluluklarin1 da
karsilagtirilma firsati bulunmustur. Buna gore, geleneksel yontemlerle yapilan
identifikasyon ile bir otomatize sistem olan Phoenix” (BD Diagnostics-USA) ve yine
bir otomatize sistem olan MicroScan® (Dade Behring Inc.) sistemleri

¥ sistemi ve geleneksel

®

karsilagtirildiginda, geleneksel yontemlerle, Phoenix

yontemlerle MicroScan® sistemi ve Phoenix” sistemi ile MicroScan® sisteminin
identifikasyon karsilagtirmalarinda sirastyla %98, %97 ve %96 uyumlu sonuglar elde

edildigi gozlemlenmistir.

Tablo 13. identifikasyon ydntemlerinin birbirleri ile uyumluluk karsilastirmalari.

Geleneksel Yontem Phoenix® MicroScan®

Uyumlu Uyumsuz Uyumlu Uyumsuz Uyumlu Uyumsuz

Geleneksel Yontem - - 98 2 97 3
Phoenix® 98 2 - - 96 4
MicroScan® 97 3 96 4 - -

Toplam 100 100 100
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Ote yandan, ¢aligmada kullanilan 6rneklerin alindig1 nozokomiyal hastalarin
kabul edildigi veya gonderildigi kliniklere gore dagilimlar1 gézden geg¢irildiginde;
sirastyla Cerrahi Yogun Bakim (%26), Anestezi Yogun Bakim (%]18), Cerrahi
(%18), Uroloji (%17), Cocuk (%11) ve Kadin Dogum (%10) kliniklerinin ¢calismaya
dahil edildigi gozlemlenmektedir (Grafik 2).

Grafik 2. Incelenen drneklerin kliniklere gére dagilimlart.
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Bunun yaninda, caligmada incelenen mikroorganizmalarm izole edildigi
ornek tiplerinin dagilimina bakildiginda, en ¢ok idrar (46,%46), yara yeri (21,%21),
balgam (16,%16) ve kan (14,%14) 6n plana ¢ikmaktadir.

Tablo 14. Incelenen drneklerin tiplerine gore dagilimlart.

Ornek Tipi N %
Idrar 46 46
Yara Yeri 21 21
Balgam 16 16
Kan 16 16
Diger 1 1

Toplam 100 100
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Bununla birlikte, c¢aliymamizda tiplendirilen suglara gore, aldigimiz

antibiyotik duyarlliklar1 da Tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 15. Suslara gore % antibiyotik duyarlilik sonuglar1

Enterobacteriaceae susu TZP IPM CN TOB SXT Ccir

E. coli 82 %76 %100 %095 %4 %22 %14
Klebsiella 14 %73 %100 %82 %18 %27 %64
pneumoniae

Citrobacter freundii 2 %50 %100 %50 %0 %50 %50

Morganella 1 %100 %100 %100 %100 %0 %100

morganii

Enterobacter cloacae 1 %100 %100 %100 %100 %0 %100

Yapilan g¢alismanin ikinci bdlimii olan molekiiler tant kisminda ise, ilk
asamada test edilen 100 GSBL pozitif susun, CTXMA1 (5’-SCS-ATG-TGC-AGY-
ACC-AGT-AA-3’), ve CTXMA2 (5’-CCG-CRA-TAT-GRT-TGG-TGG-TG-3")
tiniversal primerleri ile yapilan genel CTX-M pozitifliginin PCR ydntemi ile

saptamasinda, 65 adet drnek pozitif olarak bulunmustur.
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Resim 6. 100 GSBL pozitif susun tiniversal primerler ile CTX-M PCR pozitifligi saptanmasi.

Bir sonraki asamada; elde edilen 65 CTX-M pozitif 6rnegin gruplandirilmasi
icin yapilan ikinci PCR yiiriitmesinde Grup-1 CTX-M’lerin saptanmasi hedeflenmis
ve bunun i¢in M13U (5’-GTT TAA AAA ATC ACT GCG TC-3") ve M13L (5’-TTG
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GTG ACG ATT TTA GCC GC-3’) primerleri kullanilmistir. Bu PCR yiiriitmesinde
ise elde edilen 65 adet sustan 25 tanesinin pozitif bantlanma verdikleri

gbzlemlenmistir.

Ml L L DL L BT BT R L L T T ceEsese= =
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Resim 7. 65 CTX-M pozitif susun Grup-1 CTX-M primerleri ile CTX-M 1 PCR pozitifligi

saptanmasi.

Boylelikle, yapilan iki adet PCR yliriitmesinde, 65 adet pozitif CTX-M sustan
25 tanesinin CTX-M Grup-1 oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan 40 adet susun
hangi grup/gruplara ait oldugunu 6grenmek ig¢in, Grup-2 ve Grup-9 CTX-M’lerin
saptanmas1 hedeflenmistir. Bunun i¢in; sirasiyla M25U (5°-ATG ATG ACT CAG
AGC ATT CG-3’), M25L (5’-TGG GTT ACG ATT TTC GCC GC-3’), MU (5°-
ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA-3’) ve MIL (5’-CCC TTC GGC GAT GAT
TCT C-3’) primerleriyle bir diger multiplex PCR diizenegi kurulmustur.

Resim 8. 40 CTX-M pozitif susun Grup-2 ve Grup-9 CTX-M primerleri ile CTX-M 2 ve CTX-M 9
PCR pozitifligi saptanmast.

Yapilan PCR ve yiirlitmenin ardindan, yliklenen 40 o6rnekten 2 tanesinin
Pozitif bantlanma verdikleri gézlemlenmistir. Kullanilan M25U ve M25L primerleri,

tim CTX-M Grup-2 alttiirleri i¢in kullanilan primerler olup, 1 adet CTX-M Grup-2



40

pozitif ve yine kullanilan MOU ve MOL primerleri, tim CTX-M Grup-9 alttiirleri i¢cin
kullanilan primerler olup, 1 adet CTX-M Grup-9 sus, pozitif olarak tespit edilmistir.

Yapilan son deneyde saptanan 2 adet pozitif sonucun ardindan, bir 6nceki
PCR caligmasindan kalan 38 adet pozitiflik saptanan Orneklerin, tekrar kontrol

edilmesi gerekliligi dogmustur.

Bu kez kurulan diizenekte; onceden ¢ikan 65 adet pozitiflik ve sonradan
tiplendirilen 27 adet Ornegin ardindan, kalan 38 Ornegin tekrar test edilmesi

hedeflenmistir.

Bunun i¢in; daha 6nceden numaralar1 alinan 6rneklerin plaklarmdan tekrar
ekstraksiyon yapilmigs ve PCR diizenegi kurulup, elektroforez yiirlitmeleri
yapilmistir. Ardindan, daha oOnceden yapilan PCR c¢alismasinda pozitif olarak
gbzlemlenen 1 adet 6rnek, pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere hazirlanmistir. Bu
defa, 65 adet 6rnek icin kullanilan M13U (5°-GTT TAA AAA ATC ACT GCG TC-
3”) ve M13L (5°-TTG GTG ACG ATT TTA GCC GC-3’) primerleri kullanilmistir.

b L LY

Resim 9. 38 CTX-M pozitif sus ve 1 adet pozitif kontrol olarak kullanilan susun

CTX-M primerleri ile kontroliiniin yapilmasi.

Yapilan PCR ve yiirlitmenin ardindan, pozitif kontrol olarak kullanilan 6rnek

harig, yiiklenen 38 6rnegin tiimiiniin pozitif bantlanma verdikleri gozlemlenmistir.

Bunun iizerine, elde edilen 65 pozitif 6rnege sekanslama testleri uygulanmis
ve 61 adet CTX-M Grup-1 6rnegin sekanslama sonuglari su sekilde alinmistir. Buna
gore gonderilen suslarm 31 tanesi: CTX-M 15, 17 tanesi: CTX-M 28, 9 tanesi: CTX-
M 3, 2 tanesi: CTX-M 22, 2 tanesi: CTX-M 33, 2 tanesi: CTX-M 42.
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Tablo 16. Mikroorganizmalara gore B laktamaz dagilimlart.

Mikroorganizma  f§ laktamaz Grup N %
E.coli CTX-M 2 Grup-2 1 1,54
E.coli CTX-M9 Grup-9 1 1,54
K.pneumoniae, CTX-M 3 Grup 1 9 13,84
C.freundii
E.coli, CTX-M 15 Grup 1 31 47,69
K.pneumoniae
E.coli CTX-M 22 Grup 1 2 3,08
E.coli, CTX-M 28 Grup 1 17 26,15
K.pneumoniae
E.coli CTX-M 33 Grup 1 2 3,08
E.coli CTX-M 42 Grup 1 2 3,08
65 %100
Tablo 17. Suglara gore beta-laktamaz dagilimlar.
Sus Adr: Mikroorganizma p laktamaz Grup
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K11P K.pneumoniae CTX-M-28 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
HB 82 K.pneumoniae CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup |
EU082208 E.coli CTX-M-15 Grup 1
U050259 E.coli CTX-M-28 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
AJ549244.1 E.coli CTX-M-28 Grup |
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
S-334 K.pneumoniae CTX-M-3 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
AJ549244.1 E.coli CTX-M-28 Grup |
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
pCTX-M42 E.coli CTX-M-42 Grup |
K11P K.pneumoniae CTX-M-28 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M-15 Grup 1
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Sus Adr: Mikroorganizma p laktamaz Grup
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1

pCTX-M42 E.coli CTX-M 42 Grup |
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
S-334 K.pneumoniae CTX-M 3 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
S-334 K.pneumoniae CTX-M 3 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
AJ549244.1 E.coli CTX-M 28 Grup |
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K11P K.pneumoniae CTX-M 28 Grup 1
PE-4 E.coli CTX-M 22 Grup |
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
S-334 K.pneumoniae CTX-M 3 Grup 1

U050259 E.coli CTX-M 28 Grup 1
PE-4 E.coli CTX-M 22 Grup |
K11P K.pneumoniae CTX-M 28 Grup 1

pGR2439 E.coli CTX-M 33 Grup |
S-334 C.freundii CTX-M3 Grup |

U050259 E.coli CTX-M 28 Grup 1
S-334 K.pneumoniae CTX-M 3 Grup 1
K11P K.pneumoniae CTX-M 28 Grup 1

DQ299902.1 E.coli CTX-M 3 Grup 1

U050259 E.coli CTX-M 28 Grup 1

P30 K.pneumoniae CTX-M 3 Grup 1
ICB154/06 E.coli CTX-M 2 Grup 2

U050259 E.coli CTX-M 28 Grup 1

pGR2439 E.coli CTX-M 33 Grup |

U050259 E.coli CTX-M 28 Grup 1
743-D E.coli CTX-M9 Grup 9

AJ549244.1 E.coli CTX-M 28 Grup |
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1

AJ549244.1 E.coli CTX-M 28 Grup |

DQ299902.1 E.coli CTX-M 3 Grup 1

U050259 E.coli CTX-M 28 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
K-20 E.coli CTX-M 15 Grup 1
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5. TARTISMA

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz tireten bakteriler rutin testlerde duyarl
sonuclar verseler de, tiglincii ve dordiincii kusak sefalosporinlerle tedavide sorun
cikartmaktadirlar. Bu durum tedavi basarisizliklarina, morbidite ve mortalite
artiglarina neden olmaktadir (50-52). Duyarlilik testlerinde asil amag antibiyotiklere
direnci saptamaktir (53). Bu nedenle rutin testlerle saptanmalar1 sorun olabilen
GSBL iireten bakterilerin saptanmasi igin bazi ek testler onerilmektedir (2,11,52,54-
58).

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz {ireten suslar1 saptamak i¢in bir¢ok
yontem bulunsa bile, ¢calismamizda kulandigimiz CLSI tarama ve dogrulama testleri
ozellikle E.coli, ve K.pneumoniae suslar1 i¢in rutinde kullanilan, yapilmasi kolay ve
en iyi standardize edilen testlerdir (57, 58). Plazmidlerle aktarilabilen GSBL’ler
karbapenemler disindaki B-laktam antibiyotikleri, ozellikle de {igiincii kusak
sefalosporinleri hidrolizle etkisizlestirebilmektedir. Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz aracili direng, plazmidler araciligiyla tiirler arasinda aktarilabilmekte,
hastanelerde salginlar olusturabilmektedir. Bu durum tedavi basarisizliginda,
hastanede kalis siiresinin uzamasinda ve mortalite oranlarmin artmasinda 6nemli
roller iistlenmektedir. Ustelik bu direncin giderek yaygmlasmasi da bu sorunu

biiylitmektedir.

Gilinlimiizde tanimlanan GSBL’lerin sayis1 farkl tiirlerde (TEM, SHV, CTX-
M, PER, OXA... gibi) iki ylizli asmistir. K. pneumoniae ve E. coli suslarinda GSBL
pozitifliginin sikli§1 diinyanin her yerinden bildirilmektedir. Rutin laboratuvarlarda
GSBL varlig1 tespit edilemeyebilir; bunun i¢in bazi1 6zel testler gerekir. Bunlar; ¢ift
disk sinerji metodu, iic boyutlu test, E-test, molekiiler yontemler ve otomatize
sistemlerdir. Bu ylizden GSBL pozitiflik oranlarmin bilinenden farkli oldugu
disiiniilmektedir (61-65). GSBL tarama yontemleri i¢inde kullanilan “¢ift disk sinerji
metodu”, Ozgiilliigii yiiksek ve kolay uygulanabilir bir metoddur. Ancak CLSI,
GSBL varliginin fenotipik dogrulanmasinda arastirilmasinda kombine (modifiye)

disk difiizyon testinin kullanilmasini 6nermektedir (63,64).

Caliymamizla yakindan ilgili oldugu disiiniilen ve iilkemizde nozokomiyal
kokenli K. pneumoniae ve E. coli suslarinda GSBL sikligmi arastiran c¢esitli

arastirmacilarm elde ettikleri sonuglar, Tablo.18’de 6zetlenmistir.
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Tablo 18. Ulkemizde nozokomiyal kokenli K. pneumoniae ve E. coli

suslarinda GSBL sikligin1 arastiran ¢esitli arastirmalar.

Arastirmaci Cahisma Yih E. coli  Klebsiella pneumoniae
% %
Demirag ve ark. (64) 2001 15 47
Dizbay ve ark. (65) 2004 12 33,3
Bayramoglu ve ark. (66) 2001 5,6 32,8
Ozkan ve ark. (67) 2002 39 66
Tiinger ve ark. (68) 1998 21,5 49,3
Biilii¢ ve ark. (69) 2000-2002 14 48
Zarakolu ve ark. (72) 2006 28 47

Bununla birlikte, Kizirgil ve ark. (72) kan Kkiiltlirlerinden soyutlanan 166
enterik basil lizerinde yaptiklar1 ¢alismada %35’ inin GSBL iirettigini bildirmiglerdir.

Korten ve ark. (73) dokuz merkezde 5208 FEnterobacteriaceae izolatinda
GSBL oranini %48.7 olarak bildirmislerdir.

Unver ve ark. (78) genislemis spektrumlu Beta-Laktamaz iireten
Enterobacteriaceae iiyelerinin prevalansinin saptanmasit konulu c¢alismalarinda
GSBL iireticisi 38 bakterinin 29’unu (%76.3) Escherichia coli, yedisini (%18.4)

Klebsiella pneumoniae, ikisini ise (%35.3) Klebsiella oxytoca olarak bildirmislerdir.

Dizbay, Biiliic ve Eroglu’nun ¢alismalarinda da GSBL pozitif suslar, bizim

calismamizda oldugu gibi en ¢ok idrar 6rneklerinden izole edilmistir (67,71,75).

Yapilan calismalarda bildirilen GSBL oranlar1 E. coli suslar1 i¢in %5.6-39
araliginda, K. pneumoniae suslar1 i¢in %32.8-49.3 araliginda degismektedir. Bu

sonuclarla ¢alismada aldigimiz sonuglar uyumlu bulunmustur.
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Antibiyotik kullanimiyla yakindan iligkili olan GSBL’a bagl diren¢ oranlari,
antibiyotik kullanim politikalarina bagli olarak iilkeden iilkeye, hastaneden hastaneye

ve ayni1 hastane i¢indeki birimden birime degisiklik gdstermektedir (76).

Ornegin; Hollanda’da yapilan ¢ok merkezli bir calismada K. pneumoniae
suslarmin %1’inden daha azi GSBL tasirken, Fransa’da bu oran %40°dir (2).
Rusya’da Edelstein ve ark. (77) yaptiklar1 ¢ok merkezli bir ¢alismada ise K.
pneumoniae suslarmm %60.8’inde GSBL saptamislardir. Japonya’dan 196 farkl
merkezin katildig1r bir ¢alismada ise K. pneumoniae’larin %0.003’iinden azinda
GSBL {iretimi saptanmig olup Asya iilkeleri Kore, Tayvan ve Hong Kong icin bu
oran %4.8 ile %12 arasinda degismektedir (2).

Ote yandan, GSBL iireten bakterilerde enzim tipleri yeryiiziiniin cografi
bolgelerine, ayni cografi bolgelerde ise degisik merkezlere goére farkliliklar
gostermektedir (81,82). Bu sebeple, bu tiir suslarda enzim tiplerinin belirlenebilmesi,

epidemiyolojik yonden biiyiikk 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde GSBL oranlarinin yiiksekligine ragmen enzim tiplemesine yonelik
calismalarin sayisinin olduk¢a az oldugu goze ¢arpmaktadir. Giilay ve ark. 2000
yilinda izoelektrik odaklama yontemi ile yaptiklar1 ¢aligmada, nozokomiyal
infeksiyon etkeni olarak izole ettikleri K. pneumoniae kokenlerinde birden dorde
kadar degisen sayilarda enzim varligi gozlemislerdir (83). Bu enzimler i¢in en sik
belirlenen izoelektrik noktalar (pI) 7.6 olmustur. Bunun yani sira pl 8.4, 8.2, 5.4, 7.8

olan enzimler de belirlenmistir.

Benzer sekilde, Loker, 2000 yilinda izole edilen K. pneumoniae ve E. coli
kokenlerinin %92'sinde pl'st 7.6 olan bant belirlemis, bakterilerin antibiyotik direng
fenotipleri goz ontine alindiginda bu enzimin SHV-2 olabilecegi diislinmiistiir. Ayni
caligmada %356 oraninda ikinci siklikla pI'st 5.4 olan bant bulunmus, bu bantin TEM-
1 enzimine ait oldugu diisliniilmiistiir (84). Ay calismada %56 oraninda ikinci
siklikla pl'st 5.4 olan bant bulunmus, bu bantin TEM-1 enzimine ait oldugu
distintilmiistiir (85).

Durmaz ve ark. K. pneumoniae, Citrobacter spp. E. coli ve Enterobacter spp.
kokenlerinde sirasiyla pl'lar1 7.0, 7.6, 7.8, 8.2 olarak belirlemis, bunlarin da sirasiyla
SHV-3 benzeri, SHV-2/6 benzeri, SHV-4 benzeri, SHV-5 benzeri enzimlere ait
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olducunu bildirmistir. SHV-2 ve SHV-6 tiirevi olan GSBL'lar bu ¢alismada en sik

rastlanan enzim grubu olarak bulunmustur (85).

Glilmez ve ark.’nin 2004’te yaptiklar1 bir baska arastirmada, genislemis
spektrumlu beta-laktamaz salgilayan bir Morganella morganii susunu polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve izoelektrik odaklama ydntemiyle ile CTX-M tipi GSBL
varlig1 yoniinden arastirmislar, ve izoelektrik nokta degerinin (pl): >8 oldugunu,
pI>8 degerinin CTX-M tipi enzim ile uyumlu oldugunu ortaya koymuslardir.
Arastirmanin daha sonraki asamasinda dizi analizi ile belirlenen CTX-M tipi enzimin

CTX-M grup I’de yer aldigin1 saptamislardir (86).

Giilay ve ark. 23 K. pneumoniae kokeninin dahil oldugu ¢ok merkezli bir
calismada K. pneumoniae kokenlerinde CTX-M prevalansint %82.6 arasinda
bulmuslar, tilkemizde Enterobacteriaceae ailesine ait mikroorganizmalarda CTX-M
enzimlerinin yaygin oldugunun bildirmiglerdir. Niikleotid dizi analizi sonucuna gore
bunu CTX-M 3 olarak belirlemislerdir (87).

Benzer bir baska calismada Unver ve ark. Nisan-Aralik 2006 tarihleri
arasindaki Cerrahpaga T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’'na Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nin ¢esitli polikliniklerinden
parazitolojik inceleme amaciyla gonderilen 250 digki 6rnegini, GSBL iireten tiim
Enterobacteriaceae tyeleri agisindan PCR yontemi ile ile blaTEM, blaSHV ve
blaCTX-M genlerinin varlig1 bakimindan 6zgiin primer setleri ile arastwrmislardir.
Sonug olarak; GSBL iireticisi 38 kokenin 34’iinde (%89.4) blaCTX-M geni, 29’unda
(%76.3) blaTEM geni ve 12’sinde (%31.5) blaSHV geni saptanmistir. blaCTX-M
orani 28 GSBL iireticisi E.coli kokeninin %96,4’linde bulunarak yine en yiiksek
oranda saptanan GSBL geni olarak bulunmustur. Bu sonuglar son yillarda GSBL

epidemisinde goriilen egilimi yansitmaktadir (88).

Ulkemizdeki ilk CTX-M 15 kodlayan Klebsiella pneumoniae susunu
gostermesi yoniiyle 6nem tasiyan bir baska ¢aligma da 2003 yilinda, Lartigue ve ark.
tarafindan yapilmistir. Calismada Istanbul Universitesi, Capa Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde yatmakta olan bir hastadan alinan idrar 6rnegi kullanilmis ve yapilan
identifikasyon sonrasi izole edilen Klebsiella pneumoniae (KP7881) susu PCR
yonetmi ile tespit edilerek, ardindan izoelektrik odak degeri Ol¢iildiigiinde, bu

degerin 8,6 bulundugu, bunun da CTX-M 15 geni ile uyumlulugu gosterilmistir (89).
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Boylelikle, Hindistan (90), Japonya, Kanada, Rusya, Bulgaristan, Polonya (90) ve
Fransa (91)’nin ardindan Tiirkiye’de de Klebsiella pneumoniae susundan elde edilen

ilk CTX-M 15 geni literatiire ge¢mistir.

Eroglu ve ark.’nin 2007 yilinda geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
iireten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kdkenlerinde enzim tiplerinin
izoelektrik odaklama yontemi ile belirlenmesi {iizerine yaptiklar1 c¢alismada,
bakterilerin ¢ogunda birden fazla enzim varhigr gozlemislerdir. Her iki Klebsiella
tiirtinden elde edilen enzimler i¢in en sik belirlenen pl, 7.6 (17/56), 7.2 (15/56) ve 8.4
(12/56) olmustur. Bunu sirasiyla 8.6, 8.2, 5.6, 7.0, 7.8, 8.0, 5.4, 8.3, 8.8, 9.0, 5.9 ve
6.8 izlemistir. K. pneumoniae kokenlerinde belirlenen pl 8.0, 8.3, 8.8 ve 9.0 K
oxytoca kokenlerinde gozlenmemistir. Kokenlerde belirlenen enzim izoelektrik
noktalar1 yorumlandiginda literatiir ile uyumlu olarak SHV ve CTX-M enzimleri
daha sik olarak bulunmustur (93). CTX-M enzimleri i¢in tanimlanan pl'lar gézden
gecirildiginde, bu c¢alismada kokenlerin 12'sinde pl 8.4 belirlenmis olmasi, buna
uygun olan CTXM 3,4,6,7 ve 21'in arastirilmasi gerektigi seklinde yorumlanabilir.
Bundan sonra en sik gozlenen pl 8.6; CTX-M 15'e, pl 8.3; CTX-M 20'ye aittir (94).
Kokenlerin altisinda goriilen pl 8.2 hem SHV hem de CTX-M enzimlerinde
gbzlemlenmistir. Bu kdkenlerin PCR yontemi ile dogrulanmasi gerekmektedir. pl
8.8; CTX-M 5 ve pl 9.0; CTX-M 15 i¢in tanimlanmis, buna gore izolatlarda
belirlenebilen CTX-M enzimleri, CTX-M 15, CTX-M 20, CTX-M 5 olmustur. pl
8.4'in CTX-M 3,4,6,7 ve 21 enzimlerinden hangisine ait oldugunun belirlenmesi i¢in
uygun oligoniikleotid primerlerle PCR ydntemi ile ileri arastirma yapilmasi uygun

gorilmiistiir.

Hacettepe Universitesi’nden Demirbakan ve ark.’nin Haziran-2004, Ocak
2005 tarihleri arasmi kapsayan, Tirkiye’den alt1 merkezin katildigi ve kan
orneklerinden izole edilen 457 Escherichia coli, 390 Klebsiella pneumoniae, 194
Pseudomonas aeruginosa ve 155 Acinetobacter boumannii suslar1 ile yaptiklar
calismalarinda, %71,4 orani ile CTX-M enzimi en sik rastlanilan enzim olarak
bulunurken, bunu TEM (49.4%) ve SHV (46.7%) enzimleri izlemistir. Ek olarak,
CTX-M 15 % 69.4lik oraniyla en sik tespit edilen CTX-M tiirii olarak bulunmus,
bunu %28,6’lik oranla CTX-M 3 ve %2’lik oranla CTX-M 1 enzimleri izlemistir. Ek
olarak, CTX-M 15 %69,4’lik orantyla en sik tespit edilen CTX-M tiirii olarak
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bulunmus, bunu %28,6’lik oranla CTX-M 3 ve %?2’lik oranla CTX-M 1 izlemistir
(95).

Bourouis ve ark.’nin 2005°te Tunus Askeri Hastanesi, yogunbakim iinitesinde
yaptiklar1 bir bagka calismada, bir multidrug-direncli Enterobacter cloacae izolatinda
(BF5011) ¢ift disk sinerji yontemi ile GSBL saptanmig, daha sonra PCR reaksiyonu
ve sekanslama yontemleri ile, bu susta CTX-M 9 tipi GSBL tespit edilmis, ve yapilan
izoelektrik odaklama testi ile dogrulanarak, vakanin Tunus’ta bildirilen ilk CTX-M 9
vakasi oldugu bildirilmistir (96).

Lee ve ark.’nin Kore, Seul Universite Hastanesi’nde Ocak-2005, Ekim-2007
tarihleri arasinda yaptiklar1 baska bir ¢aligmada, kan 6rneklerinden izole edilen 760
E. coli ve 379 K. pneumoniae suslar1 ile ¢ift disk sinerji testi ile E. coli suslarinda
%8.7 (66/760) ve K. pneumoniae suslarinda %11.3 (43/379) oranlarinda GSBL
pozitiflik tespit edilmistir. Caligmanin ileriki agsamasinda PCR yontemi kullanilarak
E. coli suslarinda 60/66 (%90.9) oraninda ve K. pneumoniae suslarinda ise 9/43
(%20.9) oranlarinda bla(CTX-M) geni saptamislardir. Daha sonra yapilan detayli
arastirmada, CTX-M 14’1in, E. coli (n=32) ve K. pneumoniae (n=6) suslarinda en sik
gorelilen CTX-M tipi oldugu ve ardindan CTX-M 15’in E. coli suslarinda tespit
edilen ikinci en stk CTX-M tipi oldugu gozlemlenmistir. Ancak CTX-M 15
pozitifligine K. pneumoniae suslarinda rastlanmamistir. Ek olarak, ayni ¢aligmada
CTX-M 24 (n=2), CTX-M 65 (n=2), CTX-M 27 (n=1), ve CTX-M 32 (n=1) suslar1
da tiplendirilerek, Kore i¢in bildirilen ilk suslar olarak literatiirde yerlerini almiglardir
(97).

Abbassi ve ark.’nmn 2008 yilinda yaptiklar, Tunus Kemik Iligi
Transplantasyon Merkezi’nden elde edilen GSBL pozitif dokuz K. preumoniae ve iki
E. coli suslarm1 kapsasayan caligsmalarinda, pulse field jel elektroforezi (PFGE)

yontemi ile suslarin tamaminm CTX-M 15 geni barindirdigini rapor etmislerdir (98).

Ben Achour ve ark.’nin 2008 yilinda yaptiklar1 bir arastrmada ise, Tunus
Askeri Hastanesi yogunbakim {initesinden izole edilen, beta-laktamlara,
aminoglikozidlere, kinolonlara, fenikollere, ve tetrasiklinlere direncli bir K
pneumoniae susundaki GSBL tipi, PCR firiiniiniin sekanslanmasi ve izoelektrik

odaklama yontemi kullanilarak CTX-M 28 olarak bulunmus, CTX-M 28 ile CTX-M
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15’in birbiri ile ¢ok yakin benzerlikler gostertigi belirtilerek, Tunus’ta gosterilen ilk
CTX-M 28 geni olarak rapor edilmistir (99).

Avusturya’dan Prelog ve ark.’nin Ocak-Temmuz 2006 tarihleri arasindaki
caligmalarinda, antibiyotik duyarlilik testleri ile CTX-M fiireten E. coli suslar1 tespit
edilmis ve blaCTX-M multipleks PCR teknikleri kullanilmis, ayrica klonal
iliskilendirme i¢in PFGE teknigi kullanilmistir. Buna gore; 2042 E. coli izolatindan
20 tanesi (16 idrar, 4 kan kiiltiirii) CTX-M 1 bakimindan pozitif bulunurken, CTX-M
2, CTX-M 9 veya CTX-M 15 genleri agisindan herhengi bir pozitiflik tespit
edilememistir (100).
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SONUC

Beta laktamaz inhibitrlerine sonradan direng en sik E.coli ve K.pneumoniae
suslarinda olugmaktadir. Bunun en sik nedenleri kiigiik ve ¢ok kopyali plazmidler ya
da giiclii promotorler nedeniyle olusan asir1 penisilinaz yapimi, inhibitorlere direncgli

CTX-M tiirevi enzimler ve/veya permeabilite azalmasidir.

Bununla birlikte tiim inhbitdrler sayilan bu diren¢ mekanizmalarindan az ya
da ¢ok etkilenirler. Ozellikle asir1 beta-laktamaz yapimi ve inhibitdrlere direngli
enzimler tiim inhibitdrlere direng saglayabilmektedir. Tiim bu nedenlerle inhibitorlii
kombinasyonlarla olusacak c¢apraz diren¢ konularinda daha ayrintili ¢alismalara

gerek oldugu agiktir.
Bu gibi ¢alismalar ile birlikte,

e Duyarlilik deneylerinde birden fazla inhibitorli kombinasyonu denemek

gerekir mi?

e Birden fazla kombinasyon denendiginde, kombinasyonlardan birine

duyarli ama digerine direngli bulunan bir sonug nasil yorumlanacaktir?

Sorularma  yanit  bulunabilecegi  gibi,  beta-laktamaz  inhibitorli
kombinasyonlarin, in-vitro duyarli bulunsalar bile, GSBL iireten bakterilerle olusan

infeksiyonlarin tedavisinde neden etkisiz kalabildikleri de agiklanabilir.

Bununla birlikte, nozokomiyal enfeksiyonlu hastalardan soyutlanan
Enterobactericeae suslarinda saptanan GSBL oranlarinin azimsanmayacak oranlarda
oldugu ve tedavi protokollerinde dikkate alinmay1 gerektirdigi goriilmektedir. Bu
nedenle nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak soyutlanan E. coli ve K. pneumoniae
suslarinda GSBL varliginin arastirilmasi ve buna uygun tedavi protokolleri, bu

hastalarin tedavi basarilarinm arttiracaktir.

Sonug olarak; Afyonkarahisar bolgesindeki nozokomiyal suslardan en sik
saptanan CTX M genotipinin CTX-M 15 oldugu, ikinci siklikla da CTX-M 28 in
gozlendigi, bu verinin baska caligmalar ile de desteklenmesi gerektigi kanisma

varilmastir.
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Oneriler;

Ulkemizdeki GSBL oranlarmin yiiksekligi géz dniine almirsa dzellikle E. coli
ve K. pneumoniae suslarinda GSBL iiretiminin gosterilmesinde NCCLS/CLSI
tarafindan Onerilen iki dogrulama yontemlerinden birinin rutin uygulanmasi oldukca

akilct goriinmektedir.

Ozellikle GSBL iireten Enterobactericeae suslarinda, antibiyotik direnci ile
birlikte GSBL varligmin belirlenmesi, tedavide uygun antibiyotik se¢imini
kolaylastiracagi gibi, kullanilan ilaglara karsi direng gelisiminin de dnlenmesinde

yararl olabilecegini gostermektedir.
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