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1. GIRI

Gram negatif bakteriler hastane liaynakh infeksiyonlara neden olan
etkenlerin onemli bir grubunu olusturmaktadir. Ozellikle hematoloji-onkoloji
servislerinde yatan hastalar ile yenidogan yogun bakim iinitelerindeki hastalarda
ciddi infeksiyonlara neden olabilmektedir. Hastane ortaminda sik ve genis ¢apli
antibiyotik kullanimi ¢oklu direncli suslarin yayilimini kolaylastiran ve tedaviyi
gliclestiren faktorlerden biridir. Genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin
yaygin kullanimi ile bunlara karsi direngli bakteriyel tiirlerin ortaya ¢ikisi
artmustir (1).

Beta-laktamaz sentezi Ozellikle enterik Gram negatif bakteriler i¢in en
Oonemli antibiyotik diren¢ mekanizmasidir. Beta-laktamazlar, beta-laktam
halkasindaki siklik amid bagin1 pargalayarak etki gosterirler. Beta-laktamaz
genleri bakteride kromozomal kontroliinde olabilir veya plazmid ya da
transpozonlarda yerlesmis transfer edilebilir genlerde kodlanir. TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1 gibi plazmid kaynakli beta-laktamazlar Enterobacteriaceae iiyeleri
arasinda yaygin bulunan enzimlerdir ve bu enzimler plazmidler araciligiyla diger
bakterilere aktarilirlar (2,3). Plazmid kaynakli beta-laktamazlar, baslangicta
penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize edebilen enzimler iken
sonralar1 bu enzimleri kodlayan genlerde ortaya c¢ikan mutasyonlar sonucu
genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) adi verilen, iiglincii  kusak
sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilen beta-laktamazlar tanimlanmistir
(4). Bu enzimlerin en 6nemli 6zelligi klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam
gibi beta-laktamaz enzim inhibitorlerine duyarli olmalaridir. GSBL enzimleri esas
olarak TEM ve SHV enzimlerinden koken alsalar da TEM ve SHV kdokenli
olmayan yeni plazmid kaynakli GSBL’larda (CTX-M, OXA-1, PER-1, PER-2
gibi) de tanimlanmistir. Bu yeni enzimler sefamisinler de dahil biitiin
sefalosporinlere kars1 etkilidir (5). GSBL’lar iilkemizde ve tiim diinyada yaygin
olarak bulunmaktadir. Gliniimiizde 200’den fazla GSBL tanimlanmstir (6).

GSBL iireten suslarla olusan infeksiyonlar siklikla, hastanede uzun siire
yatanlarda, operasyon gecirenlerde, arteriyel ve iiriner kateteri olanlarda ve

Ozellikle yogun bakim servislerindeki hastalarda goriilmekle birlikte toplum



kokenli infeksiyonlarda da sikligi artmaktadir. GSBL’lar ¢ogunlukla hastane
kokenli Enterobacteriaceae iiyeleri tarafindan eksprese edilirler. En sik Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae) ve Escherichia coli (E. coli) suslarinda olmakla
birlikte diger Enterobacteriaceae iiyelerinde de saptanmaktadir (7,8).

GSBL enzimleri plazmid araciligiyla kolay yayilmalar1 nedeniyle klinik
izolatlar arasinda tiim diinyada hizla artis gostermektedir. GSBL {ireten suslarin
salginlara yol agabilmeleri, bu suslarin etken oldugu infeksiyonlarda tedavi
basarisizlig1 ve mortalite artis1 gibi ciddi klinik problemlerin ortaya ¢ikist GSBL
enzimlerinin klinik laboratuvarlarda saptanmasini gerekli kilmaktadir (9,10).

GSBL iireten bakteriler genis spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonama
direncli olduklar1 halde rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarli olarak
bulunabilirler ve tedavi sirasinda sorunlara yol agabilirler (3). GSBL enzimlerinin
saptanmasinda Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) fenotipik
tarama ve dogrulama testlerinin kullanilmasini dnermistir (11).

CLSI s1vi mikrodiliisyon testi ile ii¢iincii kusak sefalosporinlerden herhangi
birinin (sefotaksim, seftazidim, aztreonam, seftriakson) MIK degeri >2 pg/mL
olarak saptandiginda ya da disk diflizyon testinde seftazidim inhibisyon zon
¢apinin <22 mm; aztreonam ve sefotaksim zon g¢aplarmin <27 mm,; seftriakson
zon capmin <25 mm oldugu durumlarda GSBL varlig1 i¢in dogrulama testi
yaptlmasini  6nermektedir. Dogrulama testlerinde GSBL’larin beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarli olma 6zelliginden faydalanilmaktadir. CLSI’e gore;
klavulanik asit (10 ng) iceren genislemis spektrumlu beta-laktam disklerinin zon
caplarinda >5 mm genisleme saptanmas1 ya da standart siv1 diliisyon testinde ¢ift
kat seri diliisyon ile test edilen ilaclardan birinin klavulanik asitle birlikte test
edildigindeki MIK degerinin, tek basina test edildigindeki MIK degerine gore >3
diliisyon azalmasi GSBL varligint gosterir (11). Fenotip temeline dayali
dogrulama yontemlerden hi¢ birisi Gram negatif bakterilerde GSBL varligini
dogru saptamada %100 duyarli ve 6zgiil degildir. Gliniimiizde klinik izolatlarda
GSBL’larin dogru tanimlanmast gerekliligi bilinmektedir (12).

GSBL’1n ilk belirlendigi donemlerde izoelektrik odaklama yontemi ile

bakterinin sentezledigi kromozomal veya plazmid kontroliindeki birkag enzim



ayirtedilebiliyordu. (13). Ancak ¢ogu 6zdes izoelektrik noktasina sahip enzim
tiplerinin  sayilarinin  artmasi nedeniyle beta-laktamazlarin tam olarak
tiplendirilebilmesi ve spesifik GSBL tipinin belirlenmesi i¢in giiniimiizde
molekiiler yontemlere gerek vardir. En sik ve yaygin kullanilan molekiiler
yontem “Polymerase Chain Reaction (PCR)”dir (14,15). DNA dizi analizi TEM
ve SHV genlerindeki niikleotid degisikliklerini tam olarak saptayabilen tek
yontemdir. Bu analiz spesifik beta-laktamaz genlerini saptamada standart olma
Ozelligini korumaktadir (16,17).

GSBL siklig1, antibiyotik kullanim politikalarina bagli olarak iilkeler ve
hastaneler arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Genel olarak diinyada GSBL
tiretiminin Klebsiella sp. tiirlerinde daha yaygin oldugu bildirilmektedir (18,19).
Ozellikle son on yil i¢inde plazmidler tarafindan kodlanan GSBL sikliginda biiyiik
artis gozlenmektedir.

Ulkemizde ilk GSBL sentezleyen suslar K. pneumoniae’de 1992 yilinda
bildirilmistir (20). Son c¢aligmalara gore Tirkiye Avrupa iilkeleri i¢inde GSBL
sikliginin en yiiksek oldugu ilk {i¢ iilke arasindadir (21).

Bu calismanin amaci; Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Birimi’nde idrar 6rneklerinden izole edilen ve fenotipik tarama-
dogrulama testleri ile GSBL pozitif oldugu saptanan 56 E. coli susunda, GSBL

enzim tiplerinin izoelektrik odaklama ve PCR ile arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beta-Laktam Grubu Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler yaygin kullanim alani bulunan bakterisid etkili ve
toksisiteleri diisiik olan ilaglardir. Beta-laktam antibiyotikler baglica 5 grupta
toplanirlar:

1. Penisilinler

2. Sefalosporinler

3. Monobaktamlar

4. Karbapenemler

5. Beta-laktamaz inhibitorleri

Bu gruptaki tiim antibiyotiklerin ortak 6zellikleri yapilarinda “beta-laktam”
halkas1 adi verilen dort atomlu bir halka tasimalaridir. Her grup beta-laktam
antibiyotigin Ozellikleri bu halkaya baglanan bagka halkalar ve yan zincirlerle
belirlenir. Monobaktamlar sadece beta-laktam halkasindan olusur, monosiklik
yapidadir. Beta-laktamaz inhibitorleri beta-laktam antibiyotik olmalarina ragmen

tek baglarina antibakteriyel etkileri pratik olarak yoktur (22,23).

2.1.1. Beta-Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Bakterilerin  hiicre  duvarinda yer alan peptidoglikan tabakasi
mikroorganizmanin yapisini ve biitliinliigiinii saglar. Bu tabaka ¢apraz baglanan
kisa peptid zincirleri ile saglamlasir. Bu c¢apraz baglanti transpeptidasyon
reaksiyonu sonucu olusur. Transpeptidaz reaksiyonu olusturan enzimlere penisilin
baglayan proteinler “PBP” adi verilir. Beta-laktam antibiyotiklerin temel hedefi
penisilin baglayan proteinlerdir. Beta-laktam antibiyotikler tarafindan PBP’leri
inhibe edilen bakteride peptidoglikan sentezlenemez ve hiicre duvar yapisi
bozulur (24). Hiicre duvar yapisi bozulan bakteride ozmotik direng kayb1 ve 6lim
meydana gelir (25).

Beta-laktam antibiyotiklerin hiicre zarindaki hedeflerine baglanabilmeleri
icin Gram negatif bakterilerin dig membranindaki porin (Outer Membran Protein:
OMP) adi verilen i¢i su dolu protein kanallarindan geg¢meleri, sitoplazmik

membranla dis membran arasindaki periplazmik boslukta yer alan beta-



laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir (25). Gram pozitif bakterilerde ise
dis membran olmayip sitoplazmik membran iizerinde kalin bir peptidoglikan
tabakas1 bulunur. Beta-laktamazlar bu tabakaya yapisik veya bakteri hiicresi

etrafinda serbest olarak yer alirlar (26).

2.1.2. Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Gelisimi
Beta-laktam antibiyotikler toplum ve hastane kokenli infeksiyonlarin
tedavisinde sik kullanilan antibakteriyel ajanlar arasindadir. Ancak yaygin
kullanimlar1 sonucu beta-laktam antibiyotiklere direng oranlarinin giderek arttigi
gbzlenmektedir (27).
Bakteriler beta-laktam antibiyotiklere karst1  {i¢ temel yolla direng
gelistirirler (28,29):
1. ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi,
a- girisinin kisitlanmasi (porin kayb1)
b- disar1 atilmasi (efluks mekanizmasi)

Genellikle Gram pozitif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere kars1
permeabilite engeli bulunmamasina karsin, Gram negatif bakterilerde dis
membran, beta-laktam antibiyotiklere karsi dogal bir engel olusturmaktadir. Beta-
laktam molekiilleri, bakteri hiicresindeki hedeflerine ulasabilmek i¢in dis
membranda bulunan porinlerden gecmek zorundadir. Kromozomal mutasyonlar
sonucu porin proteinlerinde olusan degisiklikler gegirgenlikte bir azalmaya, bunun
sonucunda da ¢esitli penisilinler, sefalosporinler ve hatta karbapenemlere kars:
diren¢ gelisimine yol agmaktadir. Bu tip direng, Ozellikle enzimatik direng ile
birlikte bulundugunda biiyiik sorunlara neden olmaktadir (30).

Gram negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotikler, dis membrandaki
“outer membrane protein (OMP)” ad1 verilen porlar yolu ile hiicreye girmektedir.
Beta-laktam antibiyotikler dig membrandan porin F ve porin C ad1 verilen baglica
iki kanal araciligi ile gegerler (31). Bu porin sistemlerinden MexA, MexC, MexD,
OprJ, MexB ve OprM sistemi imipenem disindaki bir¢ok beta-laktama direng
olusturmaktadir. MexC, MexD, Opr] sistemi de sefepim ve sefpiroma direng

olustururken diger beta-laktamlara duyarlilig1 artirmaktadir (24).



Imipenem dis membrandan ayrica D2 proteini ad1 verilen 6zel bir porini
kullanarak da geger. Dolayisiyla bir Gram negatif bakteri porin F ve porin C
proteinlerini mutasyona ugratarak tiim beta-laktamlara diren¢ gelistirebilirken,
imipeneme duyarli kalir. Ote yandan, o6zellikle Pseudomanas aeruginosa
(P. aeruginosa) ve Enterobacter sp. suslarinda dis membrandan D2 proteininin
kaybolmasi bakteriyi imipeneme direngli hale getirebilir (32).

2. Hedef PBP yapisinda degisiklik sonucu antibiyotigin baglanmasinin
engellenmesi,

PBP’lerin yapisindaki degisim beta-laktam direncinde Onemli bir
mekanizma olup baz1 Gram pozitif koklarda ve Pseudomonas sp.’de gézlenmistir.
Kromozomal mutasyonlar sonucunda PBP'lerin beta-laktam antibiyotiklere karsi
ilgilerinde azalma olabilir. Bu da beta-laktamlara karsi goreceli ya da tam bir
dirence yol agabilir. PBP'lere bagli direng, penisiline direngli Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae) ‘de, metisiline direngli Staphylococcus aureus
(S. aureus) ve Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)‘de, penisiline direngli
Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis' de, ampisiline direngli
Haemophilus influenzae'da ve penisilin  ve sefalosporinlere  direngli
enterokoklarda kesin olarak gosterilmistir (33,34).

3. Beta-laktam antibiyotikleri pargalayan  beta-laktamaz enzimlerinin
sentezlenmesi,

Beta-laktam antibiyotiklere karsi direncin en sik nedeni, bakterilerin bu
antibiyotikleri  inaktive eden beta-laktamaz enzimlerini sentezlemesidir.
Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler, beta-laktamaz
ailesindeki enzimlerden biri veya birkagi tarafindan inaktive edilebilirler (35).
Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomunda veya plazmid, transpozon, integron
gibi hareketli genetik elemanlarda bulunabilir (36).

Gram pozitif bakterilerde dig membran olmadigindan ilk mekanizma ile
diren¢ gelismesi s6z konusu degildir, ikinci mekanizma ile direng gelisimi daha
sik goriiliir. Buna karsin Gram negatif bakterilerde her ii¢ mekanizma ile de direng
gelisebilmektedir. Beta-laktam antibiyotiklere direng de siklikla yukarida sayilan

mekanizmalarin birkaginin ortak etkilerinin bir sonucudur (33).



MODE OF ACTION AND RESISTANCE OF BETA-LACTAM
ANTIBIOTICS IN GRAM-NEGATIVE BACTERIA
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Sekil 2.1 Gram-negatif bakterilerde beta-laktamlara direng

2.2. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar; beta-laktam antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin
amid bagimi parcalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren enzimlerdir.
Penisilin, 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan kesfedildikten sonra 1940
yilinda Abraham ve Chain E. coli'den elde ettikleri ekstrenin penisilinin etkisini
ortadan kaldirdigin1 gostermislerdir. Bu arastiricilar elde ettikleri enzime
"penisilinaz" adim1 vermislerdir (37).

1960'lardan sonra semisentetik penisilinler, metisilin ve ampisilin, 1.
kusak sefalosporinlerden sefaloridin ve sefalotinin gelistirilmesiyle Gram
negatif basillerde bulunan beta-laktamazlar 6nemli bir diren¢ mekanizmasi
haline gelmistir. Bunun nedeni tamamen antibiyotik kullanimi ile iliskilidir.
Metisilin = ve ampisilinin  kullanima  girmesiyle penisiline direngli
stafilokoklarin yayilimi azalmis, Gram negatif bakterilerin orani artmistir.
Gram negatif bakterilerde ¢ok daha fazla ¢esitte beta-laktamaz bulundugundan
ve plazmid kontroliinde sentezlenebildiginden ¢ok kisa siirede direncgte artis
gozlenmistir. Buna bagl olarak ilag endiistrisince yeni grup beta-laktam ilaglar
gelistirilmis, ancak bilindigi gibi bunlara kars1 da yeni beta-laktamazlar ortaya
cikmistir (1,37).

Beta-laktamazlarla  hidrolize  olmayan  yeni  beta-laktamlarin

gelistirilmesi 1980’11 yillarda 3. kusak sefalosporinlerin yaygin olarak
kullanilmasina yol agmistir. 1983 yilinda Almanya'da K. pneumoniae

suslarinda, 3. kusak sefalosporinleri de parcalayan plazmid kaynakli bir beta-



laktamaz bulunmustur (38). Bu yeni beta-laktamaz Klebsiella tiirlerinde sik
olarak bulunan SHV-1 Dbeta-laktamazindan mutasyonla olusan SHV-2
enzimidir. Bunun ardindan Fransa'da seftazidime direngli K. pneumoniae
suslarinda, seftazidimi hidrolize eden TEM-2 enziminden yalniz iki aminoasit
farki bulunan plazmid kaynakli beta-laktamaz belirlenmistir (5).

Beta-laktam ajanlarin yaygin kullanimi, beta-laktamazlarin evrimsel
degisikliklere ugramasina, say1 ve etki spektrumlarinin inanilmaz bir ivme ile
artmasina neden olmustur. 1995°den 2000 yilina kadar bazi 6nemli beta-

laktamaz gruplarinda enzim sayis1 hemen hemen iki katina ¢ikmistir (35).

2.2.1. Beta-Laktamazlarin Simiflandirilmasi

Beta-laktamazlar igin farkli zamanlarda bir ¢ok siniflandirma semasi
onerilmistir. Bu smiflandirmalar iginde en ¢ok ikisi kullanilmaktadir. Ambler
tarafindan 1980 yilinda yapilmis olan birinci siniflandirma enzimleri kodlayan
niikleotid dizilerine dayanan molekiiler siniflandirmadir.

Dizileri bugiine degin belirlenebilen beta-laktamazlar molekiiler
simiflandirmada A,B,C ve D olmak tzere dort molekiiler smifta
toplanmaktadir. A, C ve D simiflarn aktif bolgelerinde "serin" igermekte, B
sinifinda ise aktif bolgede "¢inko" bulunmaktadir. Ambler sinif A enzimleri
cogunlukla plazmid kontrolunda olan penisilinazlardir. Siif B beta-
laktamazlar, aktif bolgelerinde Zn*? bagimli bir tiyol grubu bulunan
metalloenzimlerdir. Bu enzimlerin ¢ogu karbapenemaz aktivitesi tasimaktadir. C
sinift enzimler sefalosporinazdir ve cogunlukla kromozom kontrolundadir.
Kromozomal AmpC geni tarafindan kodlandiklari i¢in, AmpC tipi enzimler olarak
da bilinirler ve Salmonella tiirleri haricinde tiim Gram negatif basillerde bulunan
beta-laktamazlardir. D smifi enzimler oksasilinazlardir ve oksasilini hizla
hidrolize ederler (1,39).

Beta-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda Bush, Jacoby
ve Medeirios tarafindan yapilan, beta-laktamazlarin biyokimyasal 6zellikleri ve
substrat profillerine gore dort gruba ayrildigr siniflandirmadir. Beta-laktamazlarin

siiflandirilmasi ve karsilastirilmasi Cizelge 2.1°de gosterilmistir (39,40).



Cizelge 2.1. Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi (39, 40)

Beta- | Molekiil
laktamaz | simf Ozellikleri ve 6rnek enzimler
grubu
1 C Gram negatif bakterilerin kromozomal ve plazmid kokenli AmpC
enzimleri (MIR-1, BIL-1, MOX-1, CMY-1, LAT-1, FOX-1, ACT-1).
Karbapenemler disindaki tiim beta-laktamlara direng olugturur. Klavulanik
asit ile inhibe olmaz.
2a Stafilokok ve enterokoklardaki penisilinazlar
2b Cogunlukla Gram negatif bakterilerdeki genis spektrumlu beta-
laktamazlar (TEM-1, TEM-2, SHV-1, SHV-11, SHV-19, SHV-25)
2be A Oksiiminosefalosporin ve monobaktamlara diren¢ olusturan genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-3-29, TEM-42,43, TEM-47-50, SHV-
2-9, SHV-12-18, SHV-20-25,PER-1,2. CTX-M-1-16. GES-1,2. VEB-1,2.
TOHO-1,2. Klebsiella oxytoca K1
2br A Inhibitorlere direngli TEM (IRT) beta-laktamazlar (TEM-30-36, TEM)
2c A Karbenisilini hidroliz eden enzimler (PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-3-5,
BRO-1-3, SAR-1)
2d D Oksasilini hidroliz eden enzimler ;OXA tipi enzimler (OXA-1-31)
Dar spektrum: OXA-1-10, OXA-20,27,30,31
GSBL etkili: OXA-11-19, OXA-28
Karbapenem hidrolizi yapanlar: OXA-23-27
2% A Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlar P. vulgaris’in
indiiklenebilir sefalosporinazlari
of A Karbapenemleri hidrolize eden,  aktif bolgesinde serin igeren ve
klavulanik asit ile inhibe olan enzimlerdir. E. cloacae’nin NMC-A ve
Serratia’nin Sme-1 enzimi
3 B Karbapenemler ve monobaktamlar disindaki beta-laktamlara direng
olusturan metalo-betalaktamaz. Klavulanik asitle inhibe olmazlar
Xanthomonas maltophilia'min L1 ve Bacteroides fragilis'in CcrA enzimi
4 ? Pseudomonas cepacia’nin penisilinazlari




2.2.2. Beta-Laktamazlarin isimlendirilmesi

Beta-laktamazlar tercih ettikleri substratlara (CARB, FUR, IMP, OXA),
biyokimyasal oOzelliklerine (SHV, NBC), genlerine (Amp, CepA), izole
edildikleri bakterilere (AER, PSE), suslara (P99), hasta isimlerine (TEM,
ROB), hastaneye (MIR, RHH), eyaletlere (OHIO) ve bulan kisiye gore (HMS)
isim almiglardir. Son yillarda biiyiik bir hizla artmakta olan TEM enziminden
tireyen enzimlere ise CAZ (seftazidimaz), CTX (sefotaksimaz) veya IRT
(inhibitor rezistan TEM) gibi tanimlayict adlar verilmis ve bu da bir karmasaya
yol agmistir. Bu konuda oOnerilen ise, TEM'den kdken alan tiim enzimlerin

TEM-26, TEM-43 gibi numara ile belirtilmesidir (41).

2.2.3.Plazmidler ve Antibiyotik Direncindeki Rolleri

Plazmidler bakteri hiicresinin kromozomu disinda sitoplazmada yer alan
halka yapisinda DNA parcalaridir. Plazmidlerin tasidigi genetik sifre
bakterinin yagamasi i¢in mutlak gerekli degildir. Ancak plazmidler antibiyotik
direnci gibi bakteriye ¢evre kosullarina dayanmada istiinliik saglayabilecek
bazi1 Ozellikler kazandirabilir. Bir plazmid iizerinde birden fazla antibiyotik
grubuna kars1 direng saglayacak genetik sifre tasinabilir. Ornegin bir bakteri,
plazmidleri tiizerinde degisik beta-laktamazlar1 kodlayan genlerle birlikte
aminoglikozidleri pargalayan enzim sentezini saglayan genetik sifreyi
tastyabilir. Plazmidler bir bakteriden digerine transfer edilebilir. Bu sayede
plazmid araciligt ile saglanan diren¢ kolayca bakteriler arasinda

yayilabilmektedir (42).

2.2.4. Gram Negatif Bakterilerin Onem Tasiyan Beta-Laktamazlar:
a-Kromozomal Beta-Laktamazlar

Hemen hemen tiim Gram negatif bakteriler kromozomal kaynakli beta-
laktamaz iiretebilirler. Beta-laktamaz genellikle spesifiktir ve aktivitesi ¢ok
diistiktiir. Ancak bunlarin miktari, sentez yolu ve direngteki rolleri farklidir.
Enterobakterilerin kromozomal enzimlerinin biiyiik ¢gogunlugu simmif C’de yer

alir. AmpC olarak da tanimlanan bu enzimler Bush siniflandirmasina gore
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Grup 1' de yer almaktadir.

Kromozomal AmpC tipi enzimler, P. aeruginosa, Acinetobacter spp.,
Aeromonas spp., Enterobacter spp., Citrobacter freundii (C.freundii), Serratia
spp., Morganella morganii (M. morganii), Providencia stuartii (P. stuartii) ve
Providencia rettgeri (P. rettgeri)’ de tamimlanmistir. Bu enzimler aktif
bolgelerinin 6zellikleri nedeniyle birinci, ikinci, tiglincii kusak sefalosporinleri,
penisilinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilirler. Sefalosporinlerden
sefepim, grup 1 kromozomal enzimlerin etkilerine goreceli olarak dayaniklidir.
Bu enzimler, aktif bolgelerinin yapisal 6zellikleri nedeniyle klavulanik asit ve
siilffonlarin beta-laktam halkalarina baglanamazlar. Bu nedenle de beta-
laktamaz inhibitorlerine direnclidirler (27,43).

Enzim ekspresyonu “indiiklenebilir”, “yiiksek diizeyde yapisal” veya
“diisiik diizeyde yapisal” olabilmektedir. P. aeruginosa’ da bulunan Grup 1
beta-laktamazlar indiiklenebilen tiirdedir. Bu bakteriler bazi beta-laktam
antibiyotiklerle (ampisilin, 1. kusak sefalosporinler gibi) karsilastiklarinda,
kromozomal beta-laktamaz sentezi hizla artar (indiikksiyon). Ancak indiiksiyon
gecici bir olay olup, ortamda sentezi artan beta-laktamazin, antibiyotigi
inaktive etmesi sonucu durur. Boylece bakteri baslangictaki diisiik diizeyde
enzim sentezleyen haline doner.

Indiiklenebilir kromozomal beta-laktamaz tasiyan Gram negatif
bakterilerde normalde 10°-107 arasinda bir siklikla baskilanmis dereprese
mutantlar bulunur. Bu baskilanmis mutantlarda beta-laktamaz enzimlerinin
sentezi devamli ve yiiksek diizeyde olmaktadir. Boyle bakterilerle olusan
infeksiyonlarin bir indiikleyici antibiyotik ile tedavisi sirasinda duyarli
bakterilerin ortadan kalkmasi, antibiyotik etkisine diren¢li dogal mutantlarin
ortamda ¢ogalmasi ile tedavi basarisizliklari olabilmektedir. Bunun yani sira
direngli bakterilerin hastane mikroflorasina yerlesmesine bagli olarak da
hastane infeksiyonu epidemileri ortaya ¢ikabilmektedir (1,44).

Indiiklenebilir beta-laktamaz iirettigi bilinen bakterilerde dikkat edilecek
noktalar sunlardir (45):

-Indiiklenebilir beta-laktamaz varligi laboratuvardan bildirilmemis olsa da
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Enterobacter spp, C. freundii, Serratia spp, P. stuartii, P. rettgeri, Pseudomonas
spp. ve Hafnia alvei suslarinin bu o6zellikte oldugu ve antibiyogramlarda
antibiyotiklere duyarl goriilebilecekleri unutulmamalidir.

-Bu suslarla gelisen infeksiyonlarda 2. ve 3. kusak sefalosporinler ve
aztreonam’1n tek baglarina kullanilmasindan kagimilmalidir.

-Tedavi sirasinda direng gelisebileceginden, uzun siireli tedavi gerekiyorsa
bu suslarin antibiyotik duyarlilik testleri 3-4 giinde bir tekrarlanmalidir.

-Dereprese beta-laktamazlar sentezleyen ve ayni zamanda dis membran
porinleri eksik olan P. aeruginosa suslart vardir. Bunlar bircok beta-laktam
antibiyotik yaninda karbapenemlere, sefepim ve sefpiroma da direnglidirler.

-Indiiklenebilen AmpC tipi beta-laktamazi olmayan bakteri tiirlerinde
kromozomal beta-laktamazlarin asir1 tiretimi ile olan diren¢ 6zelliginin gériilmesi

plazmid kaynakli AmpC tipi beta-laktamazi diisindiirmelidir (46,47).

b- Plazmid Aracilig: ile Sentezlenen Beta-Laktamazlar

Plazmid kaynakli beta-laktamazlar;

1. Dar spektrumlu enzimler,

2. Oksasilinazlar,

3. Karbenisilinazlar,

4. GSBL lar,

5. TEM, SHV veya OXA disinda diger smif A oksimino-beta-
laktamazlar,

6. Sefalosporinazlar

7. Karbapenemazlar olarak yedi grupta toplanmaktadir (Cizelge 2.2)
(25).
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Cizelge 2.2 Baz1 plazmid kdkenli beta-laktamazlarin 6zellikleri (25)

Beta-laktamazlar ‘ Sikhig ‘ Konak bakteri ‘ Spesifik
* DAR SPEKTRUMLULAR
TEM-1 Cok sik Enterobacteriaceae En yaygin plazmid kaynakli beta-laktamaz, hemen
P. aeruginosa hemen biitiin bakterilerde bulunur.
H. infuenzae
N. gonorrhoeae
Vibrio cholerae
TEM-2 Sik Enterobacteriaceae TEM-1 'den bir aminoasit degisikligi vardir.
SHV-1 Sik Enterobacteriacea Siklikla K. pneumoniae‘de kromozomal
genlerle kodlanir.
* OKSASILINAZLAR
OXA-1 Sik Enterobacteriaceae E.coli' de 2. siklikla bulunur.
P. aeruginosa
OXA-2 Sik Enterobacteriaceae Salmonella’da 2. siklikla bulunur.
OXA-3....10 Enterobacteriaceae OXA-1 'e gore daha genis bir aktiviteye sahiptirler.
*KARBENISILINAZLAR
CARB-1(PSE-4) Nadir Enterobacteriaceae
P. aeruginosa
CARB-2(PSE-1) Sik P.aeruginosa P aeruginosa’ da en sik bulunur.
Enterobacteriaceae
CARB-3...6 Nadir P. aeruginosa
* GSBL
TEM tiirevi: Tiim diinyada K. pneumoniae, TEM-1 ve TEM-2'den 1 ile 5 aminoasit
TEM-3..29 nozokomiyal daha az siklikta diger | degisikligi sonucu olugurlar.
TEM-42, 43, 47, 48, 49, 50, 52, | salginlarda Enterobacteriaceae
60, 61 siktir.
SHV Tiirevi: Tim diinyada | K. pneumoniae, SHV-1 'den 1 ile 3 aminoasit degisikligi
SHV-12 nozokomiyal daha az siklikta diger | sonucu olusur.
salginlarda Enterobacteriaceae
OXA Tiirevi: Tirkiye’de P. aeruginosa
OXA-11, nozokomiyal
OXA-14-OXA-16 izolatlar
CTX-M-1 (MEN-1) Fransa ve | E.coli
Almanya  klinik
izolatlar1

PER-1

Tiirkiye’nin farkl:
hastanelerinden

P. aeruginosa

K. pneumoniae

klinik izolatlar Acinetobacter sp.

* SEFAMISINAZLAR

CEP-1 Nadir Proteus mirabilis

CEP-2 Nadir Achromobacter

CMY-2..5 Nadir K. pneumoniae Citrobacter’in kromozomal

beta-laktamazina benzer.

LAT-1 Yunanistan K. pneumoniae Citrobacter’in kromozomal beta-laktamazina benzer
nozokomiyal
izolatlar

* KARBAPENEMAZLAR

IMP-1 Nadir P. aeruginosa Imipenemi pargalayan metallo enzimlerdir
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Plazmidler tarafindan kodlanan beta-laktamazlardan en G6nemli olanlar
Gram negatif bakterilerde bulunan TEM ve SHV enzimleri ve bunlarin genislemis

spektrumlu tiirevleridir. Bunlarin tiimii Ambler molekiiler sinif A’da yer alir.

2.3 Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar

Genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler Gram negatif bakterilerle
olusan infeksiyonlarin tedavisinde 1980°li yillardan itibaren kullanilmaya
baslanmistir. Bu yeni beta-laktam antibiyotiklere, beta-laktamazlarla gelisen
diren¢ hizla artmistir (36). Genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize eden,
plazmid ile kodlanan beta-laktamaz ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da
Klebsiella ozaenae susundan izole edilmistir. Bu beta-laktamaz SHV-2 tipinde
olup sefotaksimi seftazidime oranla daha fazla hidrolize etme yetenegindedir
ve SHV-1 enziminde 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesiyle olusmustur
(48).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, Ambler molekiiler simif A’da
yer alan grup 2be, grup 2e ve smif D (grup 2d) beta-laktamazlardan olusur.
Birgok Gram negatif bakteride bulunurlar. Bu enzimlerin etki spektrumlarinin
oksimino-beta-laktamlar1 da kapsamasi nedeniyle genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar olarak adlandirilmiglardir. GSBL’lar; genis spektrumlu penisilinlere,
1,2,3. jenerasyon sefalosporinlere (sefamisinler hari¢) ve kismen sefepime
etkili, karbapenemlere, sefamisinlere ve beta-laktamaz inhibitorlerine
etkisizdirler.

Klasik olarak tanimlanan GSBL’larin biiyiikk ¢ogunlugu TEM-1, TEM-2
ve SHV-1 enzimlerinden kdken almistir. Koken alinan ana enzimin molekiiler
yapisindaki aminoasitlerden bir ile dordiiniin yerine farkli aminoasitlerin
gelmesi sonucu GSBL’ler olusur. Giinlimiizde TEM tiirii beta-laktamazlarin
sayist 130’u, SHV tiirii beta-laktamazlarinki 50’yi ge¢mistir. Bu {i¢ enzimin
tiirevleri disinda son yillarda bunlardan kdken almayan CTX-M, PER, VEB
vb. genislemis spektrumlu enzimlerde biiylik bir artis olmustur (49). SHV ve
TEM tiirevi enzimler grup A’da yer almaktadir. OXA tiirevi olan GSBL’ler ise

grup D’de yer alan oksasilinazlardir. GSBL tiirii enzimler Gram negatif
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bakterilerde siklikla bulunmaktadir. Ozellikle Enterobacteriaceae ailesinden
K. pneumoniae’de en sik goézlenmekle birlikte E. coli ve Salmonella spp.’de
de siklig1 artmaktadir (50). Enterobacteriaceae ailesi disinda GSBL iireten
mikroorganizmalarin  sikligt daha az olup bunlarin iginde en sik
P. aeruginosa’da goézlenmektedir (51). Son yillarda GSBL iretimi
Acinetobacter sp, Burkholderia cepacia ve Alcaligenesis faecalis izolatlarinda
da bildirilmistir (36).

2.3.1 GSBL tipleri

a-TEM grubu GSBL’ler: Plazmid kokenli bilinen en eski enzim olan
TEM-1 bakteride ampisilin, penisilin ve birinci kusak sefalosporin direncine
neden olur. TEM-1 Gram negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve
ampisiline direngli E. coli’lerin %90’inda direngten bu enzim sorumludur. TEM-
l'in yapisinda bir aminoasit degisikligine (39. pozisyondaki glutamin yerine
lizinin ge¢mesi) neden olan mutasyon sonucu TEM-2, bu enzimin yapisinda 2
aminoasit degisikligi ile de TEM-3 ortaya ¢ikar. TEM-1 ve TEM-2 etki spektrumu
acisindan benzer (penisilin ve tiirevlerine karsi aktif) birer penisilinazdir . Siklikla
transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu enzimler olup; penisilin ve
birinci  kusak sefalosporinleri hidroliz  edebilirler. Ancak oksiimino-
sefalosporinlere kars1 aktiviteleri yoktur (46). Ilk olarak 1987 yilinda bildirilen
TEM-3, GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tipi beta-laktamazdir. (36,50).

TEM enziminde 12 farkli pozisyonda olusan aminoasit degisikliklerinin
kombinasyonlari, izoelektrik noktalar1 5.2-6.5 arasinda degisen, seftazidim ve
sefotaksim gibi spesifik oksiimino-sefalosporinleri hidroliz etme yeteneginde,
100’in tizerinde farkli GSBL fenotipini ortaya ¢ikarmistir. Bu enzimlerin bir
kismi inhibitér direngli TEM (IRT) tiirlinde enzimler olup, genis spektrumlu
sefalosporinleri inhibe etmediklerinden 6tiirii gercek anlamda GSBL olarak kabul
edilmezler. Gliniimiizde sayist 20°den fazla bulunan IRT tiirii enzimler klasik
GSBL’lerin aksine beta-laktamaz inhibitorlerinin etkilerine (6zellikle sulbaktam
ve klavulanik asit) karsi direnglidir. Ancak tazobaktam bu enzimleri inhibe

edebilmektedir.
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TEM kokenli GSBL’ler en sik E. coli, K.pneumoniae’de tanimlanmis
olmakla birlikte, Salmonella sp, Proteus mirabilis (P. mirabilis), M. morganii
ve P. aeruginosa tiirlerinde de bulunabilecekleri bildirilmistir (51,52,53,54). TEM

tipi enzimlerin ozellikleri Cizelge 2.3’te gosterilmistir (36).

b-SHV grubu GSBL’ler: SHV-1 enzimi en sik K. pneumoniae’de bulunur
ve bu bakterideki plazmid aracilifiyla gelisen ampisilin direncinin yaklasik
%20’sinden sorumludur. Ampisilin, tikarsilin ve piperasiline kars1 direng
olusturmaktadir. Oksiimino-Sefalosporinlere kars1 aktivitesi yoktur (52). SHV
tiirti enzimlerin ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak tanimlanmustir.
TEM grubu GSBL’lere kiyasla SHV-1’den koken alan enzim sayisi1 ve aminoasit
degisikligi olan pozisyonlar daha azdir. Bunlarda karakteristik degisiklik 238.
pozisyonda glisin yerine serin, 240. pozisyonda glutamin yerine lizin girmesidir.
Sonugta 238. pozisyondaki serin rezidiisii seftazidime, 240. pozisyondaki lizin
rezidiisii ise sefotaksime karsi hidroliz etkinligi agisindan 6nemlidir. SHV grubu
enzimler K. pneumoniae’den baska Citrobacter diversus, E.coli ve
P. aeuroginosa’da bildirilmistir. SHV tipi GSBL’lerin o6zellikleri Cizelge 2.4’te
gosterilmistir (36).
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Cizelge 2.3. TEM tipi beta-laktamazlarin 6zellikleri (36)

. Enzim Tipi
Izoelektrik .
Enzimler Genis Inhibitor
nokta (pl) GSBL
spektrum direncli
TEM-12, TEM-55, TEM-57, TEM-58 X
TEM-30, TEM-31, TEM-35, TEM-36, TEM-
> 37, TEM-38, TEM-41, TEM-45, TEM-51, X
TEM-73, TEM-74
5.3 TEM-25 X
TEM-1 X
TEM-7, TEM-19, TEM-20, TEM-65 X
>4 TEM-32, TEM-33, TEM-34, TEM-39, TEM-
40, TEM-44 %
5.42 TEM-29 X
5.55 TEM-5, TEM-17 X
5.59 TEM-9 X
TEM-2 X
TEM-10, TEM-11, TEM-13, TEM-26, TEM-63 X
>0 TEM-50 X X
TEM-59 X
5.7 TEM-68 X X
5.8 TEM-42 X
5.9 TEM-4, TEM-6, TEM-8, TEM-27, TEM-72 X
TEM-15, TEM-47, TEM-48, TEM-49, TEM-
o0 52, TEM-66, TEM-92 %
6.1 TEM-28, TEM-43 X
6.3 TEM-3, TEM-16, TEM-21, TEM-22 X
6.4 TEM-56, TEM-60 X
6.5 TEM-24, TEM-46, TEM-61 X
TEM-14, TEM-53, TEM-54 X
Bilinmiyor | TEM-76, TEM-77, TEM-78, TEM-79, TEM-
81, TEM-82, TEM-83, TEM-84 X
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Cizelge 2.4. SHV tipi beta-laktamazlarin 6zellikleri (36)

. ) Enzim Tipi
Izoelektrik . :
Enzimler Genis Inhibitor
nokta (pl) GSBL
spektrum direncli
OHIO-1, LEN-1 X
7.0
SHV-3, SHV-14 X
75 SHV-24 X
SHV-1, SHV-11, X
e SHV-2, SHV-2a, SHV-6, SHV-8,
' SHV-13, SHV-19, SHV-20, SHV-21, X
SHV-22
7.8 SHV-4, SHV-7 , SHV-18 X
SHV-5, SHV-9, SHV-12 X
8.2
SHV-10 X

c-CTX-M grubu GSBL’ler: Bu grup enzimler substrat olarak sefotaksimi
tercin etmektedir (36). CTX-M tipi beta-laktamaz ilk olarak 1989 yilinda
Almanya’da E.coli susunda bildirilmistir. Daha sonralar1 Salmonella typhimurium
ve E. coli basta olmak {izere bir¢ok Enterobacteriaceae tiiriinde saptanmustir.
Gliniimiizde yaklagik 40 farkli enzim gosterilmistir. CTX-M-14, CTX-M-3 ve
CTX-M-2 en yaygin enzimlerdir. Yayilmalart hem plazmidler hem de ISEcp1 gibi
hareketli genetik elemanlarla olmaktadir. CTX-M enzimlerini ireten
mikroorganizmalarin ¢ogunlukla hastane infeksiyonlarindan izole edilmelerine
karsin SHV ve TEM enzimlerinden farkli olarak Vibrio cholerae, tifo disi
Salmonella sp. ve Shigella sp. gibi toplum kaynakli infeksiyon etkenlerinde de
bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullaniminin CTX-
M enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadig: diisiiniilmektedir (56).

CTX-M grubu enzimlerin sayis1 hizla artmaktadir. Enterobacteriaceae

izolatlarinda saptanan bu enzimler, diinyanin bir ¢ok yerinden rapor edilmistir
(57).
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d-OXA grubu GSBL’ler: OXA tip beta-laktamazlar oksasilini hidrolize
etme yeteneklerinden dolayr bu ismi almislardir. Bu grup enzimler fonksiyonel
grup 2d ve molekiiler sinif D’de yer almalariyla TEM ve SHV enzimlerinden
ayrilirlar. En sik P. aeruginosa’da bulunmakla birlikte diger Gram negatif
bakterilerde de saptanmaktadir. En yaygin olant OXA-1 beta-laktamazidir ve
E. coli suslarinin %1-10’unda saptanmistir (1). Bu enzimlerin OXA-1 den
OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu olup substrat olarak oksasilin ve
kloksasilini tercih ederler (1,36,52).

TEM ve SHV’de oldugu gibi aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlari
sonucu oksiimino-sefalosporinleri hidrolize edebilen genis spektrumlu enzimler
haline gelmislerdir (1,58). OXA-11,14,15 ve 16 seftazidim direncine yol agarken,
OXA- 17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir (36). OXA-31 ise sefepime direng
olustururken seftazidime duyarlidir (59). OXA-24 ayrica karbapenemaz aktivitesi
gostermektedir. Fakat bu GSBL enzimi degildir. Bu enzimlerin Onemi,
klavulanik asit ve sulbaktama direngli olmalar1 ve hastane infeksiyonlarindan
soyutlanan kokenlerde saptanmalaridir (21).

e-PER grubu GSBL’ler: PER ile TEM ve SHV tipi GSBL’lar %25-27
oraninda homoloji gdsterirler (60,61). ilk olarak Fransa’da bir Tiirk hastadan
izole edilen P. aeruginosa susunda saptanmistir. PER-1 enzimi penisilin ve
sefasporinleri hidrolize eder ve klavulanik asit ile inhibe olur (62).
P. aeruginosa disinda Salmonella typhimurium (S. typhimurium),
Acinetobacter baumannii (A. baumannii) , A. faecalis ve P. mirabilis
suslarinda da saptanmistir (63,64,65).

PER-1 ile %86 homoloji gosteren PER-2 enzimi sadece Giiney
Afrika’da bulunmaktadir (61).

f-VEB grubu GSBL’ler: VEB-1 enzimi; PER-1 ve PER-2 enzimleriyle
%38 oraninda homoloji gosterir. Seftazidim, sefotaksim ve aztreonama yiiksek
diizeyde direng gosterirler ve klavulanik asit ile inhibe olurlar. VEB-1 ilk
olarak Vietnam’da E .coli susundan izole edilmistir (66).

g-Diger GSBL’ler: GES-1-2, BES-1, TLA-1, TOHO-1-2, BES, SFO, TLA
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2.3.2. Epidemiyoloji

GSBL iireten organizmalar ilk olarak Avrupa’da saptanmustir. ik biiyiik
salgin 1986 yilinda Fransa’da bir hastanenin yogun bakim {initesindeki 54
hastada bildirilmistir (67). Giiniimiizde Avrupa'da yogun bakim tiinitelerinden
izole edilen Klebsiella izolatlarinin %20-25'inde GSBL saptanmaktadir. Son
calismalara gore Tiirkiye Avrupa iilkeleri i¢inde en yiiksek GSBL sikligina
sahip ilk Uli¢ {lilke arasindadir (68). Avrupa iilkelerinde GSBL dagilimlari
acisindan farkliliklar gézlenmektedir (69).

TEM-10 yillardir Amerika’da salginlar yapmis (21,70), oysa yakin
zamanda Avrupa’dan rapor edilmistir (71). Benzer olarak TEM-3 Fransa’da
(72), TEM-47 Polonya’da (73) bulunmaktadir. Tirkiye dahil diinyada en
yaygin olan enzim ise SHV-2"dir (10,21).

2.3.3. GSBL tam yontemleri

GSBL enzimlerinin tiim diinyada hizla artmasi, klinik izolatlarda yaygin
olmalari, plazmid aracilig1 ile kolay yayilmalari, salgin, sagaltim basarisizligi,
mortalite artmast gibi ciddi klinik problemlere neden olmalar1 ve rutin duyarlilik
testleri ile tanimlanmalarinin giic olmasi nedeniyle o6zel yontemler ile dogru

saptanmalar1 gerekmektedir (10,74).

GSBL iireten bakteriler genis spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonama
direngli olduklar1 halde rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarli olarak

bulunabilirler ve tedavi sirasinda sorunlara yol agabilirler (9).

K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis ve Klebsiella oxytoca’'da, GSBL
enzimlerinin saptanmasinda CLSI fenotipik tarama ve dogrulama testlerinin
kullanilmasini 6nermistir.
a-GSBL tarama testleri:

CLSI sivi mikrodiliisyon testi ile sefotaksim, seftazidim, seftriakson,
aztreonam MIK degeri >2 pg/mL, sefpodoksim MIK degeri ise >8 pg/mL
olarak saptandiginda ya da disk difiizyon testinde seftazidim inhibisyon zon

capimin <22 mm, sefpodoksim zon ¢apinin <17 mm, aztreonam ve sefotaksim
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zon c¢aplarinin <27 mm; seftriakson zon ¢apinin <25 mm oldugu durumlarda
GSBL varlig1 i¢in dogrulama testi yapilmasinit 6nermektedir (Cizelge 2.5) (11).
Fenotip temeline dayali dogrulama yontemlerden hi¢ birisi Gram negatif
bakterilerde GSBL  varligini dogru saptamada %100 duyarli ve 06zgiil
degildir. Giniimiizde klinik izolatlarda GSBL’nin dogru tanimlanmasi
gerekliligi bilinmektedir (12).

Cizelge 2.5. GSBL’ler icin tarama testi olarak &nerilen inhibisyon zonu ve MIK
degerleri (CLSI)-(11)

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

b-GSBL dogrulama testleri

Dogrulama testlerinde GSBL’lerin beta-laktamaz inhibitorlerine duyarl
olma 6zelliginden faydalanilmaktadir. Sik olarak kullanilan yontemler;

1. Kombine disk yontemi

2. Cift disk sinerji yontemi

3. E test yontemi

4. Mikrodiliisyon yontemi

5. Ug boyutlu test

1-Kombine disk yontemi: 0.5 McFarland yogunlugundaki bakteri
stispansiyonunun yayildigi Mueller Hinton besiyerine klavulanik asit (10 pg)
iceren ve igermeyen seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 ng) diskleri
yerlestirilir. 35°C’de bir gece inkiibasyondan sonra, klavulanik asit iceren ve
icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar1 olciilerek karsilastirilir.

Kombinasyon diskleri etrafindaki inhibisyon zonu, klavulanik asit igermeyen
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disk etrafindaki inhibisyon zonundan > 5 mm daha genis olan suglar, GSBL
tiretimi agisindan pozitif olarak kabul edilir (Sekil 2.2.) (74).

Sekil 2.2. Kombine disk yontemi. a: seftazidim (30 pg), b:
seftazidim/klavulanik asit (30/10 ug) (74).

2-Cift disk sinerji yontemi: Jarlier ve ark. (6) tarafindan gelistirilen ve
GSBL’nin belirlenmesinde en yaygin kullanilan testlerden biridir. McFarland 0,5
bulaniklik standardina esdeger olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu
Mueller-Hinton besiyerine yayilir. Plagin ortasina bir amoksisilin-klavulanik
asit diski (AMC 20/10pg) ile disk merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm olacak
sekilde seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO) veya sefotaksim (CTX),
aztreonam (ATM) veya sefpodoksim (POD) diskleri yerlestirilir. 35°C'de 18
saat inkiibasyondan sonra test edilen sefalosporin veya aztreonam etrafindaki
inhibisyon zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin
tiremedigi bir sinerji alaninin bulunmasit GSBL varligin1 gosterir (Sekil 2.3.)

(74).
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Sekil 2.3. Cift disk sinerji yontemi. GSBL dreten suslarda
amoksisilin/klavulanik asit diskinin etrafina (20-30 mm) yerlestirilen seftazidim,
sefepim, sefoksitin, aztreonam inhibisyon zon c¢aplarinin genislemesi (GSBL
enziminin klavulanik asit varliginda inhibe olmasiyla beta-laktam antibiyotigin
aktivitesinin artmast) (74).

3-E-test yontemi: “E-test ESBL” stripleri (AB Biodisk, Isvec), bir ucunda
seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim ve klavulanik 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 olmasi1 GSBL varligin1 gosterir. Benzer
sekilde sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik asit (CT-CTL) iceren E-test
stripleri de bulunmaktadir. (Sekil 2.4.)(37).
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Sekil 2.4. E test ile GSBL tayini (37).

4-Mikrodiliisyon yontemi: Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri,
hem tek basina hem de klavulanik asit varliginda saptanir. Klavulanik asit
varhiginda MIK degerlerinde >8 kat azalma GSBL gostergesi olarak kabul
edilir (74).

5-U¢ boyutlu test (M3D): Bakterilerin kanli agar besiyerlerindeki bir
gecelik taze pasajlarindan hazirlanan 0,5 McFarland bulanikligindaki
siispansiyonlar1 Triptic Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya) besiyerine ekilerek
35 °C’de dort saat etlivde inkiibe edilir. Bu siire sonunda hiicreler santrifiij
edilerek ve ardindan bes kez dondurulup ¢ozdiiriilerek enzim ekstraksiyonu
yapilir. Standart disk difiizyon testi i¢in Mueller Hinton agara ATCC 25922 E.
coli susu inokiile edilerek plagin ortasina sefoksitin (30 pg) diski konulur.
Diskten 5 mm uzaklikta olacak sekilde steril bistiiriyle yariklar agilir ve
yariklara pipet yardimiyla 25-30 uL elde edilen enzimlerden konulur. Petriler
35 °C’lik etiivde bir gece inkiibasyona birakilir. Ertesi glin inhibisyon zonuyla
kesisen yariklardaki suglardan 3 mm’ye esit ve 3 mm’den fazla distorsiyona

neden olanlar “ii¢ boyutlu test pozitif” olarak kabul edilir (73).
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Molekiiler Tam1 Yontemleri

Spesifik GSBL tipini belirlemek i¢in molekiiler yontemlere gerek vardir.
GSBL'in ilk belirlendigi donemlerde izoelektrik noktanin belirlenmesi varolan
GSBL'leri gostermek i¢in yeterli idi. Ancak sayilar1 90'n iizerinde olan TEM tipi
enzimlerin ¢ogu 6zdes izoelektrik noktasina sahip oldugundan, bu test daha uzun
stire yararli olmamigtir. En sik ve en yaygin kullanilan molekiiler yontem beta-
laktamaz genlerine spesifik oligoniikleotid onciillerin kullanildigt PCR’dir. Bu
yontemle ancak enzimin bagli oldugu aile saptanabilir, enzim varyantlar1 arasinda

ayirim yapilamaz (10).

2.3.4. GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden oldugu sorunlar

a-Diren¢: GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden oldugu sorunlarin
basinda bu enzimleri sentezleyen bakterilerin yol agtigi direng problemi
gelmektedir. Bu enzimlerden birini sentezleyen Gram negatif bakteri
saptandiginda tiim genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi direncli
olarak kabul edilmelidir. Ayrica bu enzimleri kodlayan plazmidler ayn1 zamanda
bir¢ok beta-laktam dis1 antibiyotige karsi genetik materyal tagiyabilmektedir (75)
. Dolayisiyla GSBL pozitif bir bakteride basta aminoglikozidler olmak {izere
kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametoksazol direnci de es
zamanli olarak bulunabilir (76).

b-Hastalarin kolonizasyonu: Hastanede yatan hastalarda GSBL
sentezleyen bakterilerle kolonizasyonu arttiran ¢esitli risk faktorleri
tanimlanmistir. Bunlar arasinda uzun siireli antibiyotik kullanimi, uzun siire
yogun bakimda yatma, altta yatan ciddi ve agir hastalik varligi, invaziv isleme
maruz kalma sayilabilir.

c-Laboratuvarda GSBL Saptanmasinda Karsilasilan Sorunlar:
GSBL sentezleyen bir bakteri, sentezledigi enzimin farkli sefalosporinlere
afinitesinin degisik olmasi ve inokulum etkisi gibi nedenlerle ii¢iincii kusak
sefalosporinlere duyarli gibi goriinebilir. Ornegin TEM-26 gibi bir GSBL
tastyan susu in Vvitro seftazidime direncli (MIK > 257 pg/mL), sefotaksime ise
duyarli (MIK 0.5pug/mL) olabilir. Bunun nedeni TEM-26’nin diisiik
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yogunluklarda bile seftazidime yiiksek afinite goOstermesi, buna karsin
sefotaksime hidrolitik aktivitesinin ancak infeksiyon ortaminda oldugu iizere
bakteri yogunlugunun arttigi durumlarda ortaya ¢ikmasidir. Inokulum etkisi
ad1 verilen bu etki, bakteri yogunlugunun arttig1 durumlarda GSBL’larin in
vitro kosullarda kullanilan yogunluklarda hidrolize edemedigi beta-laktamlar

inaktive etmesi seklinde agiklanmaktadir.

2.3.5. GSBL iireten bakterilerde tedavi secenekleri

a-Beta-laktam / beta-laktamaz inhibitorleri: GSBL’lar genellikle
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile inhibe olurlar. Bunlarin iginde
GSBL’ye en etki olan1 tazobaktamdir. in vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalarda
beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorlerinin GSBL pozitif mikroorganizmalara
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Ancak mikroorganizmalarda yiiksek oranda
beta-laktamaz yapimi, 6zellikle inhibitér direngli beta-laktamaz (IRT)’larin
varlig1 veya porin defekti olmasi gibi durumlarda bu antibiyotikler etkisiz
kalabilirler.  Beta-laktamaz inhibitorleri  indiiklenebilir ~AmpC  beta-
laktamazlarina etkili degildir. Ayrica klavulanik asit beta-laktamaz
indiiksiyonuna neden olabilir. Bu durum Pseudomonas sp. infeksiyonlarinda
tikarsilin-klavulanik asit ile tedavi sirasinda basarisizliga neden olabilir. Ciddi
sistemik infeksiyonlarda beta-laktam/beta-laktamaz inhibitdrlerinin
aminoglikozidlerle birlikte kullaniminin tedavi basarisin1 arttirabilecegi
bildirilse de bu infeksiyonlarda tedavi segenegi karbapenemlerdir (56).

b-Aminoglikozidler: Aminoglikozidler GSBL pozitif
mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilirler.
Ancak GSBL tasiyan plazmidlerin aminoglikozid diren¢ genlerini de
tagiyabilmesi olas1 oldugundan aminpglikozidler duyarlilik testleri sonucuna
gore kullanilmalidir. GSBL pozitif suslar siklikla aminoglikozidlere de
direnglidir (56,77).

c-Kinolonlar: Beta-laktamazlarin beta-laktam antibiyotikler disindaki
antibiyotiklere etkisinin olmamasindan dolayi, kinolonlar GSBL pozitif

mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilirler.
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Bununla birlikte GSBL direnci ve kinolon direncinin birlikte goriilme siklig1
artmaktadir (78). GSBL pozitif suslarda %10-40 arasinda degisen kinolon
direncinin goriilmesi, kinolonlarin kullanimini kisitlamaktadir (56,77).
d-Karbapenemler: Karbapenemler GSBL pozitif mikroorganizmalarla
gelisen infeksiyonlarin tedavisinde ilk segenek antibiyotiklerdir. Tedavide tek
basina kullanilabilirler. GSBL pozitif bakteri infeksiyonlarinin tedavisinde

kombine tedavinin karbapenem tedavisine tistiinliigii yoktur (56).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Bakteri suslari:

Nisan 2004-Mart 2005 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Birimi’nde; idrar kiiltiirlerinden izole edilen
1198 E. coli susunun 217’sinde Phoenix 100 otomatize bakteri tanimlama ve
antimikrobiyal duyarlilik sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile GSBL pozitifligi
saptanmistir. Bu suslar arasindan yatan hastalara ait, her hastadan tek izolat olacak
sekilde secilen ve fenotipik tarama ve dogrulama testleri ile GSBL {irettigi
dogrulanan 56 E. coli susu ¢alismaya alinmistir. Suslarin saf kiltiir halindeki
pasajlart daha sonraki calismalar i¢in boncuklu stok tiiplerinde stoklanarak

-20 °C’de saklanmustir.

3.1.2. Ayraclar

1- EDTA (ethylenediaminetetraacetate) (Sigma E5134)

05 M 0.2 M
Na,EDTA 18.6 g 7.44 g
Distile H,0 100 mL 100 mL

EDTA pH 8.0°da erir. 1-2 g NaOH pelleti ile istenen pH elde edilerek
otoklavlanmistir.
2- TBE (10X)
Tris base (Sigma T6066) 108 g
Boric acid (Sigma B6768) 559
0.5MEDTA 40 mL
Distile su 1000 mL’ ye tamamlanmuistir.
Oda 1s1sinda 1 ay stabildir.
3- Agaroz (Sigma A5093)
4- Etidium bromide (Amresco 0492-Q)
5- Jel yiikleme tamponu (Sigma G2526)
6- ANTP karisin (100 mM her biri) (Bioron 110011)
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(2,5 mM / herbiri, toplam 10 mM)

dATP (100 mM) 25 uL
dCTP (100 mM) 25 uL
dGTP (100 mM) 25 uL
dTTP (100 mM) 25 uL
Distile su 900 uL

-20 °C’de saklanmustir.
7- Marker’lar:
GeneRuler 50 bp DNA Ladder Plus, (Fermentas SM0371)
IEF Standart 4.45-9.6 (Biorad 161-0310)
8- Super Tag DNA Polimeraz (Bioron)
Icerigi:
10X PCR buffer
25 mM MgCl,
9- Fosfat tamponu 0,1 M pH 7.0
A- 0,2 M sodyum fosfat, mono-sodyum tuzu
13,8 g NaH,PO4-H,O (MW=138) distile suda ¢oziiliip, 500 mL’ye
tamamlanmstir.
B- 0,2 M sodyum fosfat, di-sodyum tuzu
26,81 g NagHPO4-7 H,O (MW=268,1) distile suda ¢oziiliip, 500 mL’ye
tamamlanmstir.
A (39 mL) + B (61 mL) + distile su (100 mL) seklinde karistirtlmistir.
10- Nitrosefin (Oxoid SR112C), 1 mg
Kendi ¢oziiclisii iginde (Fosfat tamponu + DMSO) sulandirilmistir (500
png/mL).
11- Poliakrilamid jel
e Monomer konsantrat (T= % 25, C= %3)
Acrylamide (Sigma A 8887) 309
Bis (N,N’-Methylene-bis-acrylamide) (Sigma M 7256) 08¢
Distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek final voliim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandiktan sonra soliisyon 0.45 pm’lik filtreden gegirilmistir. Isiktan
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korumak igin balon jojenin etrafi alimiinyum folyo ile kaplanarak +4 °C’de
saklanmistir (1 ay stabildir).
e TEMED (N, N’-Tetramethylene-ethylenediamine) (Sigma 87689):%5 lik
soliisyonu hazirlanmistir. ( TEMED 500 pL + Distile su 9.5 mL)
e %40 Ampholyte (Bio-lyte 3/10) (Biorad 163-1112)
e 9% 10 (w/v) Ammonium persulfate (Merck 1.01201.0100)

0.1 g ammonium persulfate 1 mL distile suda c¢ozdirilir. Soliisyon
kullanimindan hemen 6nce giinliik olarak hazirlanmistir.
o %87 gliserol (w/v)

87 g gliserole distile su eklenerek 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Antimikrobiyal duyarhlik testi

Laboratuvara gonderilen idrar 6rneklerinden izole edilen ve Phoenix 100
otomatize bakteri tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik sistemi (Becton
Dickinson, ABD) ile GSBL pozitif olarak saptanan suslarin, ampisilin (AMP),
amoksisilin-klavulanat (AMC), piperasilin-tazobaktam (TZP), meropenem (MP),
sefoksitin (FOX), aztreonam (AZT), levofloksasin (LEV), siprofloksasin (CIP),
gentamisin (GN), amikasin (AK), trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SXT)

duyarliliklar1 incelenmistir.

3.2.2. Kombine disk yontemi

Calismaya alinan suglara kombine disk yontemi uygulanmistir. Kombine
disk  yonteminde GSBL’larin beta laktamaz inhibitorlerine duyarli olma
ozelliginden faydalanilmaktadir.

0.5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonunun yayildigi Mueller
Hinton agara kombine disk yontemi i¢in, klavulanik asit (10 pg) iceren ve
icermeyen seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 pg) diskleri yerlestirilmistir.
35°C’de bir gece inkiibasyondan sonra, klavulanik asit iceren ve icermeyen
disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar1 dlgiilerek karsilastirilmistir. Kombinasyon

diskleri etrafindaki inhibisyon zonu, klavulanik asit igermeyen disk etrafindaki

30



inhibisyon zonundan > 5 mm daha genis olan suslar, GSBL {iretimi acisindan

pozitif olarak kabul edilmistir (11).

3.2.3. E-test yontemi

0.5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonunun yayildigi Mueller
Hinton agara E-test yontemi igin; sefotaksim (CT), sefotaksim-klavulanik asit
(CT-CTL) ve seftazidim (TZ), seftazidim-klavulanik asit (TZL) igeren “E-test
ESBL” stripleri (AB Biodisk, Isve¢) konulmustur. Hazirlanan plaklarda bir
gecelik inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi deger MIK
degeri olarak alinmistir. TZ-TZL ve CT-CTL MIK degerleri birbirine
oranlandifinda MIK degerinde > 8 kat fazla azalma olmasi durumunda GSBL

tiretimi pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.4. Tzoelektrik odaklama (Isoelectric Focusing; IEF) yontemi

[zoelektrik odaklama, proteinlerin aymrmminda yaygin olarak kullanilan,
sabitlenmis bir pH gradientinde gerceklesen elektroforez olarak tanimlanan bir
yontemdir. Proteinler sahip olduklar1 yiike gore anod veya katoda goc ederler, net
yiikleri sifir oldugunda ise sabit kalarak yogunlasirlar ve bant olustururlar. Sabit
kaldiklar1 nokta “izoelektrik nokta” (pl) veya “izoelektrik pH” olarak tanimlanur.
Bu yontem GSBL enzim tiplerinin izoelektrik noktalarimi belirlemek amaciyla

kullanilmistir.

3.2.4.1. Beta laktamaz eldesi

Calismamizda; beta laktamazlarin izoelektrik noktalarmi belirlemek
amaciyla yar1 otomatize bir elektroforez sistemi olan "Model 111 Mini IEF Cell"
cihaz1 (Biorad, Hercules, Kaliforniya, ABD) kullanilmistir. Beta laktamaz eldesi
icin suslara sonikasyon uygulanmistir. Bunun i¢in suslar 10 mL TSB igerisinde 4
saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatan atildiktan sonra 1 mL distile su eklenmis ve 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Bu asamadan itibaren suslar buz igerisinde tutulmustur.

Santrifiij sonrasi slipernatan uzaklastirilmig ve iizerine 1 mL 100 mM (pH 7.0)
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fosfat tampon eklenmistir. Buz {izerinde sonikatér (Bandelin Sonopuls, Berlin)
probu tiip i¢ine daldirilarak 70 V’da 15’er saniyelik 4 vuru islemi ile bakteri hiicre
duvar1 pargalanmistir. Elde edilen sonikat, +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dakika
cevrilmis, beta laktamazlari igeren iist s1v1 toplanmuis ve —20 °C’de saklanmustir.
Sonik ekstrede beta laktamaz varlig1 nitrosefin yontemi ile saptanmigtir. 30
pL sonik ekstre, 100 uL nitrosefin ¢ozeltisi (1/10 sulandirilmis) ile karigtirilmas,
enzimin nitrosefinde bulunan beta laktam halkasindaki amid bagmi
parcalamasiyla rengin saridan kirmiziya  doniismesi  olumlu  olarak
degerlendirilmistir. Renk degisimi olmayan ve renk degisim siiresi 5 dakikay1
asan oOrnekler i¢in sonikasyon islemi tekrarlanmistir. Ayrica her enzim igin renk
degisim stireleri kaydedilmis, izoelektrik odaklama yonteminde ayni siirelere

sahip ornekler bir arada incelenmistir.

3.2.4.2. Poliakrilamid jel hazirlama
125 x 65 x 0.4 mm boyutlarinda iki adet poliakrilamid jel hazirlamak i¢in
monomer-ampholyte soliisyonu ve kataliz soliisyonlart 50 mL’lik falcon tiip

igerisinde karistirilir.

Distile su 9.5mL
Monomer konsantrat 4.3 mL
%87 gliserol 2mL Monomer-ampholyte
%40 ampholyte 1mL soliisyonu
%10 ammonium persulfate 425 L . )

Kataliz soliisyonu
%5 TEMED 250 uL

Jel destekleyici filmin hidrofobik yiizeyi bir miktar distile su yardimi ile cam
plaga yapistirilarak jel dokme aparati iizerine yerlestirilmistir. Daha Onceden
hazirlanan poliakrilamid jel, jel destekleyici filmin hidrofilik yiizeyi ile jel dokme
aparat1 arasina pastor pipeti yardimiyla yayilarak floresan 11k altinda yaklasik bir
saat kurumaya birakilmigtir. Jel, ince bir spatula yardimiyla jel dokme
aparatindan, destekleyici film ve cam plak ile birlikte kaldirilarak kullanima hazir

hale getirilmistir.
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3.2.4.3. Elektroforez

Jel lizerine yerlestirilen aplikator striplere her birinden 0.5’er pL olacak
sekilde ornekler ve IEF standardi konularak birka¢ dakika beklenmis, jele zarar
vermeden aplikator strip kaldirilmis ve ardindan jel Model 111 Mini IEF Cell
cihazina yerlestirilerek, 100 V’da 5 mA’de 0.5 W’da 15 dakika, 200 V’da 5
mA’de 1 W’da 15 dakika, 450 V’da 4 mA’de 1.8 W’da 60 dakika olmak lizere
toplam 90 dakika beta laktamaz igeren iirlinler yiiriitiilmiistiir. Bu siire sonunda
0.1 M fosfat buffer igerisine 0.5 mM nitrosefin ¢ozeltisi (500 pug/mL) eklenip jel
lizerine yayilarak enzim bandlari goriiniir hale getirilmistir. Enzimlerin izoelektrik
noktalar1 protein marker IEF Standart 4.45-9.6 ve referans enzimler (TEM-1:5.4,
SHV-1:7.6) ile karsilastirilmistir. Sonugta pl degeri 8.0-8.4 olan enzimler CTX-
M, 5.0-5.4 olan TEM, 7.4-7.6 olan SHV enzimi olarak degerlendirilmistir.

3.25. PCR ile TEM, SHV, CTX-M ve PER Beta-Laktamaz Genlerinin

Saptanmasi

Cizelge 3.1. PCR’da kullanilan Onciil setleri

Onciil Polarite Dizi Uriin Uzunlugu

TEM-F sense 5’-gagtattcaacatttccgtgtc-3°
TEM i 850 bp
TEM-R | antisense | 5’-taatcagtgaggcacctatctc-3’

SHV-F sense 5’-cgccgggttattcttatttgtcge-3°

SHV . 1016 bp
SHV-R antisense | 5’-tctttccgatgccgccgcecagtca-3’
CTX-F sense 5'-cgctttgcgatgtgcag-3'

CTX-M . 920 bp
CTX-R antisense 5’-acggcgatatcgttggt -3°
PER-1F sense 5’-atgaatgtcattataaaagc-3’

PER-1 924 bp

PER-1R | antisense | 5’- aatttgggcttagggcagaa-3’
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TEM PCR

Reaksiyon karisimi:

Is1 dongli programi: Ependorf tiipler 1s1 dongii cihazina (Perkin Elmer

Steril distile su

10X Taq buffer

25 mM MgCl,

dNTP (2,5 mM/her biri)
*Onciil F (50 pmol/pL)
*Onciil R (50 pmol/uL)
Taq polimeraz (5U/puL)

Ekstraksiyon {irtinii

GenAmp 9600, Roche, Almanya) yerlestirilerek asagidaki sicakliklarda 35 dongii

gerceklestirilmistir;

SHV PCR

95 °C’de 10 dakika
95 °C’de 45 saniye
53 °C’de 45 saniye
72°C’de 1 dakika
72°C’de 7 dakika
15°C o)

Reaksiyon karisimi:

Steril distile su

10X Taq buffer

25 mM MgCl,

dNTP (2,5 mM/her biri)
*Onciil F (25 pmol/uL)
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32,3 ul

SuL

3ul (1,5 mM/final)
1,5 uL (100 uM/final)
1,5 uL

1,5 uL

0,2 uL (1,25 Uffinal)
SuL

35 dongii

33,35 uL

SuL

3ul (1,5 mM/final)
1uL (100 pM/final)
1,2 uL



e *QOnciil R (25 pmol/pL) 1,2 uL
e Taqg polimeraz (5U/uL) 0,25 uL (1,25 Uffinal)

e Ekstraksiyon {riinii 5uL

Is1 dongii programi: Ependorf tiipler 1s1 dongii cihazina (Perkin Elmer

GenAmp 9600, Roche, Almanya) yerlestirilerek asagidaki sicakliklarda 35 dongii

gerceklestirilmistir;
95 °C’de 10 dakika
94 °C°de 50 saniye
60 °C’de 40 saniye
72°C’de 1 dakika
72°C’de 10 dakika
4°C ‘de oo

30 dongii

CTX-M PCR

Reaksiyon karisimi:

o Steril distile su 33 uL

e 10X Taq buffer

e 25 mM MgCl,

e dNTP (2,5 mM/her biri)
e *Onciil F (25 pmol/pL)
e *Onciil R (25 pmol/uL)
e Taq polimeraz (5U/uL)

e Ekstraksiyon tiriinii

S5uL

2,5 uL (1,5 mM/final)
2 uL (100 pM/final)
1 uL

1 uL

0,5 uL (1,25 Uffinal)
S5uL

Is1 dongii programi: Ependorf tiipler 1s1 dongii cihazina (Perkin EImer GenAmp

9600, Roche, Almanya) vyerlestirilerek asagidaki sicakliklarda 35 dongi
gergeklestirilmistir;
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95 °C’de 12 dakika
94 °C’de 1 dakika
50 °C’de 1 dakika
70°C’de 2 dakika
72°C’de 10 dakika

4°C’de

PER-1 PCR

30 dongii

o0

Reaksiyon karisimi:

Steril distile su

10X Taq buffer

25 mM MgCl,

dNTP (2,5 mM/her biri)
*Onciil F (25 pmol/uL)
*Onciil R (25 pmol/pL)
Taq polimeraz (SU/uL)

Ekstraksiyon tirlinii

32,2 uL

5uL

2,5 uL (1,5 mM/final)
3uL (100 uM/final)
1 uL

1 uL

0,3 uL(1,25 U/final)
S5uL

Is1 dongii programi: Ependorf tiipler 1s1 dongii cihazina (Perkin Elmer GenAmp

9600, Roche,

Almanya) yerlestirilerek asagidaki sicakliklarda 35 dongii

gerceklestirilmistir.
95 °C’de 5 dakika
90 °C’de 1 dakika
53,5 °C’de 1 dakika
72°C’de 2 dakika
72°C’de 5 dakika

4°C ‘de

30 dongii

00

3- Elektroforez:

Sonuglarin degerlendirilmesi amaci ile, 1X TBE i¢inde % 1,5’luk agaroz

jel hazirlanarak ve mikrodalga firinda eritildi. 50 mL eriyik icine 5 mg/mL

etidyum bromid ¢6zeltisinden 5 pL eklendi ve jel kasetine dokiildii, taraklar
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yerlestirilerek donmaya birakildi. PCR firiinleri jel ylikleme buffer1 ile 1/6
oraninda (2 pL jel yiikleme buffer + 10 pL ¢ogaltilmig {iiriin) karistirilarak her bir
kuyuya 12 uL, bir kuyuya da GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus marker olacak
sekilde jele aktarildi. Jel 1X TBE i¢inde 80 V uygulanarak 60-90 dakika
yiritildi. Sonuglar ultraviyole transiliiminatérde 280-340 nm dalga boyunda
incelendi. Bant biiyiikliikleri marker ile karsilastirildi ve Cizelge 3.1°de belirtilen

tirlin uzunluklari ile uyumlu bant biiyiiklikleri olumlu olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal duyarhhik sonuclar:

Calismaya alman 56 E. coli susunun antibiyotiklere duyarlilik sonuglari
Cizelge 4.1°de verilmistir. Test edilen antibiyotiklere duyarlilik oranlari, sirasiyla
Siprofloksasin %19 (11/56), TMP-SXT %33 (19/56), gentamisin %48 (27/56),
piperasilin/tazobaktam %48 (27/56), sefoksitin %82 (46/56) olarak bulunmustur.
Suglarin timii ampisiline direngli iken, amoksisilin klavulanik aside %57’si
direngli, %43’ti ise az duyarli olarak saptanmistir. Calismamizda amikasin
(%100) ve meropenem (%100) GSBL pozitif E. coli suslarinda en duyarh

antimikrobiyaller olarak saptanmistir.

4.2. izoelektrik odaklama

Suslarin izoelektrik odaklama yontemi ile pl degerleri incelendiginde; en sik
olarak pl degeri 8.0-8.4 (%78.5- CTX-M ile uyumlu) olan bandin gézlendigi bunu
sirast ile pl degeri 5.0-5.4 (%50-TEM ile uyumlu) ve 7.4-7.6 (%7.1- SHV ile
uyumlu) olan bantlarin izledigi goriilmiistiir. Sonikatlarin 17’sinde (%30.4) tek
bant; 25’sinde (%44.6) cift bant; 3’iinde (%5.3) ti¢ bant gbzlenirken 11’inde
(9%19.6) herhangi bir bant olusumu gozlenmemistir.

Suslarin 24’iinde (%42.8) CTX-M ve TEM ile uyumlu bantlar; 16’sinda
(%28.6) yalniz CTX-M uyumlu bantlar; 3’inde (%3.6) CTX-M, TEM ve SHV
ile uyumlu bantlar bir arada; 1’inde (%1.8) yalniz TEM ile uyumlu bant; 1’inde
(%1.8) CTX-M ve SHV uyumlu bantlar bir arada izlenirken 11 susta (%19.6)
herhangi bir bant olusumu gézlenmemistir.

Suslarin izoelektrik odaklama sonuglar1  Cizelge 4.2°de; bazi enzim

bantlarmin gérinimii ise Sekil 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. izolatlarm antibiyotik duyarliliklar:

AK | AMC | AMP | CTX FOX CIP | GN | LEV | MP TZP | TMP-SXT
Stok no

S R R R S R S R S S S
6700

S | R R R R S R S S R
7141

S | R R R R R R S R R
5447

S | R R R R S R S S R
7379

S R R R R R S R S S S
5638

S R R R S R S R S | R
7502

S R R R S R S R S S S
7529

S | R R R R S R S S R
6048

S R R R S R S R S S S
5713

S | R R S R R R S S R
5478

S | R R S S S S S S R
7032

S R R R S R R R S R R
7531

S R R R S R R R S S R
5715

S | R R S R R R S S R
5450

S R R R S R S R S S R
5382

S R R R S R R R S S R
6447

S | R R S S S S S S R
6697

S | R R R R R R S R R
5471

S R R R S R R R S | R
7367

S R R R S R R R S S R
5689

S | R R S R S R S S S
7089

S R R R S S S S S S S
5158

S R R R S S S S S S S
5813

S | R R S S S S S S R
5398

S | R R S R R R S S R
6628

S R R R | R R R S | R
7292

S | R R S R S S S S S
6497

S | R R S R S R S R R
6224
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Cizelge 4.1’in devami

TMP-SXT

TZP

LEV | MP

GN

CIP

FOX

CTX

AMP

AK | AMC

Stok no

6047

5441

5701

7216

5699

6226

7242

5299

7077

6840

7344

5988

5548

7141

7256

7533

6697

5946

7411

5440

7103

6981

7535

5987

5999

7529

5888

5481

:az duyarh

duyarh, I

S

Ii,

irenc

d

R
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Cizelge 4.2 izolatlarin izoelektrik odaklama sonuglari

Stok no pl degeri Stok no pl degeri
6700 8.2,54 6047 8.2,5.4
7141 8.2 5441 8.2,54
5447 8.2,54 5701 8.2,7.6
7379 8.2 7216 8.2,5.4
5638 8.2 5699 8.2,54
7502 8.2 6226 8.2,54
7529 8.2,54 7242 8.2,54
6048 8.2 5299 8.2,54
5713 8.2,54 7077 8.2,54
5478 8.2,54 6840 8.2,54
7032 8.2,54 7344 8.2,54
7531 8.2,5.4,7.6 5988 8.2,54
5715 8.2,54 5548 8.2,5.4
5450 8.2 7141 8.2,54
5382 8.2 7256 8.2,5.4,7.6
6447 8.2 7533 8.2,5.4,7.6
6697 8.2,5.4 6697 ief negatif
5471 8.2,54 5946 ief negatif
7367 8.2 7411 ief negatif
5689 8.2 5440 ief negatif
7089 8.2 7103 ief negatif
5158 8.2 6981 ief negatif
5813 8.2 7535 ief negatif
5398 8.2 5987 ief negatif
6628 8.2,5.4 5999 ief negatif
7292 8.2,5.4 7529 ief negatif
6497 8.2 5888 ief negatif
6224 8.2 5481 5.4
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P13.2-8 4 e, : ' 5 > ‘.
7476 = W S

15 4.5 e . ' 4

Sekil 4.1. IEF sonrasi beta-laktamaz bandlar1

4.3. PCR sonuclar

Calismaya alinan 56 E. coli susu CTX-M, TEM, SHV ve PER-1 genleri
acisindan incelenmistir. CTX-M, TEM, SHV ve PER-1 varligi bilinen 4 6rnek
(+) kontrol olarak kullanilmistir. PCR sonuglarina gore, 56 susun 52’sinde
(%92.8) CTX-M; 36’sinda (%64.2) TEM; 6’sinda (%10.7) SHV enzimi pozitif
olarak saptanmistir. Orneklerin 17’sinde (%30.3) tek basina CTX-M, 29’unda
(%51.7) CTX-M ve TEM; 4’iinde (%7.1) tek basina TEM, 3’iinde (%5.3)
CTX-M ve SHV; 3’inde (%5.3) CTX-M, TEM ve SHV genleri bir arada
saptanmistir. Suslarin hi¢cbirinde PER enzimi saptanmamustir.

TEM, SHV, CTX-M ve PER PCR sonuclar1 Cizelge 4.3’de ve Sekil
4.2°de, PCR friinlerinin bant goriinlimleri Resim 4.3, 4.4 ve 4.5’te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3: Izolatlarin PCR test sonuglari

Stok | ctx-m tem Shv Per |Stok |ctx-m tem Shv per
no pcr pcr pcr pcr | no | per pcr pcr pcr
6700 | + + - - |07 | + + - -
7141 |+ - - - p441 | + + - -
5447 | + + - - 5701 | + : + -
7379 |+ - - - [7216 | + + - -
5638 + - - - 5699 | + + - -
7502 + - - - 6226 | + + - -
7529 + + - - 7242 + + - -
6048 + - - - 5299 | + + - -
5713 | + + - - 077 |+ + - -
5478 | + + - - les40 | + + - -
7032 | + + - - 7344 | + + - -
7531 | + + + - |5988 | + + - -
5715 | + + - - 5548 | + + - -
5450 | + - - - ms| o+ + - -
5382 + - - - 7256 | + + + -
6447 | + - - - |7533 ] + + + -
6697 + + - - 6697 - + - -
5471 | + + - - 5946 | - + - -
7367 | + - - - 1411 ] - + - -
5689 | + - - - |5440 | + + - -
7089 | + - + - [r103 | + - - -
5158 | + - - - |e981 | + + - -
5813 | + - - - [7535 | + + - -
5398 | + - - - |5987 | + - - -
6628 | + + - - 5999 | + + - -
7292 | + + - - [7529 | + - - -
6497 + - + - 5888 | + + - -
6224 | + - - - |5481 | - + - -
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100,01
90,01
80,01
70,0+
60.0 @ ctx-m
o W ctx-m,tem
5001 B tem
40,01 M ctx-m,shv
30,01 B ctx-m,shv,tem
20,0+
10,01
0,0-

%30,3 %51,7 %7,1 %05,3 %5,3

Sekil 4.2. PCR sonuglarina gore ¢alismaya alinan E. coli suslarinda GSBL

enzimlerinin dagilimi

Pz pz ng pzpz pz pz pz pz pz

kontro] Kordrol

Sekil 4.3. TEM PCR bant goriiniimleri
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1016 baz gifi

ladder ng  pz Pz Pz
kortrol  kartrol

Sekil 4.4. SHV PCR bant goriiniimleri

ng pz PZ PI PI PI PI PI PI P PI PI PI NE PI PI P pI
kontrol kontrol

Sekil 4.5. CTX-M PCR bant goriintiimleri

4.4. PCR ve izoelektrik odaklama yonteminin uyumu

Calismaya alinan 56 E. coli susundan izoelektrik odaklama yonteminde,
CTX-M, TEM ve SHV enzimleri ile uyumlu bant olusumu gbzlenen 43 ve bant
olsumu gozlenmeyen 11 susta PCR yontemi ile bu enzim genlerinin bir veya
birden fazlasi pozitif olarak bulunmustur. IEF’de CTX-M ile uyumlu bant
gbzlenen 44 susun tiimii CTX-M PCR pozitif olarak bulunmustur. IEF’de TEM
ile uyumlu bant goézlenen 28 susun tiimiinde TEM PCR pozitif olarak
bulunmustur. IEF yonteminde SHV ile uyumlu bant goézlenen 4 susun
tamaminda SHV PCR pozitif iken SHV PCR’1 pozitif olan iki susta IEF
yontemi ile CTX-M enzimi ile uyumlu bant goriilmiistir. CTX-M, TEM ve
SHV enzim varligin1 saptamada IEF ve PCR yontemlerinin uyumu sirasi ile
%84.,6, %77,8 ve %66,6 olarak bulunmustur. IEF yodnteminde bant
gozlenmeyen 11 susun PCR yontemi ile 5’inde CTX-M ve TEM enzimleri,

45



3’tinde CTX-M enzimi, 3’tinde TEM enzimi pozitif olarak saptanmistir.
Suslarda IEF ve PCR yontemleri ile elde edilen sonucglar Cizelge 4.4°te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4 izolatlarin PCR ve izoelektrik odaklama yontemi sonuglari

Stok  ctx-m tem Shv  Per pl Stok ctx-m tem  Shv  per pl

no pcr  pcr per per degeri no pcr  pcr pcr  per degeri
6700 + + - - 8.2,54 6047 + + - - 8.2,54
7141+ - - - 8.2 5441 + + - - 82,54
5447 + + - - 8.2,54 5701 + - + - 82,76
7379 + - - - 8.2 7216 + + - - 82,54
5638 + - - - 8.2 5699 + + - - 82,54
7502 + - - - 8.2 6226 + + - - 82,54
7529 + + - - 8.2,54 7242+ + - - 82,54
6048 + - - - 8.2 5299 + + - - 8.2,54
5713 + + - - 8.2,54 7077  + + - - 82,54
5478 + + - - 8.2,54 6840 + + - - 82,54
7032 + + - - 8.2,54 7344  + + - - 82,54
7531 + + + - 82,54,76 5983 + + - - 82,54
5715 + + - - 8.2,54 5548 + + - - 82,54
5450 + - - - 8.2 7141+ + - - 82,54
5382 + - - - 8.2 7256+ + + - 8.2,54,7.6
6447 + - - - 8.2 7533 + + + - 8.2,54,7.6
6697 + + - - 82,54 6697 - + - - ief negatif
5471 + + - - 82,54 5946 - + - - ief negatif
7367 + - - - 8.2 7411 - + - - ief negatif
5689 + - - - 8.2 5440 + + - - ief negatif
7089 + - + - 8.2 7103 + - - - ief negatif
5158 + - - - 8.2 6981 + + - - ief negatif
5813 + - - - 8.2 7535 + + - - ief negatif
5398 + - - - 8.2 5987 + - - - ief negatif
6628 + + - - 8.2,54 5999 + + - - ief negatif
7292+ + - - 82,54 7529 + - - - ief negatif
6497 + - + - 8.2 5888 + + - - ief negatif
6224 + - - - 8.2 5481 - + - - 54
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5. TARTISMA

Genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler bakterisid etkili olmalari ve yan
etkilerinin az olmasi nedeniyle sik kullanilan antibiyotiklerdir. Ancak bu ilaglarin
klinikteki kullanimi arttikga bu antibiyotiklere karsi 6zellikle beta-laktamazlara
baglh diren¢ de artmaya baslamistir. Ozellikle oksiiminobeta laktam ajanlarin
kullanima girmesinden sonra ilk defa 1983’de Almanya’da bir Klebsiella
pneumoniae susunun irettigi SHV-2 enziminin saptanmasi ile ortaya ¢ikan ve
daha sonra diinyanin ¢esitli bolgelerinde Enterobacteriaceae ailesi {iyesi
mikroorganizmalar tarafindan iretilen bu enzimler genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklere direng gostermeleri sebebiyle GSBL olarak tanimlanmistir
(48,67,79,80,81).

GSBL olusturan suslarla hastane infeksiyonu epidemileri olugabilmekte ve
bu susglar genellikle ¢oklu ila¢ direncine sahip olduklarindan tedavide sorunlar
yasanabilmektedir (82).

Bakterilerdeki GSBL varligi, beta-laktamazlarin asir1 iretimi, birkag
enzimin birlikteligi veya enzime bagl dirence diger diren¢ mekanizmalarinin eslik
etmesi gibi nedenlerden rutin antibiyotik duyarlilik testleri ile her zaman dogru
olarak saptanamamaktadir (83). Bunun yami sira GSBL ireten bakteriler
sefotaksim, seftriakson gibi genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklere in vitro
olarak duyarli bulunabilmektedirler (84,85). Bu nedenle beta laktamaz enzim
tiplerinin dogru olarak belirlenmesi gerekmektedir.

Izoelektrik odaklama ydntemi ile enzim tiplerinin 6zgiil izoelektrik noktalar
belirlenerek hangi gruba dahil olduklari tahmin edilebilmektedir (13). Ancak
benzer izoelektrik pH’ya sahip beta-laktamazlarin bulunmasi nedeniyle enzim
tiplerinin sadece izoelektrik noktalara dayanarak belirlenmesi miimkiin degildir.
Glinimiizde 06zgiil enzim tipini belirlemek igin molekiiler y6ntemlerin
kullanilmasi gereklidir (14,15). Enzim genlerindeki niikleotid degisikliklerini tam
olarak saptayabilen DNA dizi analizi yontemi ise halen altin standart olma
ozelligini korumakla birlikte, maliyeti yiiksek ve emek gerektiren bir yontemdir.

GSBL enzimleri Enterobacteriaceae ailesi iginde en yiiksek oranda

K. pneumoniae suslarinda olmakla birlikte 6zellikle E. coli, Enterobacter sp.,
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Salmonella sp., Serratia sp., Citrobacter sp., M. morganii suslarinda da
goriilmektedir (38).

Calismamizda idrar 6rneklerinden izole edilen, fenotipik tarama-dogrulama
testleri ile GSBL pozitif oldugu saptanan 56 E. coli susunda beta-laktamaz varligi
ve tiplerini  arastirmak amaciyla izoelektrik odaklama ve PCR yoOntemi
calistlmigtir.

GSBL prevalansinin iilkeden tilkeye, sehirden sehire, hastaneden hastaneye
degistigi hatta ayni hastanedeki servisler arasinda farkliliklar gosterdigi
bildirilmektedir (88,89). Bouchillon ve ark. (90) 2001 yilinda yaptiklari, 17
tilkeden 38 farkli merkezin katildigi ¢alismada GSBL oram1 E. coli ve K.
pneumoniae suslarinda sirasiyla %1.2 ile %5.4; ilkelere gére GSBL siklig1 ise
Yunanistan’da %27.4, Portekiz’de %15.5, Almanya’da %2.0-2.6 olarak
saptanmistir. Winokur ve ark. (88) K. pneumoniae’de GSBL oranin1 Latin
Amerika’da %45, Bati Pasifik Bolgesi’nde %25, Avrupa’da %23, Amerika
Birlesik Devletleri’nde %8 ve Kanada’da %5 olarak bildirmislerdir. Goosens ve
ark. (91)’nin Avrupa’da 10 iilkeden 31 merkezin katildigi ¢alismasinda GSBL
orant Almanya’da %1.5 Rusya’da %39-47, Polonya ve lilkemizde %20 olarak
saptanmistir. Tonkic ve ark. (92) yaptiklar1 ¢alismada GSBL oranimm1 E. coli’de
%4.7, K. pneumoniae’de ise %36.8 olarak bulmuslardir. Jain ve ark. (93)
Hindistan’da 2995 kan kiiltiiriinden izole ettikleri 100 Klebsiella sp. susu ile
yaptiklar1 ¢alismada, GSBL oranin1 %58 olarak bildirmislerdir. “National
Nosocomial Infections Surveillance” (NNIS) verilerine gore; 2003 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri'nde K. pneumoniae’de GSBL orami %20.6, E.
coli’de ise %15.8’dir (94). Blackmore’un (95) 2006 yilinda Yeni Zelanda’da
yaptig1i ¢alismada ESBL orani E. coli’de %0.7 (58/8707), Klebsiella sp.’de ise
%4.2 (31/746) olarak bildirilmistir. Ho ve ark. (96) E.coli suslarinin % 11’inde,
Klebsiella sp. suslarinin ise % 13’tinde GSBL saptamislardir. De Champs ve ark.
(97) Enterobacter sp. suslarinda % 30, Proteus sp. suslarinda % 20 oraninda
GSBL pozitifligi saptamiglardir. Du ve arkadasglarnin (98) c¢alismasinda
nozokomiyal bakteriyemili hastalardan izole edilen Klebsiella sp. suslarinin
%?28’inde, E. coli suslarinin %26.6’sinda GSBL varlig: bildirilmistir. Shehabi ve
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arkadaslar1 (99)’nin ¢alismasinda cesitli kiiltiirlerden izole edilen Klebsiella sp.
suslarimda GSBL tiretimi %70, E. coli suslarinda ise %30 oraninda bulunmustur.

Ulkemizde hastane kokenli suslarda yapilmis ¢ok merkezli bir ¢alismada,
merkezlere gore degismekle birlikte E .coli suslarinin % 0-27 oraninda GSBL
tirettigi gosterilmistir (100). Kogoglu ve ark. (101) toplum kaynakli iiriner sistem
infeksiyonlarindan izole edilen 267 E. coli susunda genis spektrumlu beta-
laktamaz oranin1 %3.4 olarak saptamiglardir. Karavelioglu ve ark. (102)
tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada GSBL orani hastane kokenli E.
coli izolatlarinda %26, K. pneumoniae’de %38.9 olarak bulunmustur. Ayni
calisgmada GSBL pozitifligi toplum kokenli E. coli izolatlarimda %2 ve K.
pneumoniae izolatlarinda %4.6 olarak saptanmustir. Eroglu ve ark. (103) GSBL
oranini toplum kokenli E. coli suslarinda % 9.3, hastane kokenlilerde ise % 21.3
olarak bulmuslardir. Giirdogan ve ark. (104) toplum kokenli E. coli suslarinda
GSBL oranint % 7.8, hastane kdkenlilerde ise % 9 olarak bildirmislerdir. Tiinger
ve ark. (105) ¢alismasinda yogun bakim hastalarindan izole edilen Klebsiella sp.
suslarinda GSBL aktivitesi %49.3 olarak bulunurken, bu oran E. coli suslar
arasinda %21.5 olarak saptanmistir. Kiiciikates (106)’in ¢alismasinda ise GSBL
orani E. coli suslarinda %27.7, K. pneumoniae suslarinda %57.5 olarak
bulunmustur. Aydemir ve ark. (107) tarafindan yapilan ¢alismada Klebsiella sp.
suslarinda GSBL oran1 %18.4, E. coli suslarinda ise %26.2 oraninda bulunmustur.
Ipek ve ark. (108) GSBL oranini E .coli suslarinda %20; Yetkin ve ark. (109) ise
bu oran1 %34.5 olarak saptamislardir.

Yaptigimiz ¢alismada Nisan 2004-Mart 2005 tarihleri arasinda idrar
kiiltiirlerinden izole edilen E. coli suslarinda GSBL siklig1 %18 (217/1198) olarak
saptanmistir. Tiim bu caligmalarin sonuglarindan da anlasilacagi gibi GSBL
iiretim oranlar1, mikroorganizmalarin izole edildigi hastanelere, servislere, secilen
hasta popiilasyonuna, secilen etken popiilasyonuna gore degismektedir.

Izoelektrik odaklama y&ntemi, bakterilerde var olan enzim tiplerinin pl
degerlerine gore gruplandirilmasi ile 6zgiil enzim tipini belirlemek i¢in yapilacak
olan molekiiler ydntemlere yol gdsterici olmaktadir. Ulkemizde enzim tiplerinin

belirlenmesine yonelik ¢aligmalarin sayis1 azdir. Giilay ve ark. (110) hastane
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infeksiyonu etkenlerinden K. pneumoniae kokenlerinde en sik (%84.1) olarak pl
degeri 7.6 olan bant varligini1 saptamislar ve bunu sirasi ile izoelektrik noktalari
8.4 (%34.1), 8.2 (%29.5), 5.4 (%29.5), 7.8 (%20.5), 8.6-8.8 (%9.1), 7.2 (6.8), 8.8-
9.2 (%4.5), 6.8 (%2.3), 7.0 (%2.3) olan bantlarin izledigini gostermislerdir. Tash
ve ark. (111) ise yaptiklari ¢alismada en sik olarak (%52,7) pl degeri 5.4 bandin
gozlendigini ve bunu sirasi ile pI’lar1 7.6 (%28.4), 8.2-8.5 (%27), 8.0-8.1 (%23),
8.6-8.8 (%21.6), 7.1-7.4 (%10.8), 5.8-6.1 (%10.8), 6.8-7.0 (%8.1) olan bantlarin
izledigini bulmuslardir. Aymi ¢alismada E.coli suslarinda pl degeri 5.4 olan
enzimlerin, K. pneumoniae suslarinda ise pl degeri 7.0 ve iizerindeki enzimlerin
daha yaygin bulundugu saptanmistir. Eroglu ve ark. (112) calismalarinda
Klebsiella sp. tiirlerinde en sik, pI degeri 7.6 (17/56), 7.2 (15/56) ve 8.4 (12/56)
olan enzimleri saptamiglardir. Akata ve ark. (113) 21’i K. pneumoniae olan 23
Klebsiella sp. kokenin ¢gogunda pl degeri 7.6 olan enzim belirlemislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada IEF bulgularina gére E. coli suslarinin 1-3 ayr1 bant
icerdigi saptanmistir. Beta-laktamazlarin izoelektrik noktalari
degerlendirildiginde, en sik pl 8.0-8.4 (%78.5) olan bandin goézlendigi bunu
sirast ile pI’lart 5.0-5.4 (%50) ve pl 7.4-7.6 (%7.1) olan bantlarin izledigi
gozlenmistir. Calismamizda 11 susta (%19.6) herhangi bir bant olusumu
gozlenmemistir.

IEF yontemi benzer izoelektrik pH’ya sahip farkli beta-laktamaz enzim
ailelerinin ayriminda yetersiz kalabileceginden beta-laktamaz genine spesifik
oligo-niikleotid primerlerle yapilan PCR giiniimiizde sik kullanilan uygulanmasi
kolay bir molekiiler yontemdir. TEM ve SHV tip enzimler 1990’11 yillarda en sik
gozlenen GSBL enzimleri olup ozellikle K. pneumoniae’de sik goriilmekteydi
(63). Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda ise CTX-M enzimlerinin baskin hale
geldigi ve ozellikle E. coli tiirlerinde bu enzimlerin sik goriildiigii bildirilmistir
(57,63,114). Pallecchi ve ark. (115) 2005 yilinda 50 E. coli susu ile yaptiklari
caligmada, suslarin 44’tinde PCR yontemi ile CTX-M enzim pozitifligi
saptamiglardir. Brigante ve ark. (116) Italya’da 5 yil siiresince topladiklar:
izolatlar ile yaptiklar1 ¢alismalarinda 200 GSBL pozitif izolatin 53’tinde CTX-M

enzimi saptamislar ve bu sikligi oksiiminosefalosporin kullaniminin yayginligina
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baglamiglardir. Mugnaioli ve ark. (117) PCR yontemi ile GSBL pozitif saptanan
Enterobacteriaceae suslarindaki CTX-M enzim pozitifligini %19.7, E. coli
suslarinda ise %54.8 olarak bildirmislerdir. Bano ve ark. (118) PCR yo6ntemi ile
toplum kokenli E. coli suslarinda yaptiklar1 ¢alismada CTX-M-9, SHV, TEM

oranlarini sirasi ile %64, %18 ve %18 olarak bulmuslardir.

Ulkemizde GSBL enzim tiplerini arastiran calismalarda da CTX-M
enzimlerinin sikliginin giderek arttig1 goriilmektedir. Giir ve ark. (119) tarafindan
2005 yilinda yapilan Hitit calismasinda CTX-M enzim sikhigi, 9 Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %79, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
%60, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi’nde %57, Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi'nde %70, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi'nde %75 ve Ibni
Sina Hastanesi’'nde ise %72 olarak bildirilmistir. Giilay ve ark. (120)’nin 2002-
2003 yillarinda yedi farkli merkezden topladiklari GSBL iireten izolatlar ile
yaptiklari ¢calismada CTX-M sikligi E. coli izolatlarinda %76, K. pneumoniae’de
%83, Enterobacter sp. izolatlarinda ise %50 olarak bulunmustur. Aktas ve ark.
(121) galismalarinda E. coli izolatlarinin tamaminda, K. pneumoniae izolatlarinin

ise %47’sinde CTX-M enzim varligin belirlemislerdir.

Calismamizda PCR sonuglarina gére ¢alismaya alinan E. coli suslarinin
52’sinde (%92.8) CTX-M; 36’sinda (%64.2) TEM; 6’sinda (%10.7) SHV
enzimi pozitif olarak saptanmustir. Izolatlarin 29’unda (%51.7) CTX-M ve
TEM; 3’ilinde (%5.3) CTX-M ve SHV; 3’linde (9%5.3) CTX-M, TEM ve SHV
genleri bir arada saptanmistir. Calismamizda da CTX-M enzim sikliginin %92.8
gibi yiiksek oranda ¢ikmasi son yillarda tiim diinyada artan CTX-M siklig ile
uyumludur.

Ilk olarak Fransa’da bir Tiirk hastadan izole edilen P. aeruginosa
susunda saptanan PER-1 enzimi penisilin ve sefasporinleri hidrolize eder ve
klavulanik asit ile inhibe olur (62). PER-1 enzimi P. aeruginosa disinda
Salmonella typhimurium (S. typhimurium), Acinetobacter baumannii
(A. baumannii), A. faecalis ve P. mirabilis suslarinda da saptanmistir
(63,64,65). Lartigue ve ark. (122) 2005 yilinda ilk kez bir P. stuartii izolatinda
PER-1 enzimi saptandigini bildirmislerdir. Ulkemizde, Bahar ve ark. (123)
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tarafindan yapilan bir ¢alismada iriner P. rettgeri izolatinda PCR yontemi ile
PER-1 enzimi saptanmistir. Yaptigimiz ¢alismada izolatlarin hi¢birinde PCR ve
IEF yonteminde PER-1 enzim varlig1 saptanmamustir.

PCR sonuglar1 ile IEF yonteminin uyumuna baktigimizda 56 E. coli
susunun 52’sinde PCR yontemi ile CTX-M enzimi saptanmistir. Bu suslarin
44’iinde izoelektrik odaklama yontemi ile CTX-M uyumlu bantlar elde
edilmis, 8 susta ise bant gosterilememistir. PCR yontemi ile TEM enzimi
saptanan 36 susun 28’inde izoelektrik odaklama yontemi ile TEM enzimi ile
uyumlu bantlar elde edilmis, 8 susta ise bant gosterilememistir. PCR yontemi
ile SHV enzimi saptanan 6 izolatin 3’iinde izoelektrik odaklama yontemi ile
SHV uyumlu bantlar elde edilmis, 3 izolatta ise bant gdsterilememistir. IEF
yontemiyle hi¢bir bandin goézlenmedigi fakat PCR yontemi ile enzim
pozitifligi goézlenen toplam 11 izolatta (%19,6) IEF yonteminde bant
gézlenememesinin  enzimin zayif ekspresyonuna bagli olabilecegini
diistinmekteyiz.

Gram negatif bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
cogunlukla genis spektrumlu beta-laktam ajanlar tek basina veya
aminoglikozidler ve florokinolonlar ile kombine edilerek kullanilmaktadir.
Antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmalarina ve  GSBL enzimlerini kodlayan
plazmidlerin ayni zamanda beta-laktam antibiyotikler disinda pek ¢ok
antibiyotige ait diren¢ genlerini de tagimalarindan dolayr GSBL iireten
bakterilerde basta aminoglikozidler olmak iizere kinolon, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim-sulfametoksazol direnci de es zamanli olarak
bulunabilmektedir (124,125).

Yapilan calismalarda da GSBL iireten bakterilerde tgiincii ve dordiincii
kusak sefalosporinler ile florokinolonlara direncin 6nemli boyutlara ulastig
goriilmektedir (119). Kizirgil ve ark (126) ¢aligmalarinda geniglemis spektrumlu
beta-laktamaz tireten bakterilerin antibiyotik duyarliliklarini; meropenem %2100,
amikasin %89, siprofloksasin %64, piperasilin-tazobaktam %50, trimetoprim-
sulfametoksazol %36 ve amoksisilin-klavulanik asit %19 olarak saptamiglardir.

Ayni arastirmacilar ayrica Siprofloksasine direngli suslarda ¢oklu direng
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gozlemisler; siprofloksasine direngli suslarin  %29’unun (6/21) en az bir
aminoglikozid antibiyotige, %76’smin (16/21) piperasilin-tazobaktama ve
timiiniin  amoksisilin-klavulanat ve ko-trimoksazole direngli  oldugunu
saptamiglardir. Giiltekin ve ark. (127) calismalarinda hastane infeksiyonu etkeni
GSBL pozitif K. pneumoniae ve E. coli izolatlarina en etkili antibiyotigin
imipenem oldugunu bildirmisler ve bir GSBL pozitif K. pneumoniae ve bir E. coli
susunda imipenem direnci saptamiglardir. Giirdogan ve arkadaslarinin (104)
yaptiklart ¢alismada GSBL pozitif E. coli suslarinin tiimiiniin imipeneme duyarli
oldugu, bunu sirasi ile meropenem, amikasin ve sefepimin izledigi bildirilmistir.
Ayni1 ¢alismada hastane dis1t GSBL pozitif ve negatif E.coli suslarinin ofloksasine
duyarlilik oranlart yiiksek bulunmus ancak hastane kokenli GSBL pozitif E.coli
suslarinda %56.5 gibi diisiik duyarlilik saptanmastir.

Yaptigimiz ¢alismada GSBL pozitif E. coli suslarinda siprofloksasin,
TMP-SXT, gentamisin, piperasilin/tazobaktam ve sefoksitin duyarlilig: sirasi ile
%19, %33, %48, %48, %82 olarak bulunmustur. GSBL pozitif E. coli susglarinda
en duyarli antimikrobiyaller amikasin (%100) ve meropenem (%2100) olarak
saptanmigtir. Florokinolonlar GSBL iireten Gram negatif bakteriler ile gelisen
infeksiyonlarin tedavisinde karbapenemlerin ardindan kullanilabilen en ideal
ikinci secenek antibiyotik olarak degerlendirilmektedir (128). Ancak
calismamizda basta siprofloksasin, TMP-SXT ve gentamisin olmak lizere ¢esitli
antibiyotiklerin diren¢ oranlarinin yiiksek olmasini, bu antibiyotiklerin GSBL
tireten bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilmasina ve bu
antibiyotiklere kars1 gelisen direncin 6zellikle CTX-M enzimi bagta olmak {izere
GSBL enzimlerini tagiyan genlerle plazmidik olarak taginmasina baglayabiliriz.

GSBL olusturan Gram negatif bakterilerin sefamisinlere duyarli olmasi
beklenir. Calismamizda 10 E. coli izolatinda saptanan sefoksitin direncinin; beta-
laktamaz enziminin asir1 tiretimi, membran permeabilitesinin azalmasi, Amp C
beta-laktamaz enzimi gibi ek bir direng mekanizmasinin varligina bagh
olabilecegini diistinmekteyiz.

Beta-laktam beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 genellikle tek tip

GSBL salgilayan suslara karsi etkilidir. Ancak birgok ¢alismada belirtildigi gibi
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bugiin mikroorganizmalarin ¢ogu birden fazla GSBL salgilamaktadir (63). Bu da
beta-laktam  beta-laktamaz  inhibitor =~ kombinasyonlarmin  etkinligini
azaltabilmektedir. Babini ve ark. (69)’nin Avrupa’da 35 yogun bakim {initesinde
izole edilen suslarla yaptiklar1 ¢alismada; GSBL iireten izolatlarin piperasilin
tazobaktam duyarliligt %31 iken 1997-1998 yillarinda bu oranin %63’e ¢iktig1
saptanmistir. Bishara ve ark. (129) GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae
suslarindaki amoksisilin klavulanat direncini sirasi ile %95 ve %77; piperasilin
tazobaktam direncini ise sirast ile %82 ve %35 olarak bulmuslardir. Yaptigimiz
calismada amoksisilin klavulanik aside izolatlarin %57’si direngli, %43’l az
duyarli; piperasilin tazobaktama izolatlarin %28’1 direngli, %23’ az duyarli
olarak saptanmustir. izolatlarimizda goriilen beta-laktam beta-laktamaz inhibitor
direnci suslarin birden fazla GSBL enzimi iiretmesine bagli olabilecegi gibi;
inhibitor direngli GSBL enzimlerinin varligi, Amp C beta laktamaz enzimi
tiretimi gibi ek diren¢ mekanizmalar1 sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.

Calismamizda elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde GSBL enzimi
pozitif suslarin siklig1 ve ¢oklu ilag direng oranlarmin yiiksekligi dikkat ¢ekicidir.
Beta laktamaz enzim tiplerinin dogru olarak belirlenmesi amaciyla uyguladigimiz
izoelektrik odaklama yontemi ile saptanan enzim bantlart PCR yontemi ile yiiksek
oranda uyumlu bulunmustur. Sonu¢ olarak; IEF yontemi bakterilerde var olan
beta-laktamaz ~ enzim  tiplerinin  izoelektrik  odak  noktalarina  gore
gruplandirilmasini saglayarak 6zgiil enzim tipini belirlemek icin yapilacak olan
PCR yontemine yol gosterici olmaktadir. GSBL enzim tiplerinin belirlenmesinin,
GSBL iireten suslarin yayilimmi 6nlemek igin gerekli kontrol Onlemlerinin
alinmasina ve uygun antibiyotik kullanim politikalarinin gelistirilmesine yardimci

olacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

GSBL enzimleri tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin olarak
bulunmakta ve GSBL iireten Gram negatif bakteri infeksiyonlari  6nemli
sorunlara yol agmaktadir. Bu infeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam ajanlarin
yaygin kullanimi1 GSBL {ireten bakteri sikliginin artigina ve yeni enzimlerin ortaya
c¢ikisina neden olmustur. GSBL siklig1 ve enzim tipleri tiim diinyada farkliliklar
gosterse de GSBL varligin1 ve enzim tipini belirlemek epidemiyolojik agidan
onemlidir. Bu amagla gelistirilen  izoelektrik odaklama yontemiii, beta-
laktamazlarin bir ¢ogunda izoelektrik noktalarin benzer olmasi nedeniyle beta-
laktamazlarin tiplendirilmesinde yetersiz kalmakta ancak olast enzimlerin
gruplandirilmasini saglayarak PCR gibi enzim sinifim1 belirleyebilen molekiiler
testlere Oncii ¢alisma niteligi tasimaktadir.

Tiirkiye’nin Avrupa tlkeleri i¢inde GSBL sikligi en yiiksek olan tilkeler
arasinda yer almasi, hastanelerde GSBL {ireten bakterilerin sikliginin izlenmesini
zorunlu kilmaktadir. GSBL’lerin hizli artis1 ve salginlar, sagaltim basarisizligy,
artan mortalite gibi ciddi sorunlara neden olmalari, dogru saptanmalarini ve
tiplendirilmelerini gerektirmektedir.

Her gecen giin sayilar1 artan beta-laktam direncine karsi savasta her
hastanenin kendi infeksiyon ve antibiyotik kontrol programlarinin giincellemesi
ve etkin uygulamasi, hastane bakteriyel florasi ve bunlarin direng profillerine
bagli olarak en uygun GSBL izleme ve dogrulama yontemlerinin uygulamasi

gereklidir.
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7. OZET

Idrar 6rneklerinden izole edilen genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) pozitif Escherichia coli suslarindaki GSBL enzim tiplerinin
Izoelektrik odaklama ve PCR yontemleri ile arastiriimasi

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerinin Klinik izolatlarda
yaygin olmalari, plazmid aracilig1 ile yayilmalari, sagaltim basarisizligi, mortalite
artmasi gibi ciddi klinik problemlere neden olmalar1 ve rutin duyarlilik testleri ile
tanimlanmalarinin gli¢ olmasi nedeni ile dogru saptanmalar1 gerekmektedir.

Calismamizda Nisan 2004-Mart 2005 tarihleri arasinda Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Birimi’nde idrar
orneklerinden izole edilen ve fenotipik tarama-dogrulama testleri ile GSBL pozitif
oldugu saptanan 56 E. coli susunda, GSBL enzim tipleri izoelektrik odaklama ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile aragtirilmistir.

Izoelektrik odaklama ydntemine gore, izolatlarm 1-3 ayri bant igerdigi;
bunlarin arasinda pl degeri 8.0-8.4 (%78.5) ve 5.0-5.4 (%50) olan bandin en sik
oldugu gorilmiistir. Onbir susta (%19.6) herhangi bir bant olusumu
gozlenmemistir. PCR yontemi ile suslarin 52’sinde (%92.8) CTX-M; 36’sinda
(%64.2) TEM; 6’sinda (%10.7) SHV, 29’unda (%51.7) CTX-M ve TEM
enzimleri birlikte saptanmigtir. IEF yonteminde, CTX-M, TEM ve SHV
enzimleri ile uyumlu bant olusumu gozlenen 43 susun tiimiinde ve bant
olusumu goriilmeyen 11 susta PCR yontemi ile bu enzim genlerinin bir veya
birden fazlas1 pozitif olarak bulunmustur.

GSBL enzimlerini kodlayan plazmidlerin ayni zamanda beta-laktam
antibiyotikler disinda pek c¢ok antibiyotige ait diren¢ genlerini de
tagimalarindan dolayr GSBL iireten bakterilerde enzim tiplerinin dogru olarak
saptanmasi, tedavide uygun antimikrobiyal secimine yon vermesi

agisindan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL),
CTX-M, TEM, SHV beta-laktamaz
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8. ABSTRACT
Determination of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) enzyme types in
ESBL positive E. coli strains which were isolated from urine samples, by
using Isoelectric focusing method and Polymerase chain reaction

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) enzymes are increasing
through the world, commonly found in clinical isolates, easily spread out by
plasmids, cause serious clinical problems and difficult to determine by routine
antimicrobial susceptibility tests; these enzymes must be detected by the special
tests.

The aim of this study is to determine ESBL enzyme types during the period
of April 2004-March 2005 at Akdeniz University Hospital Central Laboratory by
using isoelectric focusing method and polymerase chain reaction (PCR) in 56 E.
coli strains which were isolated from urine samples and determined as GSBL
positive with the phenotypic screening tests.

By the isoelectric focusing results, the transconjugant enzyme extracts
produced 1 to 3 different bands, mostly at the isoelectric points of 8.0-8.4 (78.5%)
and 5.0-5.4 (50%). Using PCR, it is found that of the isolates 92.8% included CTX-
M, 64.2% included TEM, 10.7% included SHV and 51.7% both of the CTX-M and
TEM genes. By using IEF method, 43 isolates having CTX-M, TEM and SHV
enzyme bands and 11 isolates having no enzyme bands, include one or more enzyme
genes with PCR methods.

Genes encoding ESBL’s are usually located on transferable plasmids
that may also carry other resistance determinants. Therefore; detection of beta-
lactamase enzyme types in ESBL positive bacteria, is important for choosing
the appropriate antimicrobial agents.

Key words: Extended spectrum beta-lactamases, CTX-M, SHV, TEM

beta-lactamase
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