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1. OZET

Antibiyotiklere karsi diren¢ her gecen gun giderek artmakta olup 1980’li
yillarda genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin yaygin bir sekilde klinik
kullanima girmesinden kisa bir stre sonra bu antibiyotiklere karsi direng
gelisimi bildiriimeye baslanmistir. Daha sonraki yillarda bu direnci saglayan
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerinin plazmidler ve
transpozonlar tarafindan bakteriden bakteriye aktarilabildigi gdsterilmistir.

Bu calisma Ekim 2006-Ekim 2007 tarihleri arasinda Firat Universitesi
Tip Fakdltesi Enfeksiyon Hastaliklar ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile
Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboraturalarinda yapildi. Calismada yatan hastalardan izole
edilen ve hastane enfeksiyonu etkeni olan, GSBL ireten 50 adet E. Coli ve
50 adet Klebsiella susunda polimeraz zincir reaksiyonu [Polimerase Chain
Reaction (PCR)] ile diren¢ genlerinin belirlenmesi amaglandi.

Klinik izolatlarin tanimlanmasi, antibiyotik duya rliliklarinin saptanmasi
ve geniglemis spektrumlu beta-laktamaz Uretiminin arastiriimasi Committee
for Clinical Laboratory Standards (CLSI) kriterlerine gore yapildi.

Genotipik direnc paternleri Selguk Universitesi Meram Tip Fakiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekdler Laboratuari’'nda
PCR yontemi ile ¢alisildi.

Calismaya alinan E. coli ve Klebsiella spp. suslarinda karbapenemlere
karsi diren¢ saptanmadi. Beta-laktamaz inhibitorli  antibiyotiklerden
sefaperazon-sulbaktam’a karsi duyarlihk E. coli, Klebsiella pneumoniae ve
Klebsiella oxtoca’da (sirasi ile %84, %54 ve %54) piperasilin -tazobaktam ile

karsilastirildiginda (sirasi ile %66, %43, %46) daha iyi oldugu saptandi .



Beta-laktam disi antibiyotikler arasinda ise en duyarli antibiyotigin
amikasin oldugunu go6zlendi. Amikasin duyarliigi E. Colide %94, K.
Oxytoca’'da %92, K. Pneumoniae’da %86 idi.

E. coli suglarina karsi en direngli antibiyotik siprofloksasin (%88) iken,
K. pneumoniae ve K. oxytoca suslarina karsi en direncli antiyotik trimetoprim-
sulfametaksazol (sirasi ile %89 ve %46) idi.

E. coli susundan 38'inde (%76) TEM enzimi pozitif olarak saptandi.
Endotrakeal aspirat, cerrahi alan enfeksiyonu ve kandan izole edilen tim
orneklerde TEM enzimi pozitifti.

Klebsiella suslarinin ise 43'Unde (%86) SHV enzimi pozitift. SHV
pozitif suslarin 33’ (%76,7) K. pneumoniae, 10'u (%23,3) K. oxytoca idi. idrar
ve endotrakeal aspirat orneklerinden izole edilen Klebsiella suslarinda SHV
pozitiflik orani (sirasi ile %91,7 ve %100) daha yuk sekti.

Anahtar Kelimeler: GSBL, E. coli, Klebsiella spp., TEM, SHV, PCR



2. ABSTRACT
Genotypic Typing of Extended -Spectrum 3-Lactamase of Klebsiella spp.
and Escherichia coli Strains isolated in our Hospital

Resistances to the antibiotics increase with time. Resistance to
antibiotics has begun to announced short after begin the excessive clinical
use of extended spectrum beta-lactam antibiotics since 1980’s. In following
years, it was shown that the enzymes of extended spectrum beta lactamases
cause the resistance were transmitted among bacterial species via plasmids
and transposons. Extended spectrum beta-lactamases (ESBLs) that
classically identified are enzymes that derive d from the enzymes of TEM, and
SHV.

This study was carried out in the Laboratories of Firat University
Medical Faculty Department of Infectious Diseases and Selcuk University
Medical Faculty Department of Microbiology and Clinical Microbiology among
October 2006-October 2007. In the study, it was aimed to show resistance
genes with polymerase chain reaction (PCR) for 50 E.coli and 50 Klebsiella
spp. induced ESBL that are the agent of hospital acquired infection isolated
from hospitalized patients.

Identification of clinical isolates, antibiotic susceptibility tests, and
investigations of extended-spectrum beta-lactamases were made according
to the criteria of Committee for Clinical Laboratory Standards.

Genotypic resistance patterns were studied with the technique of PCR
at the Molecular Laboratory of Meram Medical Faculty, Department of

Microbiology and Clinical Microbiology.



No resistances were detected to the carbapenems against to the
strains of E. coli and Klebsiella spp. Susceptibilities to the
cefoperazon/sulbactam that include beta-lactamase activity against to the E.
coli, Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca were better (84%, 54%
and 54% respectively) than piperacillin/tazobactam (66%, 43%, 46%
respectively).

Amikasin was the most susceptible antibiotic other than beta -lactams.
Susceptibility to the amikasin against E. coli was 94%, K. oxytoca was 92%,
K. pneumoniae was 86%.

Whilst the most resistant antibiotic against E. coli species were
ciprofloxacin (88%), the most resistant antibiotic for K. pneumoniae and K.
oxytoca were trimetoprim-sulfamethoxazole (89% and 46% respectively).

The enzyme of TEM was detected as positive at 38 (76%) strains of E.
coli. TEM was positive in the samples isolated from endotracheal aspirates,
surgical site infections and blood.

The SHV enzyme was positive at the 43 strains (86%) of Klebsiella
strains. The SHV positive strains were constituted as 33 for K. pneumoniae
(%76.7) and 10 for K. oxytoca (%23.3). SHV positivity rate was higher at
Klebsiella strains isolated from the samples from urine and endotracheal
aspirate (%91.7 and 100% respectively).

Key words: ESBL, E. coli, Klebsiella spp., TEM, SHV, PCR



3. GIRIS

Antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi gun gectikce artmakta ve direncli
bakterilerce olusturulan enfeksiyonlar morbidite ve mortalite oranlarinda ciddi
derecede artisa yol agmaktadir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi olusturduklari
direng icin en sik kullandiklari mekanizmalardan biri sentezlenen enzimler ile
antibiyotigin inaktive edilmesidir. Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize eden
beta-laktamaz enzimleri bu tip dirence en iyi 6rnegdi teskil eder (1, 2). Basta E.
coli olmak Uzere butiin Gram negatif bakterilerde sik olarak bulunan TEM -1
ve 2 ile ozellikle Klebsiella suslari tarafindan sentezlenen SHV -1 en yaygin
beta-laktamaz olmalar ve plazmidlerce tasinmal ari nedeniyle klinik agidan 6n
plana gecmektedir. Sayilari 600’e ulasan beta -laktamazlardan yaklasik
yarisini olusturan genislemis spektrumlu beta -laktamazlar (GSBL), cogunlukla
TEM-1, TEM-2 ve SHV beta-laktamazlarindan bir veya birka¢ aminoasit
degisikligi ile olusmaktadir. Bunun yaninda TEM ve SHV kokenli olmayan
GSBL’ler de saptanmaktadir (3, 4).

TEM ve SHV tipi GSBL'ler plazmid kdkenlidir ve basta K. pneumoniae
olmak Uuzere Echerichia coli, Enterobacter spp, Salmonella, Proteus,
Citrobacter, Morganella morganii, Shigella dysenteriae, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia gibi bircok Gram negatif
bakteride bulunabilmektedir (5).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, genellikle seftazidim ve/veya
sefotaksim minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerinde orta dereceli
bir artisa yol actiklar icin bu enzimlerin rutin laboratuarlarda tanimlanmalari

guc olmaktadir (6).



Benzer antibiyotik direng profili gosteren suslar farkli genotipik patern
gOsterebilecekleri gibi, benzer diren¢ profiline sahip olmayan suslar da
genetik olarak ayni olabilirler. Sik goérilen veya normal flora (yesi
mikroorganizmalarin incelenmesinde geleneksel yontemler yaninda, modern
molekuler epidemiyolojik tiplendirme yodntemlerine de gereksi nim vardir.
Epidemiyolojik tiplendirme hem fenotipik hem de genotipik yontemleri
icermektedir. Antibiyotik duyarhlik profili, biyotip, serotip, bakteriyofaj duyarlilik
profili ve protein yapim analizine dayanan fenotipik yodntemler, bazi
epidemilerin tanimlanmasini saglamakla birlikte, izole edilen
mikroorganizmalarin birbiriyle kesin iliskisinin arastiriilmasinda her zaman
yeterli olmazlar ve DNA saptanmasina dayali molekiler genotipik yontemlere
gerek duyulur (7, 8).

Dikkatli bir epidemiyolojik arastirma ile birlikte molekiler yontemlerin
kullanilmasi ¢ogunlukla problem olan mikroorganizmalarin kaynaginin
bulunmasina ve  gerekli  Onlemlerin  alinmasi  sonucunda  bu
mikroorganizmanin hastane icinde yayiliminin énlenmesine ve epidemilerinin
arastiriimasina yardimci olacaktir.

Bu calisma Ekim 2006 ile Ekim 2007 tarihleri arasinda Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuar’nda yapildi. Calismada yatan hastalardan izole
edilen ve hastane enfeksiyonu etkeni olan, GSBL Urettigi ¢ift disk sinerji testi
(CDST) ile gosterilen 50 adet E. coli ve 50 adet Klebsiella spp. susunda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile direng genlerinin belirlenmesi

amagclandi.



3. 1. ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli, ilk kez 1855 yilinda Escherich adinda bir arastirmaci
tarafindan infantlarin digkisindan izole edilmis ve Bacterium coli olarak
adlandinimistir. Daha sonralari izole eden kisinin adi verilerek Escherichia
coli olarak tanimlanmistir (9, 10)

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan, kus ve memelilerin
normal barsak florasinda bulunan E. coli, 2—-6 um boyunda, 1-1.5 pm eninde,
diz, uclarl yuvarlak bir Gram negatif basildir. Genellikle etraflarinda bulunan
kirpikleri aracihgiyla hareketli olmakla beraber hareketleri yavastir. Birgok
susta kapstl veya mikrokapsul bulunmaktadir (9, 10).

Fakultatif anaerob olup 15-45°C sicakliklar arasinda Ureyebilmekle
birlikte optimal Greme sicakhg 37°C'dir. Ortalama pH 7-7.2'de, buyyon ve
jeloz gibi genel besi yerlerinde kolayca Urerler. Buyyon ve peptonlu suda
yogun Ureme g0sterirler ve homojen bulaniklik yaparlar. Agarda genellikle 2 —
3 mm. capinda parlak, dizgin kenarli, konveks, gri-beyaz renkte S tipi
koloniler yaparlar. Tekrarlanan pasajlarda ise kaba-mat ve graniler R tipi
koloniler olustururlar. Bazi kokenler, 6zellikle idrar yolu enfeksiyonlarindan
soyutlananlar kanli agarda hemoliz yapabilirler. Kapsulli suslar ise mukoid
koloniler olusturabilirler. Sekerleri ve diger karbonhidratlari asit ve gaz
olusturarak parcalarlar. Laktoza olan etkileri ve gaz olusturmasi diger barsak
bakterilerinden 6zellikle Salmonella ve Shigella’lardan ayiriminda 6nemli bir
Ozelliktir. Bu nedenle pratikte laktoz negatif bakterilerden ayirt etmek
amaclyla icinde laktoz ve bir ayira¢ bulunan cesitli besiyerleri kullanilir. iginde
laktoz ve eozin metilen mavisi bulunan eozin metilen blue (EMB) agar ile

icinde laktoz, sodyum siilfit, diyament fiksin iceren Endo agarda mavi -siyah



yesilimsi parlaklik veren koloniler olustururken McC onkey ve Salmonella-
Shigella (SS) agarda kirmizi koloniler olustururlar (9 -11).

Oksidaz negatif olup Ureyi parcalayamazlar. E. coli bakterilerinin
IMVIC olarak bilinen biyokimyasal 6zellikleri (Triptofandan indol olusturma,
Metil kirmizisi testi, Voges Proskauer testi, sitrat tiketimi testi) (+ + — —)
olarak gosterilir. Bazi kdkenleri disinda Hidrojen silfir olusturamazlar, ancak
sisteinli besiyerinde az miktarda H,S yaptiklari saptanmistir. Katalaz pozitif,
potasyum siyanur testi olumsuzdur (9,10).

E. coli dis etkilere oldukca dayanikl bir bakteridir. 55°C’de bir saat,
60°C’ de 20-30 dakika, oda Isisinda uzun sire canl kalirlar. Soguga direncli,
dezenfektanlara karsi ise direngsizdirler. E. coli’nin O (somatik), H (kirpik), K
(kapsul) antijenleri bulunmaktadir. Basil, O antijenlerine gore gruplara, H ve K
antijenleriyle de serovarlara ayrilir (9,11).

E. coli memelilerin ve kuslarin normal barsak florasinda bulunur.
Burada diger flora bakterileri ve organizma ile bir denge altinda kaldigi
surece hastallk yapmaz. Normal kosullarda kokusma (putrefaksiyon) ve
mayalasma (fermentasyon) dengesinin dizenlenmesinde ve besinlerin
sindirilmesi ile ilgili bazi hususlarda yardimci olur. Ancak E. coli suslari insan
ve hayvanlar icin patojen olup barsak hastaliklarin a neden olur. Barsak
kanal disina cikip diger dokulara yerlesmeleri ve cesitli klinik tablolara yol
acmalari sik gorilen durumlardir. Ozellikle idrar yollari, safra kesesi, periton
ve meninkslere ulasan E. coli bakterileri énemli hastaliklara yol acarlar.
Organizmanin normal savunma gucinidn azalmasi, érnegin yeni doganlarda,

yaslilarda, diger hastaliklarin terminal ddnemlerinde, immunosupresyon



durumlarinda, vena ve Uretra Kkateterizasyonlarindan sonra koliform

bakterilerin doku ve kana yayilmasi i¢in gerek li kosullar ortaya ¢ikar (12).

E. colinin neden oldugu hastaliklar, gastrointestinal sistem (GIS)
enfeksiyonlari ve diger doku enfeksiyonlari olarak iki gruba ayirabiliriz. Daha
cok diyare sendromu seklinde ortaya ¢ikan GIiS enfeksiyonlari, E. coli'nin
Ozel “O” serovarlari tarafindan meydana getirilirler. Kiigiik gocuklarda ortaya
cikan ishaller daha cok hastane ve kreslerde salginlar seklinde goruldr.
Blyukler cogu kez hasta cocuklardan infekte olurlar. Bununla beraber turist
ishali adi verilen bir ishalden de sorumlu etkenlerin enteropatojenik E. coli
suslari oldugu bilinmektedir. Agir ishal olgularinda bu suslar ¢ocuklarin ince
barsaklarinda hatta duodenumda bol sayida bulunmaktadirlar. Degisik
mekanizmalarla ishale neden olan E. coli’nin 6 tipi tanimlanmistir (13-16).

1. Enterotoksijenik E.coli (ETEC)

2. Enterohemorajik E.coli (EHEC)

3. Enteroinvazif E.coli (EIEC)

4. Enteropatojenik E.coli (EPEC)

5. Enteroagregatif E.coli (EagEC)

6. Diffliz adezif E.coli (DAEC)

Barsak normal florasinda bulunan E. coli suslari herhangi bir nedenle
bulunduklari yerin disina baska dokulara gegme olanagini bulduklari takdirde
cesitli ve bazen 6nemli enfeksiyonlarin olusmasina neden olabilirler. En ¢ok
uriner sistem, safra kesesi, meninksler, akciger ve peritona ulasan E. coli
suslari bu organda supuratif enfeksiyonlara yol acar. Bunlarin disinda

prostatit, cesitli perineal abseler, daha az olmak Uzere tonsillit, farenjit,



sindizit, otit, yara enfeksiyonlari gibi lokalize enfeksiyonlara rastlanmaktadir
(12).

Hastane ortaminda gic¢ yasayan bir b akteri oldugundan bu bakteriye
bagll hastane enfeksiyonlarinin c¢ogu endojen kaynakli olup barsak
florasindan kdken almaktadir. Buna karsin son yillarda ¢ogul direncli suslar
hastane enfeksiyonlarinda izole edilmeye baslamistir. ilk kez 1940 yilinda E.
coli’ de beta-laktam direncine yol acan ve “penisilinaz” adi verilen enzimler
tanimlanmistir ~ (17).  1960’larin  sonlarinda  ampisilin ~ ve  diger
aminopenisilinlere  karsi E. coli’'nin  diren¢ gelistrmesi  hastane
enfeksiyonlarinda buyik bir problem olmaya baslamisti r (18,19). 1965 yilinda
ilk kez ampisiline direncli E. coli suslari izole edilmis ve direnci saglayan
beta-laktamaza TEM-1 adi verilmistir (20). 1980’li yillara kadar, kullanimda
olan genis spektrumlu beta-laktamlarin etkisine direng yaniti, genis
spektrumlu beta-laktamazlar olan TEM-1, onun varyanti TEM-2 ve SHV-1
olarak kalmistir. SHV-1 Klebsiella pneumoniae’da genellikle kromozomal, E.
coli'de ise genellikle plazmidik olarak bulunur. 1980’li yillarda ise Gram
negatif bakteri enfeksiyonlari icin oldukca fazla kullanilan yeni
sefalosporinlere ya da diger deyimle genislemis spektrumlu sefalosporinlere
(oksiiminosefalosporinler ve Uguncl kusak sefalosporinler) karsi genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar'in (GSBL) uretimi yaniti gelmistir. GSBL gelisimi
ilk kez 1983 yilinda Almanya’da bir K. pneumoniae susunda tanimlanan
SHV-2 ile tanimlanmistir (21). Bu enzim daha sonra E. coli ve diger
Enterobactericeae familyasinda goérulmis, sonra pek ¢ok ve cesitli GSBL

enzimi tanimlanmistir (3).
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3. 2. KLEBSIELLA CIiNSI BAKTERILER

Toprakta, sularda, insan ve hayvanlarin barsaklari ile tist solunum yolu
normal florasinda bulunurlar. Enterobactericeaceae ailesinin 0Ozelliklerini
gosteren hareketsiz, sporsuz, ¢ogunlukla kapsudlli, 0.7-1.5 x 2.0-5.0 pum
boyutlarinda, bazen ikiser bazen kisa zincir olusturan c¢omak seklinde
bakterilerdir. Gram negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi boyanirlar. Kapsiil,
organizmadan yeni ayrilan ve hastallk materyali icindeki bakterilerde acik
secik ve genis olarak gorulur. Kanli, serumlu besiyerleri nde kapsullerini sakl
tutarlar. En iyi glikozlu besiyerlerinde kapsullenirler ( 12).

Klebsiella’lar tim barsak bakterileri gibi genel kullanim besiyerlerinde
kolayca urerler. Ortalama pH 7 ve 37°C uremeleri igin en iyi ortamdir. Buyyon
gibi sivi besiyerlerinde homojen bir bulaniklhik ve dipte muk6z bir ¢okintu
yaparak urerler. Kati besiyerlerindeki kolonileri tipik mukoid nitelikte, blyuk,
sarimtirak gri renkte ve akici kolonilerdir. Uygunsuz kosullarda S ve R
kolonilerine donusebilirler. Aerop ve fakultatif anaerop olup Uredigi ortama bol
kapsil maddesi salarlar (12).

Basta glikoz olmak Uzere mannitol, salisin, adonitol, inozitol ve
sorbitolden, ¢cogu kez de laktoz ve sukrozdan gaz yapmak suretiyle bircok
sekeri parcalarlar. Nisastadan gaz olusturmalari 6neml i bir dzelliktir. Hidrojen
siilfiir (H,S) yapmazlar. Ozellikle solunum sisteminden ayrilan bazi kdkenler
degisik biyokimyasal reaksiyonlar verebilirler. Klebsiella’'lar fenilalanini
deamine etmezler. Az bir kismi disinda jelatinaz, ornitin dekarboksilaz

olusturmazlar (Tablo 1) (12, 22).
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Tablo 1: Klebsiella’larin Onemli Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella

pneumoniae  ozaenae rhinoscleromatis oxytoca  terrigena planticola

Metil - + + - + D
kirmizisi

indol - + _ D
Voger + - - + + +
proskauver

Sitrat + D - + + +
44,5°C'de + - - R
laktozdan

gaz

+10°C’'de - - - + + +
Ureme

Laktoz + G G + + +
Malonat + - + D D +
Ureaz + D - + + +
Lizin + D - + + +

dekarboksilaz

Arjinin - D - - - -

H2S - - - -

Aciklama: (+): olumlu, (-): olumsuz; (D): degisken; (G): gaz olusturma

Klebsiella’lar 1siya dayaniksizdirlar ve nemli i1sida 55°C’de yarim
saatte olurler. Ancak kuruluga karsi oldukg¢a direncli olup 6zellikle organik
maddeler iginde kurutulursa aylarca canli kalabilirler. Oda isisinda tutulan
kiltirlerde haftalarca, +4°C’de sogukta aylarca canh kalirlar. Antibiyotiklere

karsi oldukga direnglidirler ve bu direngleri E. coli'ye oranla fazladir. Hastane
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ortamindan izole edilen kodkenlerde direnclilik dizeyi c¢ok yuksektir.
Klebsiella’larda lipopolisakkarit yapisinda K antijenleri bulunmakta olup bu
bakterilerin serolojik tiplendirilmeleri bu antijenlere gére yapilmistir. Bugin K
antijenine baglh tiplendirme daha kolay olmasi ve bulunduklari takdirde O
antijenlerinin ~ tepkimelerini  engellemeleri  yizinden 6n  planda
uygulanmaktadir. Bu antijenlere karsi elde edilmis anti serumlarla lam ve tip
aglutinasyonlari, kaltor suzintist ile presipitasyon ve Neufeld’'in kapsul
sisme reaksiyonlari ile Klebsiella’lar tiplendirilebilirler. Kapsil sisme
reaksiyonunda aslinda 6zgul serumlarla karsilastirilan bakterilerin kapsdl
polisakkaritlerinde olusan presipitasyon sonucunda kapsul periferinde opak
bir cevre olusmakta olup kapsul sismis gibi gorilmektedir. Bu deneylerle
Klebsiella’larin 82 K tipi antijeni gosterilmistir (12).

Klebsiella’lar saglikh insanlarin %5’inin barsak ve st solunum yollar
florasinda bulunurlar. Bakteriyel pndmonilerin yaklasik %2’si bu bakteriler
tarafindan meydana getirilir.  Akcigerlerde nekroz ve hemoraji k
konsolidasyonlarla seyreden agir bir pnémoniye neden olurlar. Bunun
disinda idrar yollarina, prostat, periton, meninksler, kulak ve sints bosluklari
gibi organlara yerleserek ve kanda vyayilarak cesitli tipte ve agirlikta
enfeksiyonlara neden olurlar. Kapsulin patojenlikle iliskisi kesin degildir.
Klebsiella’larin serbest bir toksini yoktur. Bununla beraber kiltir stzintileri
bazi hayvanlarda 0©lime kadar gotirebilen hemorajik lezyonlar
yapmaktadirlar. Bazi Klebsiella’larda enterotoksin saptanmistir. Bazi suglari
R plazmidlerini kolayca kabul eder ve bu sekilde antibiyotiklere karsi ¢cogul

direng kazanirlar (12).
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Ust solunum yolu ve barsak florasinda bulunabilen Klebsiella’larin
bulunduklari yerde uygun kosullarin olusmasi veya yerlerini degistirerek diger
organ ve sistemlere yerlesmeleri halinde birgcok hastaliga neden olurlar. Son
zamanlarda ©zellikle hastane ortamlarinda antibiyotiklere karsi direng
edinmis kokenlerin yaptigi hastane enfeksiyonlari ylzinden bu bakterilerin
onemi artmistir. Gram negatif bak teri enfeksiyonlarinda yeni sefalosporinlerin
ya da diger deyimle genislemis spektrumlu sefalosporinlerin
(oksiiminosefalosporinler) oldukca fazla kullaniimasi genislemis spektrumiu
beta-laktamazlar (GSBL)'In Uretiimesine neden olmustur. GSBL ilk kez 1983
yilinda Almanya’da bir Klebsiella pneumoniae susunda tanimlanmis ve SHV -
2 adi verilmistir (21).

Klebsiella’'larin neden oldugu pndmoniler bakteriyel pnémonilerin
%2’sini olusturur. Daha cok iki yasindan kicik ve 40 yasindan buylik
kimselerde goralir. Cesitli nedenlerle viicut direncinin kirilmasi, viruslara
bagl olanlar basta olmak Uzere cesitli Ust solunum yolu enfeksiyonlari
hazirlayici faktor olarak etki yaparlar. Klebsiella’lara bagl idrar yolu
enfeksiyonlarl 6zellikle hastane ortaminda artis gostermekte dir. Piyelit,
piyelonefrit ve sistit seklinde ortaya ¢ikan bu tip infeksiyonlar tedaviye
oldukca diren¢ gostermektedirler. Klebsiella’lar, bu hastaliklarin disinda ve
daha az olmak lzere prostatit, otitis media, sintzit, kolesistit, peritonit, anjin,
menenijit ve daha az olmak Uzere sepsis, karaciger apsesi ve c¢esitli organ

hastaliklar yaparlar (12).
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3. 3. BETA-LAKTAM ANTIBIYOTIKLER

Molekuliniin antibakteriyel etkinlikten sorumlu c¢ekirdek kisminda
beta-laktam halkasi iceren antibiyotiklere beta-laktam antibiyotikler veya
beta-laktamlar adi verilir (23).
3. 3. 1. Yapi ve Siniflandiriimalari

Beta-laktam halkasi biri azot, G¢l karbon olan dort Gyeli doymus
heterosiklik bir halkadir (sekil 1.) Her grup beta -laktam antibiyotigin 6zelligi bu

halkaya baglanan yan zincire (R zinciri) gore belirlenir.

-

Sekil 1. Beta-laktam halkasi ve yan zincir (R).

Okaryotik organizmalara karsi olan diisik yan etki insidansi, tim yas
gruplarinda uygulanabilmeleri ve neredeyse tum bakteriyel kokenli
enfeksiyonlarda kullanilabilmeleri, tstin etkinlikleri, genis spektrum ve gugcli
bakterisid etkilerinin olmasi bu grup antibiyotiklerin sik tercih edilmesinin
sadece birka¢ nedenidir. Ancak bu yaygin kullanima paralel olarak
bakterilerin de yeni direng mekanizmalari gelistirdigi ve ge rek toplum gerekse
hastane kokenli etkenlerde beta-laktam antibiyotiklere diren¢ oranlarinin
giderek arttigi gbzlenmektedir.

Beta-laktam antibiyotikler baslica 5 grupta toplanabilir. Bunlar;

a. Penisilinler
b. Sefalosporinler

c. Karbapenemler
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d. Monobaktamlar
e. Beta-laktamaz inhibitorleri

Penisilinler; bir grup dogal ve semisentetik antibiyotiklerdir. Kimyasal
olarak bir tiazolidin halkasina bir beta -laktam halkasi eklenmesi ile olusan 6 -
aminopenisilanik asit (6-APA) cekirdegi icerir. Bu tiazolidin halkasi ve ekler
antibakteriyel spekturum ve farmakolojik 6zellikleri belirler. Dogal penisilinler
Penicillium cinsi kuflerden elde edilir. Penisilinler bakterisidal etkilidir. Ancak
etki gostermeleri icin bakterilerin ¢cogalma dénemlerinde olmalari gerekir.
Cogalma doneminde yeni peptidoglikan sentezi ve transpeptidasyon
reaksiyonu sz konusudur (24).

Sefalosporinler; Cephalosporicum acremonium’un fermantasyon
arinlerinden elde edilir. Ancak sefoksitin, Streptomyces’den elde edilir.
Sefalosporinlerde, penisilinlerin aksine beta-laktam halkasina baglanmis
halde bulunan ikinci halkalar bes (tiazolidin) degil alti (dihidrotiazin halkasi)
dyelidir. BoOylece ana yapi 7-aminosefalosporinik asitten (7-ASA)
olusmaktadir. Ozellikle stafilokoklar tarafindan salinan cesitli beta -
laktamazlara direncli olmalari bu yapisal degisiklik nedeniyledir. Bu yapiya
degisik yan Urunlerin baglanmasi, sefalosporinlerin antibakteriyel aktivite ve
farmakokinetik 6zelliklerini degistirmektedir. Penisilinler gibi bakterisidal
etkilidirler (24).

Karbapenemlerin yapisi penisilinlerden ve sefalosporinlerden farklidir.
Bunlarda beta-laktam halkasina kaynasmis bes dyeli halkanin birinci
pozisyonunda sulfir bulunmaz, bunun yerine bir karbon atomu vardir ve
halkada bir adet ¢ift bag bulunur. imipenemde altinci pozisyonda acilamino

yan zinciri yerine hidroksietil yan zinciri bulunmasi beta laktamazlara direncli
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olmasini saglar. Karbapenemler halen kullaniimakta olan antibiyotikler
icerisinde en genis spektrumlu olanlardandir ( 24).

Monobaktamlar; bir beta-laktam halkasindan olusurlar ve monosiklik
yapidadirlar. Diger c¢ogu beta-laktam antibiyotiklerin  aksine etki
spektrumunda biyuk 6lgide Gram negatif bakterilerin bulunmasini, beta -
laktam halkasina eklenmis olan aminotiazolil halkasi saglar. Yapisindaki alfa -
metil grubu ise TEM-1, 2 ve SHV gibi plazmid aracili beta laktamazlara karsi
stabilite saglar (24).

Beta-laktamaz inhibitorleri ise su sekildedir;

Klavulanik asit; zayif antibakteriyel etkili bir madde olup Streptomyces
clavuligerus kudltirinden izole edilmistir. Stafilakoklarin ve diger Gram
olumsuz bakterilerin Urettikleri beta-laktamazlari inhibe eder. Beta-laktamaz
ile birlesip, geri dénisiimsuz acil enzim kompleksi olusturarak beta -laktamaz
enziminin aktivitesini yok ederler. Penisilin ve sefalosporinlerle sinerjistik
etkilidir.

Sulbaktam; zayif antibakteriyel aktiviteye sahip bir 6 -dezaminopenisilin
sulfon’dur. Beta-laktamaz enzimini inhibe eder. Penisilin ve sefalosporinlerle
sinerjistik etkilidir.

Tazobaktam; yapisal olarak sulbaktama benzeyen bir penisi lanik asit
sulfon tdrevidir. Penisilin Baglayan Protein (PBP) 1 ve 2 'ye baglanarak beta -
laktamazlari inhibe eder. Tek baslarina antibakteriyel etkisi zayiftir ( 24).

3. 3. 2. Etki Mekanizmasi:

Beta-laktam antibiyotikler bakteriyel hiicre duvar sentezini in hibe ederler.

Bakteriler Okaryotlardakine benzer bir sitoplazmik membrana sahiptirler.

Ozellikle Gram negatif bakterilerde bu membrani saran bir periplazmik bosluk
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ve takiben peptidoglikan tabaka bulunur. En dista ise bir dis tabaka bulunur.
Peptidoglikan yapiminda bakteri ilk olarak uridin difosfat bagl N-asetil muramik
asit (NAMA) pentapeptit prekirsorlerini sentez eder. Bu prekirsorler
sitoplazmada sentez edilip sitoplazmik membrana tasinirlar. Trans -glikozilasyon
peptidoglikan Uzerindeki serbest N-asetil glukozamin (NAGA) ile seker zinciri
uzatir. Bu capraz baglanti NAMA'in yapisinda yer alan D -alanil-D-alanin
molekullerinin arasinda kopru kuran bir glisin pentapeptitle saglanir. Agsi bir
yapi gosterir (23, 25).

Capraz baglanma reaksiyonu (transpeptidas yon); sitoplazmik membranin
dis yuzinde yer alan serin proteaz derivesi enzimlerle (transpeptidazlar ve
karboksipeptidazlar) katalize edilmektedir. Bu enzimlere Penisilin Baglayan
Protein (PBP) denmektedir; membran proteinlerinin %21 kadarini olustururlar.
Sayilari Gram negatif basillerde 10, Gram pozitif ve negatif koklarda 3 —4
kadardir. Yuksek molekdl agirlikh olandan dusuge dogru PBP 1, 2 ve 3 olarak
numaralandirilirlar (26-28)

Beta-laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi ‘molekiler benzerlik’
temeline dayanir. Beta-laktamlar transpeptidaz enziminin aktif bdlgesine
kovalan ve irreversibl olarak baglanirlar ve D -alanil-D-alanin ile kompleks
olusturmasini  6nleyerek hiicre duvarindaki peptidoglikan sentezinin
tamanlanmasina engel olurlar (28). Beta -laktamlarin trans-glikozilasyona etkileri
yoktur. D-alanil-D-alanin karboksipeptidazlari yanisira regulatuar etkisi olan bazi

peptidoglikan endope ptidazlarini inhibe ederler (25).
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3. 4. BETA-LAKTAM ANTIBIYOTIKLERE KARSI DIRENC GELISIMi:
Bakteriler arasinda beta-laktam ajanlara karsi direng gelistirmek icin 4
temel yol vardir.

a. Dis membrandan ge¢cmek icin gereken kanallarin (porinler) daralmasi veya
bazi kanallarin sayisinin azalmasi (6rnegin; Pseudomonas aeruginosa’da
Opr-D ve Opr-M porinlerinde down regilasyon ile AmpC dereprese mutant
suslarda karbapenem direncinin saglanmasi) (29, 30).

b. Periplazmik boslukta yerlesmis olan bazi pompa sistemleri sayesinde iceri
girmis olan antibiyotigin aktif olarak disari pompalanmasi (6rnegin; P.
aeruginosa’da Mex-A ve Mex-B efflux sistemleri). (29, 30).

c. Beta-laktamlarin baglanarak etkinliklerini gosterdikleri PBP yapisinda
degisiklik yaparak (yapisal degisim) antibiyotigin  baglanmasinin
engellenmesi veya azaltilmasi (6rnegin; Staphylococcus aureus suslarinin
penisilin direnci) (30).

d. Beta-laktam antibiyotikleri parcalayan beta-laktamaz enzimlerinin Gretimi
(hemen hemen tim bakteri tirlerinde rastlanan genel beta -laktam direnci).

3. 5. BETA LAKTAMAZLAR:

Beta-laktam halkasi iceren antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen direng
mekanizmalarindan en énemlisi beta-laktamaz enzimlerinin Uretimidir.

Beta-laktamazlar; penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta -laktam
halkasi iceren antibiyotikleri hidrolize eden ve bu antibiyotiklere karsi direng

gelisimine neden olan enzimlerdir (31, 32). Bu enzimler, penisilinler ve 1.

kusak sefalosporinleri etkin bir bicimde parcaladiklari halde sefotaksim,

seftazidim ve aztreonam gibi genislemis spektrumlu beta -laktam ajanlara

kisith etki gosterirler. Ancak 1980’li yillardan baslayarak genis spektrum lu
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beta-laktam ajanlarin klinik tedavide yaygin kullanimlari neticesi, bu ana
enzimleri kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarina baglh olarak yeni
enzimler gelismistir. Bu enzimler genis spektrumlu beta -laktam ajanlar
inaktive edebilmekte ve bu nedenle " genislemis spektrumlu beta-laktamaz
GSBL"olarak adlandiriimaktadirlar (31). GSBL'ler genis spektrumlu
sefalosporinler ve monobaktamlari hidrolize ederek etkisiz hale getirirler.
Buna karsilik sefamisinleri (6rn. Sefoksitin) pargalayamazlar ve klavulanik
asit gibi beta-laktamaz inhibitdrleri ile inhibe edilebilirler ( 33, 34)

GSBL'ler Gram negatif bakteriler arasinda oncelikle
Enterobacteiaceae ailesinin Uyeleri tarafindan uretilir, ancak diger Gram
negatif bakterilerde de GSBL'ye rastlaniimaktadir ( 33-35).
Enterobacteiaceae ailesi icinde de GSBL Uretimi agisindan baskin olan E.
coli ve K. pneumoniae iken K. oxytoca da bunlara eklenmistir (33, 35).

Beta-laktamaz dretiminden sorumlu genler kromozomlar,
transpozonlar ve plazmidlerde yerlesik olabilir; ancak pla zmidlerde yerlesik
genetik bilgi en buydk tehdidi olusturmaktadir. Zira plazmidlerin direng
genlerini konjugasyonla mikroorganizmalar arasinda kolayca aktarmalari, bu
genlerin bircok farkli tire hizla yayilabilecegi anlamina gelir. Boylece beta -
laktamazlara bagli direncin patojen suslar arasinda yayilimi kolaylasir ( 34,
36). Nitekim edinilmis GSBL varligini gosteren ilk klinik izolat 1968 yilinda
Almanya’da ortaya ¢ikmistir (33). Bunun yani sira diger bircok nedenden
dolayr da GSBL’ler ciddi bir klinik problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenlerin basinda GSBL’lerin genis substrat 6zgulligune sahip olmalari
gelmektedir. Daha ©ncede belirtildigi gibi tim penisilinler, sefamisinler

disindaki  tim  sefalosporinler ve  monobaktamlar etkisiz  hale
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getirilebilmektedir. Bir diger sorun ise, GSBL Ureten mikroorganizmalarin
siklikla in vitro olarak bazi GSBL substratlarina duyarl gézikmeleridir (34,
37). Ayrica bir diger 6nemli nokta in vitro testlerde GSBL’lerin klavulanik asit
gibi beta laktamaz inhibitérleri ile inhibe edilebilmelerine ragmen, tedavide
beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonunun etkisinin, enfekte eden
bakteri miktari, ilacin dozu ve var olan GSBL'nin tipine 6zgul olarak farklilik
gosterebilecegidir (36). Bunun yani sira GSBL Ureten izol atlar, genellikle
aminoglikozidler, florokinolonlar ve ko-trimoksazoli de iceren diger tip
antibiyotiklere de direnclidirler. Cinki GSBL'yi kodlayan genlerle birlikte
ornegin aminoglikozid modifiye edici enzimler (AMES) siklikla ayni birlesik
plazmide yerlesirler ve boylece bir sustan digerine birlikte gegis gosterirler.
Bunun anlami; farkli yapidaki iki ilaca karsi, sadece birinin kullaniimasiyla
direnc olusabilecegidir (34, 36, 38, 39).
3. 6. BETA-LAKTAMAZLARIN SINIFLANDIRILMASI

1940 yihinda Abraham ve Chain’in bildirdikleri penisilinaz ile birlikte
beta laktamazlarin ilk siniflandirmasi yapilmistir. Bundan sonra yapilan ve
kabul goéren ilk siniflandirma, Sawai ve ark.’larinin yaptigi siniflandirma
olmustur. Sawai 1968 yilinda enzimleri penisilinaz ve sefa losporinaz olarak
ayirmis, ayrica anti-serum ile reaksiyonu buna eklemistir. Richmond ve
Sykes ise 1973 yilinda yaptiklari siniflandirmada o gine degin bilinen tim
Gram negatif bakteri beta-laktamazlarini substrat profillerine gore 5 grupta
toplamistir. Daha sonra Mathew 6zgil beta-laktamazlarin izoelektrik
noktalarina gore tanimlanacagini gosterdikten sonra 1976’da bu sema Sykes

ve Mathew tarafindan tekrar dizenlenmistir (40). 1989'da Bush tarafindan
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Onerilen gruplamada tim bakterilerin beta -laktamazlari yer almis ve ilk kez
substrat ve inhibitor 6zellikleri molekduler yapu ile iligkilendirilmistir ( 41).

Molekuler yapi ile ilgili siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler
tarafindan yapiimis, grup C sefalosporinaziar 1981 yilinda Jaurin ve
Grundstrom tarafindan tanimlanmistir (42). Oksasilini hidrolize eden grup D
enzimler ise 1980’lerin sonunda diger serin enzimlerinden ayrilmistir ( 43).
Bugine degin, daha cok biyokimyasal ve genetik temele dayanan cesitli
parametreler beta-laktamazlarin tiplendirilmesi icin kullaniimistir. Bunlar
icinde en 6nemli kriterlerden biri substrat profilleri olmustur. Bundan baska
inhibisyon profilleri ve fiziksel 6zellikleri de siniflama igin kullaniimaktadir.
Substrat profili, beta laktamazlarin siniflandiriimasi ve tanimlanmasi i¢ in
kullanilan birinci parametredir ve enzimin c¢esitli beta -laktam antibiyotikleri
hidroliz etme aktivitesini gostermektedir (41).

Ambler, beta-laktamazlari aminoasit ve nukleotid dizilerine (molekiler
yapist), Richmod-Sykes izoelektrik noktalarina, Bush ise biyokimyasal
Ozelliklerine (substrat profilleri) gore siniflandirmistir. Yukarida deginildigi gibi
molekuler yapiya goére siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler tarafindan
grup A ve grup B olarak yapilmistir. O tarihten beri dort molekiler sinif
ayrilmistir.

Grup A: Aktif bolgesinde “serin” aminoasiti tasirlar ve molekdl agirlig
yaklasik olarak 29.000 dalton civarindadir. Oncelikli olarak penisilinleri
hidrolize ederler. Gram olumsuz bakterilerde ¢ok sik rastlanan TEM -1 tipi
enzimler bu grubun en iyi drnekleridir (29,44).

Grup B: Aktivasyon igin ¢inko veya bakir gibi divalan katyonlara gereksinim

duyan metallo-enzimlerdir. Klasik inhibitérlere direngli olan bu enzimler,
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EDTA ve merkapto bilesikleri gibi metal selatorleri ile inhibe olurlar. Son 10
yllda plazmidlerle aktarilabilir hale geldikleri saptanmis oldugundan insan
sagligi acisindan ciddi bir tehdit olarak ortaya cikmistir. Karbapenemler basta
olmak Uzere hemen hemen tiim beta-laktam antibiyotigi hidrolize edebilme
potansiyelleri vardir. Ulkemizde heniiz ¢cok az sayida taninmasina ragmen,
izole edilen suslarin hemen hemen tim beta -laktam antibiyotikleri hidrolize
edebilme potansiyelleri vardir (45).

Grup C: Esas olarak sefalosporinaz aktivitesi gosteren ve yaklasik olarak
molekul agirhgr 39.000 dalton olan biyldk protein molekdlleridir. A ktif
bélgelerinde serin bulunur (29, 44).

Grup D: Oksasilini hidrolize eden enzimlerdir. Jacoby siniflandirmasi ile
1995 yilinda Bush'un yaptigi listeye eklenmistir ( 29, 44).

Beta laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi 1995 yilinda yapilan
Bush-Medeiros Jacoby siniflandirmasidir (46). Bu siniflandirma 1989 yilinda
Karen Bush’un yaptigl siniflandirmanin bir uyarlamasidir ve aynen Bush 'un
siniflandirmasinda oldugu gibi enzimler dort ana gruba toplanmistir.
Beta-laktamaz enzimlerinin kisaca siniflandiriimasi ve karsilastiriimasi Tablo

2 ve 3'de gosterilmistir.
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Tablo 2. Beta- laktamazlarin karsilastirmali olarak siniflandiri Imasi

Bush, Sykes ve Ambler’in inhibe Olan  inhibitor Temsilci Enzimler
Jacoby, Richmond  Molekuler Antibiyotik
Medeiros Siniflamasi Klav. EDTA
1 la, Ib, Id C SS - - Gram (-) bakterilerin
kromozomal ve plazmid
kokenli AmpC enzimleri
(MIR-1,BIL-1, MOX-1.
vb.)
2a A Pen + - Gram (+) bakterilerin
penisilinazlari (NSP-1 (P),
S. aureus (P)..vb.)
2b 1} A Pen, SS + - TEM-1SHV-1..vb
2be \Y A Pen, + - TEM-3..29,
SS TEM-42..43.60..,
Mbact 61 (P), SHV-2.K-1..
2br A Pen + - TEM-30..41..59
2c I, v A Pen + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
Crb ROB-1, OHIO-1, LXA-1..
2d \% D Pen + - OXA-1-21, PSE-2
Cloks -
2e Ilc A SS + - P. vulgaris’in indtklenebilir
sefalosporinazi
2f A Pen + - E. cloaca’nin NMC-A ve
Serratia’nin Sme-1 enzimi
SS
Car
3 B CARvetim - + S. maltopthilia’nin L1ve B.
B-lac fragilis’in Cer-A enzimi
4 ? Pen - ? B. cepacia’'nin
penisilinazlari
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Ambler’in molekuler siniflandiriimasi giinimuizde daha ¢ok kullaniimaktadir. Tablo 3’ de gdsterilmistir.

Tablo 3. Amblerin beta-laktamaz siniflandirmasi

Ambler’in Grup | Enzim Tipi Hidroliz-spektrum Ozellikleri Organizma Yerlesim
genetik
siniflamasi
A 2b Dar spektrumlu beta-laktamazlar TEM-1, Amino ve karboksi penisilinler. Enterobacteriaceae, Plazmid ve
TEM-2, SHV-1 Klavulanat duyarl . kromozomal
P.aeruginosa
aracih
A 2be Genis spektrumlu beta-laktamazlar Genis spektrumlu beta-laktamlar Enterobacteriaceae, Plazmid aracih
TEM-3...TEM-29, 42, 43, 47, 48, 49, 50, 52, | Klavulanat duyarli K.pneumoniae,
60, 61, SHV-2..., 12. .
P.aeruginosa.
A 2br inhibitér direncli beta-laktamazlar: TEM-30.., | Aminopenisilinler ve Enterobacteriaceae Plazmid aracili
41, 44, 45, 51, 59. karbaoksipenisilinler. Klavulanat .
. . E. coli
direncli
A - inhibitér direngli ve genis spektrumlu beta - Genis spektrumlu beta-laktamlar E. coli Plazmid aracili
laktamazlar: SHV-10, isimlendirilmemis Klavulanat direncli
TEM serisi (TEM—33 ve TEM-15). &
A - Karbapenamazlar: NmcA, Sme-1, IMI-1. Karbapenemler, aztreonam. Enterobacter cxloacae, Kromozomal
. . Serratia marcescens
Klavulanik aside duyarli
B 3 Karbapenamazlar: IMP-1. Genis spektrumlu beta-laktamlar Enterobacteriaceae, Plazmid ve
Klavulanat direngli P.aeruginosa kromozomal
¢ ) 9 aracih
D 2d OXA-11...21 Penisilinler, kloksasilin Enterobacteriaceae, Plazmid aracili
Klavulanat direncli P.aeruginosa
C 1 Plazmid aracih sefalosporinazlar: MIR -1, Sefamisinler, Enterobacteriaceae, Plazmid aracili

MOX-1, CMY-1...5, LAT-1, BIL-1, FOX-1,
ACT-1.

oksiiminosefalosporinler ve
aztreonam. Klavulanat direncli

K.pneumoniae
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3. 7. GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZLAR (GSBL)

Enterobacteriaceae’da en sik karsilasilan plazmid kaynakli beta -
laktamazlar 1. kusak sefalosporinlere karsi zayif aktivite gosteren TEM -1,
TEM-2 ve SHV-1 enzimleridir. Bu enzimler 3. kusak sefalosporinlerden
higbirini, aztreonam ve karbapenemleri parcalayamaz. Ancak 1980’lerin
ortalarindan sonra yayginlasmaya baslayan mutant enzimler 3. kusak
sefalosporinleri ve aztreonami da etkisiz hale getirmeye baslamistir. Bu
mutant enzimlerde sefotaksim, seftazidim ve diger genis spektrumlu
sefalosporinlere ve aztreonama degisik derecelerde diren¢ vardir. Fakat
sefamisinlere ve karbapenemlere 1988 vyilina kadar direng bildirilmemistir. Bu
enzimler ¢ok genis bir substrat profiline sahip oldugundan 1989 vyilinda
Jacoby ve ark.’lart Genislemis spektrumlu beta -laktamaz (GSBL) olarak
isimlendirmislerdir (4, 47)

GSBL ilk olarak 1983 yilinda Almanya da, 1987 yilinda Fransa’'da ve
1991 yilinda butin diinyada bildiriimeye baslandi. Halen ¢ok sayida ve gesitli
GSBL enzimi ve bunlarin dretimini dizenleyen mekanizmalar mevcuttur ve
GSBL butin dinyada hizl bir sekilde artmaktadir. Bu nedenle GSBL Ureten
suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisi igin beta-laktam seciminde ¢ok
dikkatli olunmalidir (44).

Bulunusundan gunumuze kadar GSBL'lerin sayisinda ve cesidinde
hizli bir artis dikkati ¢ekmistir. Bu enzimler enterik comaklarla sinirh
kalmayarak Pseudomonas ve Acinetobacter gibi non-fermantatif etkenlere de
yaylimiglardir (48). Bunun yaninda, sadece bu tip bakteriler tarafindan
uretilen 6zel GSBL'ler bildirilmistir (49). Ulkemizde 1992 yilindan beri

GSBL'’ler arastiriimakta ve bildiriimektedir (50, 51)
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GSBL enzimlerinin yayihmi hakkinda bircok epidemiyolojik ¢alisma
vardir. Ingiltere, ispanya, Portekiz, italya Yunanistan, ABD, Kuzey Afrika,
Guney Amerika, Japonya ve Cin basta olmak Gizere hemen hemen tim uzak
dogu Ulkelerinde tespit edilmistir (4). Predominant tipler cografi olarak
degisiklik gostermektedir. Mesela; SHV -2 ve SHV-5 Almanya’da, SHV-3,
SHV-4 ve TEM-3 Fransa’da ve SHV-5 ise Yunanistan’da daha yaygin
enzimlerdir (52). Turkiye de dahil olarak uluslar arasi en yaygin tip SHV -2‘dir
(4).

GSBL enzimlerinin, basta K. pneumoniae olmak (zere kokeni,
Enterobacteriaceae ailesidir (29, 53). Ozellikle hastane kokenli K.
pneumoniae enfeksiyonlarinda GSBL ciddi bir sorun olarak karsimiza
ctkmaktadir (54, 55).

GSBL enzimlerinin  Klebsiella tirlerinde yaygin  olmalarinin
nedenlerinden biri bu organizmalarin deri ve yuzeylerde diger enterik
bakterilere gb6re daha uzun sire canli kalabilmeleridir. Ancak plazmid
aracilighyla gecisleri de direncin yayilmasinda etkilidir ( 2, 52).

Bazi vyazarlar tarafindan GSBL enzimleri 6 ana bashk altinda
incelenmistir (48). Bunlar;

1. TEM ve SHV kokenli olanlar

2. TEM ve SHV koékenli olmayanlar

3. inhibitér direncli beta-laktamazlar

4. inhibitor direncli ve genis spektrumlu beta -laktamazlar

5. Karbapenemazlar

6. Plazmid aracili sefalosporinazlar (sefamisinazlar)
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3.7.1. TEM ve SHV kokenli GSBL’ler:

GSBL enzimlerinin tasnifi agisindan bugtin en ¢ok kabul géren gorus,
aminoasit dizilimlerine goére bu enzimlerin siniflandiriimasidir. Promoter
sekansinda olusabilecek degisiklikler de yeni GSBL turlerinin  olusumu
acisindan yeterli degildir. Sinyal sekansta olusan degisiklikler ise enzimin
protein yapisini degistirmekle birlikte, epidemiyolojik agidan tanimlanmasi
icin iyi bir belirtectir. Enzimde olusabilecek herhangi bir aminoasit degisikligi
fonksiyonel degisiklige yol acgmasa dahi yeni bir varyasyon olarak
degerlendirilir (56)

GSBL enzimleri esas olarak TEM ve SHV turi enzimlerden 1 -4
aminoasit degisikligi ile olusurlar. Tim bakterilerde yaygin, plazmid aracihgi
ile sentezlenen beta-laktamaz olan TEM-1'in yapisinda bir aminoasit
degisikligine neden olan mutasyon sonucu TEM -2, bu enzimin yapisinda iki
aminoasit degisikligi ile de TEM-3 ortaya c¢ikar. TEM-1 ve TEM-2 etki
spektrumu agisindan benzer (penisilin ve tirevlerine karsi aktif) birer
penisilinaz iken, TEM-3 uc¢lUncu kusak sefalosporinleri de parcalayabilen bir
GSBL'dir. TEM-1 ve TEM-2 de, baska bir aminoasit ile degistirildiginde
enzim substrat spesifitesinde azalmaya yol agan ve GSBL olusumuna neden
olan 7 aminoasit bulunmaktadir (39, 104, 164, 237, 238, 240, 265.
pozisyonlar) (57). Bugun icin aminoasit dizilimi tanimlanmis TEM kokenli 66
ve SHV kokenli 12 ¢esit GSBL mevcuttur (58). Bu enzimler en sik olarak K.
pneumoniae suslarinda ortaya cikarlar (GSBL ureten suslarin %80'l) ( 59).
Plazmidlerin aktarilabilir olmasindan dolayr GSBL bitin diunyada hizh bir

sekilde artmaktadir.
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TEM ve SHV kokenli GSBL'lerin tumu klavulanat, sulbaktam ve
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarhdir. Bu ¢ inhibitdrden en
etkili olani klavulanatdir. Sulbaktamin etkisi sinirlidir ve bu enzimin SHV
tirevlerine karsi ¢ok etkili olmadig bilinmektedir (42). Bu grubun en dnemli
Ozelligi yayiliminin kolay olmasidir ve hastane enfeksiyonlarinda énemli bir
problemdir.

3.7.2. TEM ve SHV kokenli olmayan GSBL ler:

Bu enzimler plazmid kaynakli olup klavulanata direnclidirler. Molekdler
siniflamada A grubuna dahildirler. Bu enzimler MEN -1, MEN-2, CTX-M1,
CTX-M2, PER-1, PER-2, VEB-1 ve TOHO-1'dir (24). ilk defa 1992 yilinda
Fransa da Bernard ve ark.’larnn (60) tarafindan onkoloji servisinde yatan bir
hastadan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae suslarinda bulunmus ve
MEN-1 olarak adlandiriimistir. Bu enzim K. oxytoca‘nin kromozomal kokenli
enzimi ile %72 ve TEM deriveleri ile %38 oraninda benzerlik gostermektedir.
Buna ilave olarak, Arjantin'de MEN-1 rapor edilmis ve CTX-M1 olarak
adlandinimistir. 1992 yilinda da Almanya’da CTX -M2 rapor edilmigtir. CTX-
M2, MEN-1 ile %84’luk bir aminoasit benzerligine sahiptir (61). PER-1
enzimi ise Fransa’'da Turkiye'den Paris’e yeni donen bir hastada izol e edilen
P. aeruginosa’da bildirilmistir (49). PER-1 diger Enterobactericeae’lar gibi
Tirk Salmonella typhimurium suslarindan izole edilmistir ve genleri dort farkli
plazmidde lokalize olmustur (62, 63). Bu enzim TEM tirevi beta-
laktamazlarla %35’lik aminoasit benzerligi gostermektedir. Daha sonra
Almanya’da E.coli, K.pneumoniae, Proteus mirabilis ve S. typhimurium
suglarindan PER-2 rapor edilmis olup PER-1 ile %86’lik bir aminoasit

benzerligi gostermektedir (64). 1994 yilinda Japonya’da ise TOHO-1 izole
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edilmistir ve bu enzim de TEM turevleri ile sadece %60'lik bir aminoasit
benzerligi gostermektedir (65).

TEM ve SHV kokenli olmayan GSBL’leri dort grupta incelemek
mamkundir (66).

a. MEN-1 (CTX-M1) ve CTX-M2

b. PER-1ve PER-2

c. TOHO-1

d. VEB-1

PER-1 haricindeki diger enzimler hakkinda bilgiler kisithdir ve bu
sebeple belirgin epidemiyolojik degerlendirmeler yoktur.

D grubunda bulunan plazmid kontrolindeki beta -laktamazlar birgok
bakteride bulunmaktadir. Ancak enterik bakteriler ve Pseudomonas’larda az
gorulurler (52). Bu enzimler, OXA-1'den OXA-21'e kadar isimlendirilmiglerdir
(67-69). Bunlar icinde en sik gozlenen OXA-1, E. coli’lerin %1-10'nunda
bildirilmektedir. OXA enzimleri isimlerini oksasilin ve kloksasiline olan
etkilerinden almiglardir. Bush siniflamasina gore 2d’de yer almaktadirlar (46).
Karbenisilin ve dar spektrumlu sefalosporinlere direncli, ancak sefamisinler,
karbapenemler, aminotiazolil sefalosporinler (sefotaksim, seftriakson,
seftizoksim, seftazidim, sefpirom, sefepim) ve monobaktamlara duyarhdirlar.
OXA-10 enzimi OXA-1'e gore daha genis bir aktiviteye sahiptir. Cok
miktarda sentezlenirse sefotaksim, seftriakson ve aztreonami yavas olarak
hidrolize etmekte, bunlara karsi disiuk dizeyde direng olusturmaktadir.
Seftazidim, karbapenem ve sefamisinlere etk ileri yoktur (52).

Bu enzimler, klavulanat ve sulbaktam gibi beta -laktamaz inhibitorlerine

direncli olmalari ve plazmid kontrolinde olmalari nedeniyle ¢cok dnemlidirler.
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3. 7. 3. inhibitor Direncli Beta-Laktamazlar (IRBLS):

Beta-laktamaz inhibitérli kombinasyonlara farkli mekanizmalar ile
direnc gelisebilmektedir. Bu mekanizmalar;

a) TEM enzimlerinin asir sentezlenmesi

b) inhibitorlere direncli B, C veya D sinifi enzim icerigi

c) Klasik beta-laktamazlarla birlikte porin eksikligi olanlar

Son yillarda bunlara ek olarak TEM enzimlerinin inhibitorlere direncli
mutantlari tanimlanmistir (56). Ayrica TEM kaynakli olmayan SHV —10 enzimi
de inhibitdr direncli ve genis spektrumlu bir beta -laktamazdir. Bu inhibit6r
direncli TEM beta-laktamazlar (IRBLs) daha o6nce inhibitor direng TEM
deriveleri (IRT) olarak bilinirdi (IRT 1-10: TEM 30-39). Bunlar dar spektrumlu
beta-laktamazlar olan TEM-1 ve TEM-2'den tiuremislerdir (56). Bush
siniflamasinda 2br grubunda yer alan bu enzimler GSBL enzim aktivitesini
veren enzimlerden fakh bir iki aminoasit degisikligine sahiptir. IRBL
klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta -laktamaz inhibitorlerine
hassas degildir. Ancak GSBL enzim aktivitesi de icermemektedir (46).
GunUumuze kadar 26 IRT enzimi bildirilmistir. IRT enzimleri basta E. coli
olmak Uizere K. pneumoniae, Citrobacter freundii ve diger Enterobacteriaceae
Uyelerinde bulunmaktadir (70)

3. 7. 4. inhibitor Direncli ve Genis Spektrumlu Beta -Laktamazlar:

Bu enzimler E. coli'de tanimlanmis plazmid kékenli inhibitor direncli
genis spektrumlu beta-laktamazlardir. 1997 yilinda Fransa'da E. coli
susundan, TEM-15 ve TEM-33 beta-laktamazlarina denk gelen mutasyonlu
bir TEM-1 beta-laktamaz kompleks mutanti tanimlanmistir (71). Bu beta -

laktamazlar, distik dizeyde beta-laktamaz inhibitorlerine ve yiikse k diizeyde
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de genis spektrumlu sefalosporinlere direng gosterir. Yine 1997 yilinda
Yunanistan'da inhibit6r direng gosteren SHV tirevi bir sus tarif edilmistir (72).
3. 7. 5. Karbapenemazlar:

Karbapenem grubu ajanlara da etkili beta-laktamazlar genetik ve
biyokimyasal olarak birbirinden farkli, cogu yalniz karbapenemlere degil beta -
laktam ajanlara da etkili enzimlerdir (73). Bu nedenle sadece karbapenem
grubu beta-laktam ajanlara afinitesi diger beta-laktamlara kiyasla daha fazla
olan metalloenzimler ‘karbape nemaz’ olarak adlandiriimaktadir.

Metallobeta-laktamazlar, Bush siniflamasinda fonksiyonel grup 3
icerisinde yer alan ve simdiye kadar goérdigumuiz enzimlerden farkh olarak
aktif bolgelerinde bir Zn*? iyonu bulunan enzimlerdir (74). Dolayisi ile bu
enzimler klavulanat, tazobaktam, sulbaktam gibi klasik beta -laktamaz
inhibitérlerinden etkilenmezken EDTA gibi bir metal selatort ile inaktive
olurlar. Bu enzimlerin en 6nemli 6zelligi monobaktamlar hari¢ tim beta -
laktamlari ve bu arada karbapenemleri de hidrolize edebilmeleridir. Onceleri
bu grupta sadece kromozomal enzimlerin varhgi bilinirken 1991'de
Japonya’da S. marcescens ve P. aeruginosa suslarinda plazmid kokenli bir
metallo-beta-laktamaz (IMP-1) saptanmasi, karbapenemlerin gelecegi
konusunda endise dogurmustur (75, 76).

3. 7. 6. Plazmid Aracili Sefalosporinazlar (Sefamisinazlar):

GSBL’lerle birlikte plazmid aracili sefalosporinazlarin ortaya c¢ikisi
1980’li yillarin sonuna rastlar. Bunlar kromozomal (AmpC) olarak yerlesmis
sefalosporinazlarla baglantilidir. Bu grubun ilk enzimi olan MIR-1, K.
pneumoniae’dan izole edilmistir (77). Bu enzimlerin ortak 06zelliklerinin

basinda klavulanat, sulbaktam veya tazobaktam ile inhibe olmamalar
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gelmektedir. Tuim sefalosporinler, monobaktamlar ve sefamisin’ler bu
enzimler tarafindan etkin bir sekilde hidrolize edilmektedir (3).

ABD’ de 20 degisik hastanede 1995 yilinda yapilan bir ¢calismada,
AmpC tipi plazmid kaynakli enzimlerin gorilme sikhginin, TEM tipi
GSBL’lerden ¢ok oldugu gosterilmistir (66). Bu enzimler sefamisinle re daha
fazla diren¢ olusturmalart ve seftazidim direncinin klavulanat ile
giderilememesi ile genis spektrumlu beta -laktamazlardan ayirt edilmektedirler
(52).

3. 8. GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ ARASTIRMA
YONTEMLERI:

GlUnumuzde, gunluk laboratuar uygulamalari esnasinda genislemis
spektrumlu beta-laktamazlarin taninmasi icin kullanilan bazi ydntemler
gelistirilmistir.  Bununla birlikte GSBL suslarinin saptanmasinda bazi
sorunlarla karsilasiimaktadir.

Oncelikle soyutlanan suslarin GSBL enzimini disik seviyede Uretmesi
nedeniyle in vitro deneylerde antibiyotik duyarlihgi gdzlenmesine ragmen
klinik kullanimda basarisizlik izlenebilir (44). GSBL Ureten suslarin ¢ogu
seftazidim ve aztreonama karsi belirgin direng gosterirken, sefotaksim’e karsi
o derece direncli olmayabilmektedir. Dolayisiyla, 3. kusak sefalosporinlerin
duyarlihginin saptanmasinda sefotaksim tek basina kullanildiginda, bazen
test edilen sus 3. kusak sefalosporinlere karsi duyarli olarak gozlenebilir. Bu
ise hem klinik kullanimda yanilgilara, hem de GSBL'nin atlanmasina neden
olacaktir. Soyutlanan suslarin antibiyotik duyarlihlk deneyleri esnasinda
inokulum etkisi ile yalanci direnclilik veya yalanci duyarlihk gibi tablolara

rastlanilabilmektedir. GSBL saptanmasi icin yapilacak islemlerde beli rtilen
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standartlara uyulmamasi sonucu sorunlar olabilir. Ornegin; seftazidim,
sefotaksim ve aztreonam disklerinin klavulanata olan uzakligi ortalama 25
mm olarak onerilmektedir (NCCLS) (20-30 mm arasli). Bu degerler dikkat
edilmeden yapilacak islemler sonucu yalanci pozitif veya yalanci negatiflikler
artacaktir (78).

Bazi GSBL tipleri klavulanat sinerjizmi gostermeyebilir. GSBL
taniminda sinerjizmin gézlenmesine asiri guivenmemek gereklidir (52). GSBL
Ureticisi olabilen suslar, AmpC gibi GSBL olmadigi halde sefalosporin direnci
saglayan enzimler Uretebilmektedir. Bdylesi bir durumda, bu suslarin
sefamisin direncinin veya duyarhliginin saptanmasi; ayrica, beta -laktam
ajanlar arasinda, Livermore tarafindan belirtildigi sekilde, antagonist zon
daralmasinin gorilmesi enzimlerin ayriminda faydali olacaktir (52).

Gunumizde GSBL gosterilmesinde kullanilan bazi ydntemler
sunlardir;

3. 8. 1. Cift Disk Sinerji Testi:

Bu ybntemde, GSBL varligi arastirilan izolattan McFarland 0,5
standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan bakteri sispansiyonu
Mueller Hinton agar plagina yayilr. Plagin ortasina bir amoksisilin -klavulanik
asit diski (AMC; 20/10 mq) ile etrafina disk merkezleri arasindaki uzaklhk 30
mm olacak sekilde seftazidim (CAZ), seftriakson -sefotaksim (CRO-CTX),
aztreonam (AZT) veya sefpodoksim (POD) diskleri yerlestirilir. 18 —20 saat
35°C’de inkuibasyondan sonra sefalosporin veya AZT etrafindaki inhibisyon
zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin Gremedigi bir

sinerji alaninin bulunmasi GSBL varligini gosterir (79, 80).
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3. 8. 2. Uc Boyutlu Test;

Bu testte de disk difizyon yontemi esas alinir, disk diflizyon testinden
teknik olarak farki ek olarak petri kutusunun merkezine yakin tarafta ve
antibiyotik disklerinin 3 mm uzagindan besiyerinin dairesel sekilde
kesilmesidir.

Bu yontemin esasi kesilen yariga ekilen susun GSBL (retip
Uretmediginin saptanmasidir. Eger yariga ekilen sus GSBL (retiyorsa
antibiyotiklere ait inhibisyon zonunda yarik hizasinda bozulma ya da kesilme
gorulecektir.

Yontemde sefriakson, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam diskleri
kullanilir. Besi yeri 37°C’de 18-20 saat inkiibasyona birakilir ve sonug ¢iplak
gozle degerlendirilir (79-81).

3. 8. 3. Kombine Disk Metodu:

Bu metod, sefalosporin ve sefalosporin -klavulanat iceren disklerin zon
caplarinin karsilastiriimasi ile yapilir. GSBL varliginda klavulanik asit iceren
kombinasyonun zon c¢aplr daha genis olacaktir. NCCLS, sefotaksim -
sefotaksim/klavulanat  (30+10 mg CTX-CTX/L) ve  seftazidim-—
seftazidim/klavulanat (30+10 mg CAZ-CAZ/L) disklerinin kullaniimasini
onermektedir (78). Bu tip diskler ticari olarak mevcuttur (Oxoid ‘kombine
disk’ / ingiltere ve MAST DD). Zali ve ark (82) NCCLS icin Mast DD diskleri
ile calismalar yapmis ve bu diskler ile GSBL varligini %93 gibi bir oranda
tespit edebilmistir. Sadece CAZ ve CTX ciftlerinin tek bagslarina kullaniimasi
ile tespit orani %86 ve 66 da kalmistir (82). Diger kombine disk sistemi olan
Oxoid ise sefpodoxim-sefpodoxim/klavulanat icermektedir (10-10+1 mg). Bu

disklerin kullaniminda inhibitor eklenmis taraftaki zon capinin inhibitbrsiiz
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olan taraftaki ¢captan >5 mm fazla olmasi GSBL tanisi koymak igin yeterlidir.
Bu yontem NCCLS ile metodolojisine gore dogrulandiginda GSBL Ureten
Klebsiella’lar icin yaklasik %100 duyarhlik ve 6zgullige sahi ptir. Bu metod ile
ayrica GSBL uretenlerle AmpC veya K1 enzimi Ureten Klebsiella’lar da
ayrilabilmektedir. AmpC veya K1 enzimi uretenler klavulanat eklenmis tarafta
herhangi bir genislemeye veya ¢ok az bir agilima neden olurlar (52).

3.8.4. E-Test:

Bir ucunda seftazidim (CAZ) [veya sefotaksim (CTX)] diger ucunda
seftazidim-klavulanat (CAZ-L) [veya sefotaksim-klavulanat (CTX-L)] gradienti
bulunan E-Test stripleri ile yapilir. (AB Biodisk Solna/isve¢ ve Cambridge
Diagnostic Service/ingiltere). Test edilece k sus plak lizerine yayildiktan sonra
strip yerlestirilir. Bir gecelik 35°C inkiibasyondan sonra CAZ/CAZ-L (veya
CTX/CTX-L) oranina bakilir. Oran 8 ve Uzeri ise GSBL Uretimi var demektir.
Yine CTX-M tip GSBL dretiminin oldugu durumlarda CTX-CTX/L stripleri
kullaniimasi daha uygundur (52, 78, 82).

3. 8. 5. Mikrodilisyon Testi:

Pratik olarak uygulanan GSBL saptama testlerinden degildir. Bu
durumda sefotaksim ve seftazidim minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri, hem tek baslarina hem de klavulanik asit (4 pgr/mL) varhginda
saptanir. Klavulanik asit varliginda MiK degerlerinde >3 log 2 (8 kat) azalma
GSBL gostergesi olarak kabul edilir (83).

3. 8. 6. Otomatize Sistemlerle GSBL Tanimlanmasi (VITEC GSBL
Kartlari Bio Mérieux/Fransa):
Seftazidim ve ya sefataksim tek basina ve klavulanik asit ile birlikte

kombinasyonu yontemine dayanan GSBL testidir. Klavulanat igeren

36



kuyucuklar, tek basina ilag iceren kuyucuklarla karsilastiriidiginda énceden
tahmin edilen tremedeki azalma miktart GSBL varligini gost ermektedir (84).
3. 8. 7. Molekuler Tayin Yontemleri:

Yukarida tarif edilen testler sadece GSBL varligini ortaya koymaktadir.
Klinik izolatta hangi 6zgll GSBL tipinin oldugunun aydinlatiimasi ise ¢ok
daha karmasiktir. GSBL calismalarinin ilk donemlerinde izoelektrik noktanin
tayini, genellikle GSBL varliginin gosterilmesi icin yeterliydi. Sayilar gittikge
artan TEM tipi beta-laktamazlarin benzer izoelektrik noktalara sahip olmalari
nedeniyle GSBL'nin izoelektrik noktayla tayini arttk mimkin degildir. Ayni
durum GSBL'lerin SHV, CTX-M ve OXA aileleri icin de gecerlidir (85).

Bir enzim ailesine ait beta-laktamazlarin varlhidini tayin etmek igin
kullanilan en kolay ve en yaygin molekiler yontem beta -laktamaz genine
Ozgul oligontkleotid primerlerinin kullanildi§ 1 ‘polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’ dur. Bununla birlikte PCR, TEM veya SHV'nin farkli varyantlarini ayirt
edemez(85).

TEM tipi beta laktamazlarin alt tiplerinin saptanmasinda kullanilan bir
yaklasim; PCR’a “restriction fragment lengt polymorphism” (RF LP) analizinin
eklenmesidir. Bu testte amplifiye edilmis PCR drdnleri restriksiyon
endonukleazlari ile sindirime tabi tutulur ve arta kalan fragmanlar elektroforez
ile ayrilir (85).

SHV tirevlerinin tayini ve tanimlanmasi icin ise farkh birkag test
gelistiriimistir. Bunlarin icinde en basiti yine polimeraz zincir reaksiyonu -

restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) dir (85).
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3. 9. PCR VE BETA LAKTAMAZLARIN PCR ILE BELIRLENMESININ
ONEMI:

Kary Mullis'in bulusu olan ve kendisine Nobel ddult kazandi ran PCR
nukleik asitlerin in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Aslinda
deoksiribonukleik asit (DNA) ¢cogaltma yontemi de denebilir ¢linkl ribonukleik
asit (RNA) cogaltilmak istendiginde dnce revers transkriptaz kullanilarak DNA
kopyasi ¢ikarilir ve PCR ile bu DNA molekili ¢cogaltilir (86).

Hucre icinde gerceklesen dogal DNA replikasyonu, PCR ile tlp
icerisinde taklit edilir. DNA’nin yiksek i1siya dayanikli bir molekil olmasi
sayesinde, hicre icerisinde DNA replikasyonunu saglayan enzimlerin
gorevini burada 1si gibi fiziksel etmenler saglar. Ornegin replikasyonun
baslayabilmesi icin gerekli olan iki DNA zincirinin birbirinden ayriimasi
ortamin 94°C’a isitiimasi ve boylece iki zincir arasindaki hidrojen baglarinin
kirlimasi ile saglanir. Yine hiicre icinde replikasyonun baslamasini primaz
denen enzim saglarken PCR’da replikasyonun baslayacagl bdlgeye 6zgil
olarak baglanan primerler tepkime karisimina énceden konur (86).

PCR ile DNA'nin c¢ogaltiimasi icin tepkime karisiminda su maddeler

bulunmahdir:

o)

. Cogaltilacak olan kalhp DNA

2. Bu DNA’dan cogaltilmasi planlanan bélgenin iki ucundaki DNA
dizisine 6zgul olarak taniyip baglanacak olan primer

3. Primerlere baglanip 3’ ucundan nikleotidleri ekleyerek sentez

yapacak olan Taq DNA polimeraz

4. Sentezde kullanilacak olan deoksi nukleotid trifosfatlar (ANTP),
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5. Polimerazin calismasi igin gerekli tampon gorevi yapacak
maddeler

6. Tuzlar (genellikle tris ve KCI)

7. Enzimin ¢alismasi i¢cin énemli bir kofaktor olan Mg++ iyonlari
(86).

PCR (¢ degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongi halinde
tekrarlanmasi ile gerceklesir. ik basamak 94°C'de iki DNA zincirinin
birbirinden ayrildii denatiirasyon basamagidir. ikinci basamak sicakhigin
dusurulmesi ile (50-70°C) primerlerin cogaltilarak bdlgelerin  uclarinda
kendine 6zgul dizileri tantyip baglanmasi (annealing), tUg¢lnclu basamak ise
DNA polimerazin g¢alistigi optimum sicakliga karisimin getiriimesi ve kalip
DNA'ya uygun nukleotidlerin 3’ ucundan itibaren eklenerek primerlerin
uzamasidir (extension). Bu U¢ basamak bir donguyu ol usturur ve her
tekrarlanista iki primer arasinda kalan 6zgul DNA parcgasinin her iki zincirinin
birer kopyasi ¢ikariimig olur (86).

Cogaltilan DNA parcalari bircok degisik yoéntemle belirlenebilir.
Bunlardan en yaygin olani agaroz jel elektroforezdir. Elde e dilen Urlnler
elektroforezde aynistirilir ve DNA bantlari etidyum bromidle boyanarak
gorundr hale getirilir. Elektroforez esnasinda DNA molekul agirigi standardi
kullanilir ve PCR UrUnlerinin blyukliga énceden bilinen DNA molekiilleri ile
karsilastirilarak belirlenir (86).

PCR teknikleri birgok laboratuar tarafindan klinik drneklerden spesifik
bakteri, viris arastiriimasinda ve kisith calismalarda direkt beyin omurilik
sivisi  ve balgamdan bakteriyel diren¢ genlerinin arastirimasinda

kullaniimaktadir (87).

39



Genotipik yaklasimla antibiyotik direncini DNA seviyesinde belirlemek
onemli bir alternatif sunar. Bu yontemle ciddi enfeksiyonlarda duyarli, 6zgul
ve hizli bir sekilde klinisyene bilgi saglanir. PCR diren¢g mekanizmalarinin
ortaya clkariimasinin yani sira diren¢ genlerinin epidemiyolojisi igin de
kullanilir (88).

Molekuler yontemler, enzimlerin tanimlanmasinda rutin laboratu arlar
icin uygun yontemler olmamakla birlikte epidemiyolojik arastirma maksadiyla
yaygin olarak uygulanmaktadir. Klinik izolatlarda 6zgul GSBL'yi gosteren
molekiler yontemler daha komplikedir. GSBL c¢alismalarinda erken
donemlerde izoelektrik noktanin belirlenmesi genellikle GSBL teshisinde
yeterliydi. Bununla birlikte izoelektrik noktasi hemen hemen ayni olan
doksanin Uzerinde TEM tipi beta-laktamaz bulunmasiyla izoelektrik nokta
tarafindan GSBL belirlenmesi uzun dénem mumkun olmadi. Beta -laktamaz
tiplendirmesinde sik olarak uygulanan izoelektrik odaklama yontemi sadece
enzim ailesini gostermekte, enzimin kesin olarak tanimlanmasi ise d izi analizi
ile mimkdn olmaktadir (9,10).

Onceleri beta-laktamaz genlerinin tespitinde SHV ve TEM enzimleri
icin spesifik olan DNA problar kullaniimaktaydi. Beta -laktamaz genleri igin
spesifik olan oligontkleotid primerlerinin gosterildigi PCR yontemi bet a-
laktamaz belirlenmesinde kullanilan en yaygin ve en kolay molekiler
yontemdir. Bu primerler genellikle meydana gelis nedeni bilinmeyen cesitli
nokta mutasyonlari ile olugur. Bununla birlikte PCR; TEM ve SHV'nin ¢esitleri
icindeki farkhh@r ayiramaz. Zincirler olmaksizin GSBL'nin belirlenmesi ve
tiplendirilmesini amaclayan baska molekuler metotlarda onerilmektedir (9,

10).
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Molekuler yontemlerin dikkatli bir epidemiyolojik arastirma ile birlikte
kullanilmasi ¢ogunlukla problem olan mikroorganizmalar in  kaynagini
bulmamiza ve gerekli dnlemlerin alinmasiyla bu mikroorganizmanin hastane
icinde yayilminin énlenmesine ve epidemilerinin arastiriimasina yardimci

olacaktir (9, 10).
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4. GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Firat Tip Merkezi’'nde yatan hastalardan Enfeksiyon
Hastaliklari Laboratuari'na 14 Ekim 2006 - 14 Ekim 2007 tarihleri arasinda
gonderilen kultar orneklerinden (idrar, kan, yara vb.) izole edilen ve GSBL
oldugu cift disk sinerji testi (CDST) ile gosterilen 50 adet E. coli ve 50 adet
Klebsiella spp. susu ¢alismaya alindi.
4. 1. Klinik izolatlarin identifikasyonu:

Kaltara yapiimak Uzere laboratuara gonderilen cesitli klinik érnekler
%5 koyun kanli ve eosin methylene blue (EMB) agar besiyerlerine e kildi.
Ekimler aerobik kosullarda 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. EMB’de
ureyen mikroorganizmalar laktozu kullanma 6zelliklerine gére degerlendirildi.
Laktoz kullanimi pozitif olan kolonilerin Gram boyama ile Gram negatif
oldugu gosterildi. Bu kolonilerden daha sonraki islemlerde kullaniimak Gzere
kanli agar besiyerine pasaj alindi. 5-6 saat 37°C’de tekrar inkiibe edildi.
Ureyen mikroorganizmalarda oksidaz deneyi yapildi. Oksidaz negatif
koloniler icin ileri tamimlama islemlerine gecildi. Hareket b esiyerine,
glukozdan asit ve gaz olusturma, sukroz ve laktoza etki ve H ;S olusturma
ozelliklerini incelemek icin U sekerli demirli besiyerine (TSI), indol, metil
kirmizisi ve Voges Proskauer, sitrat tiketimi ve Ureye etkilerini arastirmak
icin ilgili besiyerlerine ekimler yapildi. 24 saatlik inkibasyondan sonra
degerlendirildi. E. coli, K. pneumonia ve K. oxytoca oldugu gdsterilen suslar
calismaya alindi (12).
4. 2. Antibiyotik Duyarhlik Durumunun Belirlenmesi:

Tanimlanan suslarin antibiyotik duyarliliklari Committee for Clinical

Laboratory Standarts (CLSI) kriterlerine goére Kirby Bauer disk diftizyon
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yontemi ile ticari antibiyotik diskleri (Oxoid Basingstoke, Hampshire, ingiltere)
kullanilarak yapilmistir.

Bu amagla; E. coli ve Klebsiella spp. olarak tanimlanan suglar 5 ml’lik
buyyonlara ekildikten sonra 35°C'de 18-24 saat inkiibe edildi. Taze bakteri
kiltarlerinden steril fizyolojik tuzlu su igerisinde 0.5 McFarland bulanik hginda
suspansiyonlari hazirlandi. Bu bakteri sispansiyonuna steril pamuklu
ektvyon batirildi ve eklvyon tupin kenarina bastirilarak fazla inokulum
uzaklastirildi. Bakteri emdirilmis ekivyon, 120 mm capindaki plaklara 4 mm
kalinhginda dékulmuas Mueller Hinton agar besiyeri ylzeyine plagl tamamen
kaplayacak sekilde sdruldd. Plaktaki nemin kaybolmasi igin 5-6 dakika
bekletildikten sonra antibiyotik diskleri Kirby -Bauer disk difiizyon yontemine
uygun sekilde steril pens ile besiyeri yuizeyine yerlestirildi. Tim plaklar 35 °C
de 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi plaktaki inhibisyon zon ¢ aplari
cetvel ile 6l¢lldi. Sonucglar CLSI'nin 6nerdigi yorumlama kriterlerine uygun
degerlendirildi (90).

Suslarin antibiyotik duyarhhdini belirlemek icin; amoksisilin klavulanat
(AMC 20/10 mcg), seftriakson (CRO 30 mcg), seftazidim (CAZ 30 mcg),
Sefotaksim (CTX 30 mcg), Aztreonam (ATM 30 mcg), Sefoksitin (FOX 30
mcg), imipenem (iPM 10 mcg), Meropenem (MEM 10 mcg), sefoperazon -
sulbaktam (CES 75/30 mcg), piperasilin-tazobaktam (TZP 100/10 mcg),
amikasin (AN 30 mcg), siprofloksasin (CIP 5 mcg), Ko -trimaksazol (SXT
23,75/1,25 mcg) diskleri kullaniidi.

4. 3. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz Arastirilmasi:
Bu amacla cift disk sinerji testi (CDST) kullanildi. Bakteri

suspansiyonlari 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanarak Mueller Hinton
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agar uzerine yayildi. Plagin ortasina amoksisilin -klavunat diski (AMC 20/10
mcg), cevreye ise merkezden merkeze uzakligt 30 mm olacak sekilde
seftazidim (CAZ 30 mcg), sefotaksim (CTX 30 mgc), seftriakso n (CRO 30
mcg), aztreonam (ATM 30 mcg) diskleri yerlestirildi. 35°C’de 18-20 saatlik
inkiibasyondan sonra c¢evredeki disklerden herhangi birinin inhibisyon
zonunun AMC diskine dogru belirgin sekilde genislemesi olumlu sonug olarak
degerlendirildi. inhibisyon zonunun ¢ok dar veya genis oldugu durumlarda,
diskler arasi mesafe 20 mm ve 40 mm olarak ayarlanip test tekrar edildi (80,
91-93).

4. 4. Suglarin Saklanmasi:

GSBL  oldugu  gosterilen  suslar  mikrobanklara  (Pro -lab
Diagnostics/Richmond Hill, Canada) pasaj alindi ve genotipik direnc
paternleri calisilincaya kadar -70 °C de muhafaza edildi.

4. 5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu;

Genotipik direng paternleri Selguk Universitesi Meram Tip Fakdltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'nda PCR yontemi ile
calisildu.

4. 5. 1 Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanisi
1. Proteinaz K c¢ozeltisi

2. Buffer AL (lysis buffer)

3. Buffer AW1 (yikama tamponu 1)

Hazirlanmasi: ilk kullanimdan énce 19 ml'lik siselerdeki konsantre
Buffer AWL1 solliisyonu tzerine son hacmi 44 m| olacak sekilde %96-100’luk
etanol (25 ml) eklendi.

4. Buffer AW2 (yikama tamponu 2)
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Hazirlanmasi: ilk kullanimdan 6nce 13 ml'lik konsantre Buffer AW2
soliisyonu Uzerine son hacmi 43 ml olacak sekilde %96 -100’lik etanol (30
ml) eklendi.

5. Buffer AE soliisyonu (Elution buffer)
6. Buffer ATL soliisyonu (Tissue lysis buffer)
4.5. 2. DNA izolasyonu (Ekstraksiyon):

Steril ependorflara 180 mikrolitre (pl) buffer ATL solisyonu konuldu.
Kanl agarda Uretilen taze kultir plagindan steril inokulasyon halkasiyla
birkac koloni alindi ve buffer ATL’nin iginde iyice calkalanarak ¢ozuldi.

Uzerine 20 pl Proteinaz K gozeltisi konularak vortekslendi ve érnek
tamamen parcalanana kadar 56°C bekletildi. Ornegin dagiimasini
kolaylastirmak i¢in 20 dk’'da bir votekslendi. Karisim t amamen homojen hale
geldikten sonra ependorfun kenarindaki damlaciklarin asagiya inmesi igin
kisaca santrifijlendi.

Ornegin Gzerine 200 puL Buffer AL eklendi. 15 saniye vortekslendikten
sonra 70°C'de 10 dk beklendi. Yine damlaciklarin asagiya inmesi icin k 1sa
sure santriftjlendi.

Ornegin (izerine 200 pL etanol (%96-100) eklenip 15 saniye
vortekslendi. Tupun kenarindaki damlaciklari asagiya indirmek igin kisa sureli
santriftjlendi ve homojen bir soliisyon elde etmek igcin 5 dk beklendi.

Bir QIAamp Spin kolonu 2 ml’lik temiz bir toplama tupdnin igine
yerlestirildi. Elde edilen karisim QIAamp Spin kolonuna dikkatlice konuldu.
Kapagl kapatilip 8000 rpm'de 1 dakika santrifijlendi. icinde sivi biriken
toplama tipu atildi. QIAamp Spin kolonu 2 ml'lik temiz bir toplama tlpundn

icine yerlestirildi.
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Kolonun kapagi acildi ve tipin ceperine degmeden 500 uL Buffer
AW?2 eklendi. Kapag@i kapatilip 8000 rpm de 1 dk santrifiijlendi. icine sivi
biriken toplama tipu atildi. QIAamp Spin kolonu 2 ml'lik temiz bir toplama
tipdndn icine yerlestirildi.

Kolonun kapagi tekrar acildi ve tipin ceperine degmeden 500 pL
Buffer AW2 eklendi. Kapagi kapatilip 13.000 rpm’ de 3 dakika santriftjlendi.
icine sivi biriken toplama tiipi atildi.

QIAamp spin kolonu 1.5 ml'lik temiz bir mikrosantrifij tiptndn icine
yerlestirildi. Kolonun kapag! tekrar agildi ve tlpin ¢eperine degmeden 200
pL buffer AE eklendi. Kapagi kapatilip oda 1sisinda 1 dk bekletildikten sonra
8000 rpm de 1 dk santriftijlendi.

Genomik DNA PCR reaksiyonuna kadar -20°C saklandi.

Calismada pozitif kontrol olarak Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan temin edilen TEM ve SHV pozitif
suglar kullanildi. Bu suslardan da DNA izolasyonu vyapildiktan sonra
calismalarin tim asamalarinda pozitif kontrol olarak k ullanildi.

4. 5. 3. TEM Tipi Beta-Laktamaz Genleri icin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR):

Calismada PCR yontemi ile TEM grubuna 6zgl primerler kullanilarak
suslarin sahip oldugu TEM tipi b eta-laktamaz enzimi arastirildi. TEM geninin
saptanmasinda TEM-F: 5-GTGTCGCCCTTATTCCCTTT-3' ve TEM-R: 5'-
GCTTAATCAGTGAGGCACCTATCT -3’ (lontek-Tiirkiye) primerler kullanildi.
Toplam hacim 25 pL olacak sekilde amplifikasyon karisimi hazirlandi.

Amplifikasyon tupundn icerigi, 100 uM 10X amplifikasyon tamponu, 10 mM
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dNTP miks, 0.5 puM her bir primer, 5 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz ve
3 UL DNA ekstraksiyon drun ile elde edildi.

Amplifikasyon icin GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosysstems/Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri) cihazi kullanildi.
Amplifikasyon tipleri cihaza yerlestirilerek 95°C’de 15 dakika; 95°C'de 45
saniye, 58°C’de 45 saniye, 72°C’de 90 saniye toplam 50 siklus; 72°C’de 5
dakika inkibasyon uygulandi. Cogaltma sonrasi ornekler agaroz jel
elektroforez hazirlanana kadar +4°C de tutuldu.

4. 5. 4. SHV Tipi Beta Laktamaz Genleri igin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR):

SHV Tipi beta laktamaz genlerinin varligini gostermek icin SHV
grubuna 0zgu primerler kullanilarak PCR vyapildi. SHV geninin
saptanmasinda SHV-F: 5-CTGAATGAGGCGCTTCCC-3' ve SHV-R: 5'-
CCCGCAGATAAATCACCA-3' (lontek-Tiirkiye) primerler kullanildi. Toplam
volim 25 pL olacak sekilde amplifikasyon miksi hazirlandi. Amplifikasyon
tipdndn iceriginde, 100 uM 10X amplifikasyon tamponu, 10 mM dNTP miks,
0.5 pM her bir primer, 5 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz ve 3 uL DNA
ekstraksiyon Urinu ile elde edildi.

Amplifikasyon icin GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems/Kaliforniya Amerika Birlesik Devletleri) cihazi kullanildi.
Amplifikasyon tipleri cihaza yerlestirilerek 95°C’de 15 dakika; 95°C'de 45
saniye, 55°C’de 45 saniye, 72°C’de 90 saniye toplam 50 siklus; 72°C’de 5
dakika inkibasyon uygulandi. Cogaltma sonrasi oOrnekler agaroz jel

elektroforez hazirlanana kadar +4 °C de tutuldu
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4. 5. 5. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezde
Goruntulenmesi:

Agaroz jelin hazirlanmasi; 2 gr agar (Sigma, St. Louis, Amerika
Birlesik Devletleri) 100 cc 0,5X TBE (Trisbuffer EDTA, Sigma, St. Louis,
Amerika Birlesik Devletleri) ile karistirildi. Tamamen ¢o6zilmesi icin 5 dakika
kadar kaynatildi. Uzerine 1 damla % 1'lik Etidyum bromur damlatilarak 10
dakika kadar sogumaya birakildi.

Elektroforez tankinin jel dokme kalibi yikanip kurulandiktan sonra jelin
disarilya akmasini 6nlemek icin kalibin her iki ucuna birbirine paralel 0.75 mm
kalinhginda iki adet plastik cubuk vyerlestirilerek jel havuzu olusturuldu.
Kalibin bir ucuna yakin olacak sekilde kuyucuklari olusturmak tzere 15 disli
bir tarak yerlestirildi Hazirlanan jel kalibin tGzerine plastik ¢cubuklar arasinda
kalacak sekilde yaklasik 1 cm kalinliginda hava kabarcigl olusturmadan
dokuldd. Kahbin igindeki jelin katilasmasi icin oda sicakliginda yaklasik 30 dk
bekletildi. Katilasan jel kalibi taraklar ¢ikartildiktan sonra kuyucuklar negatif
kutupta olacak sekilde dikkatlice elektroforez tankinin igine yerlestirildi.
Tankin ici jelin Gzeri tamamen kapanincaya kadar 0.5X TBE ile dolduruldu.
Cogaltiimis DNA o6rneklerinin her birinden 2 pL alinip parafin Gizerinde 0.3 pL
Loading dye solusyonu ile karistirildi. Karisim daha sonra agaroz jel
kuyucuklarina yerlestirildi. Son kuy ucuklara bir pozitif bir de negatif kontrol
konuldu. Sonra tankin kapagi kapatildi, pozitif ve negatif elektrotlar
yerlestirildi ve 150 voltta 20 dakika yuratuldd. Olusan bantlar DNA molekdler
agirlik standardi GeneRuler 100bp DNA Ladder (#SMO241, Ferment es) ile

karsilastirilarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR

Firat Universitesi Firat Tip Merkezi'nde yatarak takip ve tedavi edilen
hastalardan Enfeksiyon Hastaliklari Laboratuari'na rutin olarak gonderilen
kiltir orneklerinden izole edilen ve cift disk sinerji testi (CDST) ile GSBL
oldugu gosterilen 50 adet E. coli, 37 adet K.pneumoniae ve 13 adet K.
oxytoca olmak Uzere toplam 100 adet sus ¢calismaya alindi.
5. 1. Orneklerin izolasyon Y erleri:

Calismaya alinan suslarin blyik cogunlugu (%75) idrar 6rneklerinden
elde edildi. ikinci sirada cerrahi yara érnekleri mevcuttu (%8).
Calisilan  drneklerin izolasyon vyerlerine goére dagihmi  Tablo 4'de
gosterilmigtir.

Tablo 4. Orneklerin izolasyon yerlerine gore dagihmi .

BAKTERILER
E. coli K. pneumoniae K.oxytoca Toplam
ORNEK Say!I % Say!I % SayI % SayI %
idrar 40 80 24 65 11 84.7 75 75
Kan 5 10 2 54 0 0 7 7
ETA 1 2 6 16.2 0 0 7 7
Cer. yara 3 6 3 8 2 15.3 8 8
Diger 1 2 2 5.4 0 0 3 3

TOPLAM 50 100 37 100 13 100 100 100

Aciklama: ETA: endotrakeal aspirat, Cer. yara: cerrahi yara, Diger; periton mayi,

vajinal akinti, damarici kateterler vb.
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5. 2. Antibiyotik Duyarhlik Durumu:

Calismaya alinan E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda karbepenemlere
karsi direnc saptanmadi.

Beta-laktamaz inhibitoru iceren kombine antibiy otiklerden sefaperazon-
sulbaktam (CES)‘a kars! duyarliligin hem E. coli de hem de K. pneumaniae
ve K. oxytoca’'da daha iyi oldugu saptandi. Bu oranlar sirasi ile %84, %54 ve
%54 idi.

Beta-laktam antibiyotikler disindaki diger grup antibiyotikler
karsilastirnildiginda GSBL pozitif suslarda en duyarl antibiyotigin amikasin
oldugu saptandi. E. coli icin amikasin duyarhligr %94, K. oxytoca icin %92, K.
pneumoniae i¢in %86 olarak bulundu.

En az duyarh E. coli igin siprofloksasin (%12) bulunurken K.
pneumoniae ve K. oxytoca i¢in SXT (sirasi ile %11 ve %54) oldugu saptandi.

Calismaya alinan suslarin antibiyotiklere karsi duyarhliklari Tablo 5'de

sunulmustur.
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Tablo 5: Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarhliklari. (Not: Her situndaki

yuzdeler kendi sayilari ile oranlanarak elde edilmistir

ORNEK
E. coli K. pneumoniae K.oxytoca Toplam
Antibiyotikler  Sayi % SayiI % Sayi % Sayi %
iPM 50 100 37 100 13 100 100 100
MEM 50 100 37 100 13 100 100 100
AN 47 94 32 86 12 92 91 91
CES 40 80 20 54 7 54 67 67
FOX 38 76 20 54 10 77 68 68
TZP 33 66 16 43 6 46 55 55
SXT 22 44 4 11 7 54 33 33
AMC 7 14 5 14 2 15 14 14
ATM 7 14 8 22 2 15 17 17
CiP 6 12 19 51 10 77 35 35

Aciklama: MEM: Meropenem, iPM: imipenem, TZP: Piperasilin tazobaktam CES:
Sefaperazon sulbaktam AMC: Amoksisilin klavulanat, SXT: Ko-trimoksazol, CiP:

Siprofloksasin AN: Amikasin, ATM: Aztreonam FOX: Sefoksitin

5. 3. Enzim Tipleri:

Elektroforez sonrasi ayrilan bantlar UV 1sik kaynagi altinda video
kamera ile goruntulendi. Olusan bantlar DNA mole kiler agirlik standardi
GeneRuler 100bp DNA Ladder (#SM0O241, Ferment as Ontario, Kanada) ile

karsilastirilarak degerlendirildi. TEM igin beklenen bantlar 836 baz cifti (bp)
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ve SHV icin beklenen bantlar 291 bp uzunlugundaydi. Jelde bu baz ciftlerine

denk gelen bantlar o gen icin pozitif olarak kabul edildi (Sekil 2).

Sekil 2: Elektroforezde TEM ve SHV bantlarinin gosterilmesi .

1. bant SHV igin, 7. bant TEM i¢in DNA molekiler agirlik standardini géstermektedir
(GeneRuler 100bp DNA Ladder, #SM0O241, Fermentas Ontario, Kanada). 2, 3 ve 5.
bantlar SHV (291 bp) pozitif 6érneklere, 4 ve 6. bantlar SHV negatif 6rneklere ait
bantlardir. 8, 10, 11, 13. bantlar ise TEM (836 bp) pozitif drneklere ait iken 9 ve 12.
kuyucuklar TEM negatif drneklerdir.

Calismaya dahil edilen GSBL pozitif 50 E. coli susundan %76’sinda
(38 susta) TEM pozitif bulunurken %24’tiinde (12) TEM negatifti. ETA, cerrahi
yara enfeksiyonu ve kandan izole edilen tum 6rnekler (toplam 9 6rnek) TEM
(+) idi. Orneklere gore TEM pozitif ve negatif suslarin dagilimi tablo 6'da

gosterilmigtir.
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Tablo 6. E. Coli'de izole edildigi yerlere gore enzim tiplerinin dagilimi.

ENZIM TiPI
TEM(+) TEM(-) TOPLAM
ORNEK Say! % Sayi % Say! %
idrar 28 70 12 10 40 80
ETA 1 100 0 0 1 2
Cer. Yara 3 100 0 0 3 6
Kan 5 100 0 0 5 10
Diger 1 100 0 0 1 2
TOPLAM 38 76 12 24 50 100

Calisma grubuna alinan 50 Klebsiella spp. susu i¢cinde 43’'Unde (%86)

SHV pozitif bulunurken 7’sinde (%14) SHV negatif olarak saptandi. SH V

pozitif suslarin da 33’0 (%76.7) K. pneumoniae, 10'u (%23.3) K. oxytoca idi.

idrar ve ETA’dan izole edilen Klebsiella spp. suslarinda SHV pozitifliginin

daha yuksek oranda oldugu (sirasi ile %91.7 ve %100) saptandi.

izole edildikleri orneklere gére K. pneumoniae ve K. oxytoca

suslarinda enzim tiplerinin dagihmi tablo 7'de gosterilmigtir.

53



Tablo 7. K. pneumoniae ve K. oxytoca suslarinda izole edildikleri yerlere gore

enzim tiplerinin dagilimi.

MIKROORGANIZMALAR

K. pneumoniae K. oxytoca TOPLAM

ORNEKLER ENZIM TiPi SayI % SayI % SayI %
idrar SHV(-) 2 8.3 2 18.2 4 11.4
SHV(+) 22 91.7 8 81.8 31 86.6

ETA SHV(-) - - - - - -
SHV(+) 6 100 - - 6 100

Cer. Yara SHV(-) 1 33.3 1 50 2 40
SHV(+) 2 66.7 1 50 3 60
Kan SHV(-) 1 33.3 - - 1 33.3
SHV(+) 2 66.7 - - 2 66.7

Diger SHV(-) - - - - - -
SHV(+) 1 100 - - 1 100

TOPLAM SHV(-) 4 10.8 3 22.1 7 14
SHV(+) 33 89.1 10 76.9 43 86
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6. TARTISMA

Hastaneler girisimsel tani ve tedavi yontemlerinin giderek artan siklikla
uygulandigl ve antibiyotiklerin yogun olarak kullanildigi dolayisiyla da direncli
bakterilerin ortaya c¢lkmasi ve vyayllmasi icin uygun ortamlardir.
Antibiyotiklerin, diren¢ olusumuna dogrudan bir etkileri olmayip, duyarl
bakterileri ortadan kaldirarak direncli olanlarin seleksiyonunu saglamalarinin
yani sira, ortamda antibiyotik oldujunda bakteriler arasinda diren¢ geni
aktariminin daha fazla oldugu da bilinmektedir (94).

Hastane enfeksiyonlarindan izole edilen etkenlerin antibiyotiklere
direng oranlarn hastane disindan izole edilenlere gore daha yuksektir.
Turkiye'den  dokuz  merkezin  katildig! bir calismada hastane
enfeksiyonlarindan en fazla izole edilen Gram negatif bakterilerin
Pseudomonas spp., Klebsiella spp. ve E. coli oldugu gdsterilmis (95).

Gram negatif bakterilerde beta-laktamlara direng gelismesinde en
onemli mekanizma beta-laktamaz olusturmalaridir. Beta-laktamazlar;
penisilinler, sefalosporinler ve benzeri Dbeta-laktam halkasi iceren
antibiyotikleri hidrolize eden ve bu antibiyotiklere karsi direnc gelisimine
neden olan enzimlerdir (31, 32). Bu enzimler, penisilinler ve 1. kusak
sefalosporinleri etkin bir bicimde parcaladiklar halde, sefotaksim, seftazidim
ve aztreoman gibi genislemis spektrumlu beta -laktam ajanlara kisitli etki
gOsterirler.

1980°'li yillardan baslayarak genislemis spektrumlu beta -laktam
ajanlarin klinik tedavide yaygin kullanimlari sonucunda bu ana enzimleri
kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarina bagh olarak yeni enzimler

gelismistir. Bu enzimler genislemis spektrumlu beta -laktam ajanlari inaktive
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edebildikleri icin “geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)” olarak
adlandinimiglardir.

ilk GSBL enzimi 1983 yilinda Almanya’da bir K. pneumoniae susunda
tanimlanmistir (2). Bu tarihten sonra birgok tlkeden GSBL enzimlerini bildiren
¢alismalar siralanmis ve GSBL enzimleri yaklasik 10 yillik bir stre iginde tim
dinya icin ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir. Ulkemizde dahil olmak
Uzere tim dinyada gortulme sikhklarindaki bu hizli artis, GSBL enzimleri ile
ilgili bashca kaygilardan biridir. Kromozomal kaynakli GSBL (retimi
bildiriimekle birlikte dretimin genellikle plazmid kaynakli olmasi bakteriler
arasindaki hizh yayilhmin en 6nemli nedenidir (2, 4). GSBL Ureten suslarin
cogu hastane kokenli olup toplum kdkenli suslarda bu enzimlerin tretimi daha
az gorulmektedir. Ozellikle hastane ortamlarinda GSBL (reten b akteri
kolonizasyonlari gorilmekte ve nozokomiyal salginlara neden olmaktadir.
1998 yilinda hastane kokenli suslarda yapiimis ¢ok merkezli bir calismada,
merkezlere gore degismekle birlikte K. pneumoniae suslarinin %33-74’lndn,
E. coli suslarinin ise %0-27'sinin GSBL Urettigi gosterilmistir (52). Klebsiella
suslarinda bu enzimlerin daha yaygin olmalarinin nedenlerinden biri, bu
mikroorganizmalarin deri ve ylzeylerde diger enterik bakterilere gore daha
uzun sure canh kalabilmeleridir. Ancak plazmidlerin gecisi de direncin
yayllmasinda etkilidir (2, 52, 96)

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar basta seftazidim olmak Uzere
tum 3. kusak sefalosporinlere ve aztreonama karsi diren¢ gelismesine neden
olurlar. Ayrica bu enzimleri tasiyan bakteriler piperasilin ve mezlosilin gibi
genis spektrumlu penisilinlere kargl da direng gosterirler. Bu bakterilerde

karbapenem turevlerine karsi nadiren diren¢ gosterilmesine karsin, genellikle
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duyarl kabul edilirler (53). Yapilan birgok istatistiksel ¢calismada, GSBL pozitif
suslarinin beta-laktam olmayan antibiyotik direncinin GSBL Uretmeyen
suslara goére anlamli derecede yiksek oldugu bulunmustur (97).
Karbapenemler, GSBL Ureten bakterilere karsi kullanilabilecek en etkili
antibiyotik olma 6zelliklerini hala devam ettirmektedir (98-100). Ancak hayati
tehdit edici infeksiyonlar disinda her GSBL pozitif mikroorganizmanin neden
oldugu enfeksiyonda karbapenemler kullanilmamalidir. Son yillarda, GSBL
enzimlerinin hastanelerde asiri yayginlasmasi sonucu Klinisyenler gerek
ampirik gerekse proflaktik amagla baslanan antibiyotik tedavilerinde
karbapenemleri daha cok tercih etmektedirler. Bu ise, gereksiz ve yogun
karbapenem kullanimini beraberinde getirmis, imipenem veya meropenem
direncli bakteri suslarinin neden oldugu ciddi hastane ko kenli enfeksiyonlarin
gelismesine neden olmustur (98, 101). Lepper ve ark. (102) imipenem
tiketiminin P. aeruginosa’daki beta-laktam direnci ile korelasyon gosterdigini
saptamislardir.

Gultekin ve ark.’lar (103) 1995-1997 yillar arasi hastane enfeksiyonu
etkeni olarak izole ettikleri, GSBL pozitif E. coli'de %7, K. pneumoniae’de %4
oraninda imipenem direnci saptamiglarken, Glnseren ve ark.larn (51)
1996’da GSBL pozitif E. coli ve K. pneumoniae’da %8 oraninda imipenem
direnci saptamiglardir.

Mumcuoglu ve ark.lari (104) 2001-2003 yillari arsinda izole ettikleri
GSBL pozitif E. coli, Klebsiella spp. ve Proteus spp. suslarinda imipenem
direnci saptamamislardir.

Yurt disinda yapilmis bir calismada ise GSBL pozitif E. coli ve K.

pneumoniae’da %8 oraninda imipenem ve meropenem direnci saptanmistir
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(105). Ayni yazarlar bir baska arastirmada bu direncin %14’e yukseldigini
belirtmislerdir (106). Dandekar ve ark.’larinin (107) 2004 yilinda yayinlanan
calismalarinda ise 392 GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda
meropenem duyarlihgi %100 olarak bildirilmistir.

Yine Subat 2003-Mart 2004 yillan arasinda Kolombiya hastanelerinde
yapilan bir arastirmada GSBL pozitif suglarda karbapenem direnci
saptanmamistir (108).

Calismamizda da hastane enfeksiyon u etkeni olarak izole edilen GSBL
pozitif 50 E.coli ve 50 Klebsielle spp. suslarinda karbapenemlere karsi direng
saptanmadi. Bu sonu¢ Mumcuoglu, Dandekar ve ark.’larinin yaptig
calismalarla uyumlu bulunmustur.

Beta-laktamaz kokenli direncin onune ge¢mek icin yaklasimlardan
birisi de beta-laktamaza dayanikl olmayan bir antibiyotikle bir beta -laktamaz
inhibitdrint kombine etmektir. Bunun igin bazi antibiyotikler klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam ile kombine edilmistir (amoksisilin -klavulanat,
sefoperazon-sulbaktam, tikarsilin-klavulanat ve piperasilin-tazobaktam gibi).
inhibitorler beta-laktamazi déniisiimsiiz olarak inaktive ettiklerinden birlikte
oldugu antibiyotigin hidrolize olmasini  6nleyebilmektedirler. Bdylece
antibiyotige direncli olan pek ¢ok sus bu kombinasyonlara duyarli hale
gelmektedir. TEM tipi enzimler icin sefaperazon -sulbaktam en iyi
kombinasyondur (3).

Glltekin ve ark.lart (103) GSBL Ureten E. coli ve K. pneumoniae
suglarinda piperasilin-tazobaktam (TZP) duyarhligini %70 ve %62, Uraz ve

ark.’lari (109) %94.7 ve %61.8 oraninda bildirmiglerken, Ginseren ve ark.
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(51) GSBL ureten E. coli ve K. pneumoniae suslarinda %12.5 gibi oldukca
disik bir oranda bildirmiglerdir.

Asya-Pasifik Sirveyans Programi (SENTRY) (1998-1999) calisma
sonuclarina gére GSBL Ureten suslarin TZP duyarlihginin Ulkelere gore
farkhliklar gosterdigi ve E. coli'de %50-100 arasinda, K. pneumoniae’da ise
%50-96 arasinda degisen degerlerde oldugu saptanmistir (110).

Babini ve ark.larnin (111) yaptigi calismada da GSBL Ur eten
Klebsiella’larin piperasilin/tazobaktam’a direncinin yillara gore giderek arttigi
saptanmistir (1994’de %30, 1997 -8'de %63).

GSBL dreten Enterobactericaea Uyelerinde sefaperazon-sulbaktam
(CES) duyarliigi Ozbilge ve ark.larinin (112) yapti§i ¢calisma da %91, Lim ve
ark. (113) yaptigl calismada %90 gibi yiksek oranlarda bulmuslardir.

Calismamizda da GSBL pozitif E. coli, K. pneumoniae ve K. oxytoca
suslarinda sefaperazon-sulbaktam duyarhligi sirasiyla %80, %54 ve %54 iken
piperasilin-tazobaktam duyarlihgi %66, %43 ve %46 olarak saptanmistir. Bu
sonuclar karsilastirildiginda CES duyarhhiginin incelenen literattrler ile
uyumlu sekilde daha iyi oldugunu saptanmistir.

GSBL uretiminden sorumlu plazmidler aminoglikozid, kloramfenikol,
tetrasiklin ve silfonamid direnc genlerini de tasiyabildiklerinden GSBL (reten
suslar siklikla cogul direnclidir. 1995 yilinda Gulay ve ark.’larinin (114)
hastane kokenli K. pneumoniae suslari ile yaptiklari ¢calismada seftazidim
direncine yol acan ve izoelektrik noktasi 8.2 olan bir enzimle birlikte basta
kanamisin ve trimetoprim olmak Uzere amikasin, netilmisin, tobramisin,

tetrasiklin direncinin de nakledildigi gosterilmistir.
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Mumcuoglu ve ark.'lart (104) yaptigi calismalarinda beta-laktam disi
antibiyotiklerden en etkili antibiyotigin amikasin ve siprofloksasin oldugunu
bildirmislerdir.

Kocazeybek (115) amikasin ve siprofloksasinin en etkili antibiyotikler
oldugunu bildirirken, Gulay ve ark.lar (116) gentamisin ve siprofloksasini en
etkili antibiyotikler olarak bildirmisl erdir.

Kizirgil ve arkadaslar (117) kan kudltard orneklerinden izole edilen
GSBL pozitif enterik basillerde yaptiklari calismada beta -laktam disi
antibiyotiklerde duyarliigi isepamisin, amikasin ve siprofloksasin icin sirasi ile
%91, %89 ve %64 olarak saptanmiglardir

2000 yilinda 8 hastane yodun bakimindan izole edilen gram negatif
izolatlar arasinda GSBL pozitif 138 E. coli susunda karbapenemlerden sonra
en duyarli antibiyotikler amikasin (%85.5) ve ciprofloksasin (%81. 2),
Klebsiella spp. suslarinda ciprofloksasin (%70.3) ve amikasin (%53. 2) olarak
bildirilmistir (118).

Avrupa ve Amerika’da yapilan cesitli calismalarda GSBL Uretimi ve
kinolon direnci birlikteliginin K. pneumoniae’larda %40-60 gibi yuksek
oranlarda oldugu bildirilirken (119, 120). Villegas ve ark.’nin (108) yaptig!
calismada amikasin direnci E. coli'de %27, K. pneumoniae’de %48 iken
siprofloksasin direnci E. coli'de %59, K. pneumoniae’da %12 olarak
bulunmustur

Dandekar ve ark.(107) ise ciprofloksasin duyarlligini %67, gentamisin

duyarlihgini %33 olarak bildirmislerdir.
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Calismamizda da beta-laktam disi antibiyotikler arasinda amikasinin E.
coli'de %94, K. pneumoniae’de %86 ve K. oxytoca’da %92 duyarhlig
saptanarak en duyarli beta-laktam disi antibiyotik oldugu tespit edildi.

Buna karsin beta-laktam disi antibiyotikler arasinda en az duyarli
antibiyotik E. coli igin siprofloksasin (%12) K. pneumoniae ve K. Oxytoca igin
trimetoprim-sulfometaksazol (sirasi ile %11 ve %54) olarak bulundu. Bu
sonugta Ozellikle son vyillarda hastanemiz genelinde ampirik tedavide
aminoglikozid grubu antibiyotiklerden ziyade florokinolon grubu antibiyotiklerin
tercih edilmesi ile aciklanabilir.

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, genellikle seftazidim ve/veya
sefotaksim minimal inhibitdr konsantrasyon deger lerinde orta dereceli bir
artisa yol actiklari icin bu enzimlerin rutin laboratuarlarda tanimlanmalari guc¢
olabilmektedir. Bunun sonucunda da antimikrobiyal duyarliliklari yanhs
degerlendirilerek  genislemis spektrumlu bir beta -laktam ile tedavi
baslanabilmekte ve 6zellikle bakteremi gibi ciddi enfeksiyonlarda fatal olabilen
tedavi basarisizliklari gorulebilmektedir. Dolayisiyla hasta prognozu ve uygun
tedavi secimi icin GSBL'lerin 6zel testler uygulanarak tanimlanmasi,
klinisyenlerin de bu enzimler hakkind a bilgi sahibi olmasi gereklidir.

Enterobacteriaceae’lerde  GSBL Uretme prevalansindaki artis ve
tedavideki problemler, klinik izolatlarda bu enzimlerin varligini kesin olarak
tayin edecek laboratuar yontemlerine biyik oranda ihtiyag duyulmasina yol
acmistir. 1983 de Knothe ve ark.larn (121) K. pneumoniae ve Serratia
marcescens Klinik izolatlarinda genislemis spektrumlu sefalosporinlere kargi

direncin aktarilabilir oldugunu belirlemislerdir.
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Benzer antibiyotik direng profili gosteren suslar farkli genotipi k patern
gosterebilecekleri gibi, benzer direng profiline sahip olmayan suslar da
genetik olarak ayni olabilirler. Sik goérilen veya normal flora (yesi
mikroorganizmalarin incelenmesinde geleneksel yontemler yaninda, modern
molekuler epidemiyolojik tiplendirme yéntemlerine de ihtiyag vardir (7, 8).

Epidemiyolojik tiplendirme hem fenotipik hem de genotipik yontemleri
icermektedir. Antibiyotik duyarhlik profili, biyotip, serotip, bakteriyofaj duyarlilik
profili ve protein yapim analizine dayanan fenotipik yodntemler, bazi
epidemilerin tanimlanmasini saglamakla birlikte, izole edilen
mikroorganizmalarin birbiriyle kesin iliskisinin arastiriilmasinda her zaman
yeterli olmazlar ve DNA'ya dayali molekuler genotipik ydntemlere gerek
duyulur. Fenotipik karakterler cevresel faktorlerden etkilenebilir, genotipik
yontemler ise daha stabildirler. Ayrica fenotipik testler GSBL’nin
bulunmasinda sadece olasilik bildir en testlerdir (7, 8).

Son zamanlarda bazi molekiler metotlar GSBL’larin belirlenmesinde
ve farkliliklarinin saptanmasinda yardimci olmaktadir. GSBL ¢alismalarinin ilk
donemlerinde izoelektrik noktanin tayini, genellikle GSBL varhginin
gosterilmesi icin yeterliydi. Bununla birlikte sayilari gittikge artan TEM tipi
beta-laktamazlarin benzer izoelektrik noktalarina sahip olmalari nedeniyle,
GSBL'nin izoelektrik noktayla tayini arttk mimkin degildir. Ayni durum
GSBL’lerin SHV, CTX-M ve OXA aileleri icin de gecerlidir (122).

Bu enzim ailesine ait beta-laktamazlarin varligini tayin etmek icin
kullanilan en kolay ve en vyaygin yontem beta-laktamaz genine 06zgul

oligoniikleotid primerlerinin  kullanildigi  “polimeraz  zincir  reaksiyonu
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(PCR)"dur. Bununla birlikte PCR, TEM veya SHV'nin fa rkli varyantlarini ayirt
edemez (122).

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz enzimlerin en 6énemli kaynagi
plazmid ve transpozonlarla aktarilabilen TEM ve SHV tiri beta -laktamazlardir
(52). En sik goruleni ise TEM-1'dir. SHV-1 ve TEM-2 daha az oranda
gorulmektedir (62). Klasik olarak tanimlanan GSBL'lerin blyik ¢ogunlugu
TEM, SHV veya OXA enzimlerden kdken almistir. GUnimuzde TEM tari
beta-laktamazlarin sayisi 130'u, SHV tirl beta-laktamazlarin sayisi 50'yi
gecmistir (53,123). Bu grup enzimlerin her ikisinde de geniglemis spektrum
fenotipini veren genin igcinde birka¢ nokta mutasyon olma ktadir.

TEM grubu beta-laktamazlar E. coli ve K. pneumoniae basta olmak
Uzere Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis.
Proteus rettgeri ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae uyelerinde sik
bulunmaktadir (85). E. coli'deki ampisilin direncinin %90’dan fazlasi TEM-1
uretimine baghdir. TEM—-1'den ilk tireyen enzim olan TEM-2, orijinal beta-
laktamazdan tek bir aminoasit yerlesimindeki farklilik ile ayrilir. Bu de gisiklik
izoelektrik noktanin 5.4’'den 5.6'ya kaymasina yol acar fakat substrat
profilinde bir degisiklik s6z konusu degildir. 1989'da bildirilen TEM -3 enzimi
GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tipi beta -laktamazdir (32, 34, 85)

SHV grubu enzimler K. pneumoniae’dan baska Citrobacter diversus, E.
coli ve P. aeroginosa’da bildirilmistir (85). K. pneumoniae’da gorulen plazmide
bagimli ampisilin direncinin %20 kadarindan SHV tipi enzimler sorumludur.
TEM tipi beta-laktamazlarin aksine, SHV-1'in nisbeten daha az sayida tlrevi
vardir. GSBL fenotipine sahip SHV varyantlarinin c¢ogunlugu, 238.

pozisyondaki glisin yerine serin girmesi ile karakterizedir (85). Bazi SHV
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tiirlerinin bazi ulkelerde daha yaygin oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde K.
pneumoniae izolatlarinda SHV-5 ve SHV-12 bildirilmistir, ancak bu
enzimlerin sikhqgi ile ilgili yeterli veri yoktur (124,125).

Bir bakteri birden fazla plazmid bagimli beta -laktamaz tasiyabilir (126,
127). E. coli’de TEM enziminin asiri Uretimine plazmidlerin fazla miktarda
kopyalanmasi, tek plazmidde ayni genin birden fazla kopyalanmasi ve genin
¢cok etkili bir promoter bdlgesinin olmasi neden olur (12 8). TEM-1 enzimi
gunimizde E. coli’lerin % 50-60'inda, enterik bakterilerin %20 ila %50’sinde,
P. aeruginosa’larda ise nadir bulunmaktadir (46, 52). SHV-1 ve TEM-2 beta
laktamazlarini  kodlayan plazmidler ise TEM-1'e oranla ¢ok daha az
bulunmaktadir (62).

Sohn ve ark’larinin (129) Kore’de 1996 yilinda iki Universite
hastanesinde yaptigi ve 55 E. coli, 92 K. pneumoniae izolatini igceren
calismalarinda E. coli izolatlarinin %53'Gnde TEM tipi beta-laktamaz
saptamiglarken, K. pneumoniae izolatlarinin %93.5'inde SHV tipi beta-
laktamaz saptamislardir. Bu ¢alismada E. coli’lerde TEM tipi, Klebsiella’larda
SHYV tipi beta-laktamazlarin predominant oldugunu goésterilmistir .

Park ve ark.larinin (130) Kore’'de 13 hastaneyi ve 6567 E. coli, 2652
K. pneumoniae izolatini kapsayan calismalarinda TEM, SHV veya CTX -M tipi
beta laktamazlarin en yaygin genislemis spektrumlu beta -laktamazlar oldugu
saptanmistir.

Ma ve ark.larinin (131) calismasinda E. coli, K. pneumoniae ve E.
cloacae'yi iceren 171 Klinik izolatin 53'Unde SHV, 81’'inde TEM ve 43’Unde

CTX tipi beta-laktamaz enzimi belirlenmisken, Hosseini-Mazinani ve
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ark.’larinin (132) calismalarinda idrardan izole edilen 76 E. coli susunda %60
TEM, %26 SHV ve %24 ampC tipi beta -laktamaz enzimi saptanmistir.

Cao ve ark.’larinin (133) yaptigi calismada GSBL pozitif 32 E. coli, 13
K. pneumoniae izolatindan 27 E. coli izolatinda TEM, 7 K. pneumoniae
izolatinda SHYV tipi beta-laktamaz enzimi pozitif saptanmistir

Tayvan'’da GSBL Ureten K. pneumoniae prevalansinin oldukga yiksek
oldugu (%30) ve enzim tipi olarak TEM ve SHV —-12 enziminin daha yaygin
oldugu bildirilmistir (134, 135)

Xiong ve ark.larinin (136) Cin'de yaptiklari calismada 54 E. coli
izolatindan 34’Ginde TEM tipi beta-laktamaz, 81 K.pneumoniae izolatindan
6'sinda SHYV tipi beta-laktamaz pozitif bulunmusken, TEM+SHV birlikteliginin
E. coli’ de 2 ve K. pneumoniae’de 21 izolatta oldugu saptanmistir.

Kore'de Pai ve ark.’larinin (137) yaptigi ¢calismada 14 GSBL pozitif E.
coli izolatindan 10’'unda (%71) TEM-52 tipi beta-laktamaz enzimi
bulunurken, 12 GSBL pozitif K. Pneumoniae izolatinin tamaminda TEM
grubu GSBL saptanmistir. Diger yandan ayni ekibin 1998 yilinda yaptigi
calismada K. Pneumoniae izolatlarinda SHV-2a ve SHV-12 basta olmak
Uzere SHV tipi GSBL’nin en sik gorilen enzim tipi oldugu tespit edilmistir
(137).

Liu ve ark.lart (134) 31 GSBL pozitif K. pneumoniae izolatinin
%71’'inde SHV-5 tipi enzim Uretimi oldugunu saptamislardir.

Spanu ve ark.'larinin (138) 2002 yilinda yaptidi calis mada GSBL
pozitif 55 E. coli izolatinda 11 (%20) TEM, 189 K. pneumoniae izolatinda 104
(%55) ve 25 K. oxytoca izolatinda 10 (%40) SHV tipi beta-laktamaz enzimi

saptanmistir.
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Yine 2006 yilinda italya’da yayinlanan ikinci ulusal siirveyans
raporunda GSBL pozitif 188 E. coli, 81 K. pneumoniae, 18 K. oxytoca klinik
izolatinda TEM sirasiyla %26.6, %0, %11.1 SHV sirasiyla %11. 7, %58,
%77.8 bildirilmisken TEM+SHV birlikteligi %6.4, %29.6, %11.1 olarak
gozlendigi rapor edilmistir (139)

Glndes’in (140) 4 hastanede yaptigl calismada seftazidim direncli 61
E. coli ve 43 K. pneumoniae izolatinda TEM tipi beta-laktamaz sirasiyla %65
ve %47 bulunurken SHV tipi beta-laktamaz %12 ve %40 olarak saptamistir.

Calismamizda GSBL pozitif 50 E. coli klinik izolatinda 38 (%76) TEM
tipi beta-laktamaz enzimi saptanmisken 50 Klebsiella spp. izolatinda 43
(%86) SHV tipi beta-laktamaz enzimi saptanmistir. SHV pozitif Klebsiella
izolatlarinin 10’nu (% 23.3) K. oxytoca iken 33'U (% 76.7) K. pneumoniae idi.

Baslangicta antibiyotik direng gelisiminin bakteri kromozomun daki
mutasyonlarin sonucu olustugu bunun da oldukc¢a nadir gelisen bir durum
oldugu dusunilmekteydi. Ancak, bakterilerde c¢oklu direng ilk gorilmeye
baslandiginda esas sorumlunun plazmidler oldugu ortaya c¢ikmistir.
Transpozon ve integronlarin kesfi ile kromozomal mutasyonlarin rolinin
aslinda daha sinirli oldugu vurgulanmistir. Bununla birlikte, mevcut direng
genlerinde olusabilecek ilave mutasyonlarin direnc dizeyini artirabilecegi
veya direng spektrumunu genisletebilecegi de b ilinmektedir. Soruna bu
perspektiften yaklasildiginda, GSBL'nin gelisimi spektrumun artisina bir
ornek olarak kabul edilebilir.

Gunumuzde immunsupresif hastalar daha uzun sure
yasayabilmektedirler. Bagisiklik sistemini uzun sureli baskilayan organ

transplantasyonlari artmis, tedavi yaklasimlari ise oldukca invaziv karakter
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kazanmistir. Santral kateterler, diyaliz islemleri, mekanik ventilasyon gibi
uygulamalar istemeden yeni bir hasta popilasyonu olusturmustur. Bu hasta
grubunda; sikca karsilasilan uzamis yogun bakim takibi, uzun sureli
antibiyotik uygulamalari, hastalarin sikca hastaneye yatirilisi GSBL Ureten
bakteri enfeksiyonlarini arttirmaktadir.

Hastanelerde, hastane disi saghk kurumlarinda, huzur evlerinde ve
hatta hayvan yemlerinde antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniimasi antibiyotik
direnc gelisimindeki artisin ana nedeni olarak kabul edilmektedir.
Hastanelerde ise antibiyotik direncinin antimikrobial kullanimi ile paralel
seyrettigi bilinmektedir. Tedavi dozlarinda antibiyotik kullaniminin mikr oflorayi
etkiledigi, florada bulunan ya da disaridan direncli mikroorganizmalarin
secilerek duyarl bakterilerin yerini aldiklari bilinen gerceklerdir. Dolayisiyla,
bir diren¢ fenotipi olan GSBL Uretimi bu uygulamalarin sonucunda giderek
One ¢cikmaktadir.

GSBL ilk kez 1983 yilinda Almanya’da saptanmis ve o gunden itibaren
pek ¢ok saglik kurumunda bu tip enzimleri Ureten bakterilerin olusturdugu
salginlar ortaya cikmistir. Bu durum sadece antibiyoterapiyi karmasik hale
getirmemis, ayni zamanda direncli suslarin diger hastalara yayillmasini
engelleyecek etkin enfeksiyon kontrol politikalarina olan gereksinimi de
ortaya cikarmistir. Rutin uygulamalarda GSBL enzimlerini Ureten suslarin
saptanmasi ya da saptanan diren¢ dizeyinin Ol¢ilmesi zor olabilmektedi r.
Artan GSBL direnci; laboratuar tetkiklerinde, antibiyoterapide ve enfeksiyon
kontrolinde yeni acilimlar getirmektedir. Yapilan 6ncil surveyans
calismalar, Ulkemizde GSBL Uretiminin Avrupa Ulkeleri arasinda en yuksek

duzeylere ulastigini gostermektedir.
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Hastanelerde antibiyotik kullanimi ¢ogunlukla ampiriktir. Bazi yogun
bakim hastalarinda antibiyoterapi, sendroma yonelik olmakla birlikte cogu
vakada enfeksiyonun kaynagl tanimlanamamaktadir. Uygunsuz ampirik
antibiyoterapi artmis mortalite ile birliktedir ve asir antibiyotik tiketimi de
direnci artirmaktadir. Bu nedenle enfeksiyonlarda akilci antibiyotik kullanimi
olasi patojenleri kapsamali ve ayni zamanda GSBL dreten suslarin
seleksiyonunu en aza indirgemelidir.

Sorunun profesyonelce kontrol edilebilmesi i ¢in saghk kurumlari kendi
kapasitelerinin izin verdigi 6lcide teknik alt yapi olusturmak zorundadirlar.
Kolay ve 0zgun bir yontem olan cift disk sinerji yonteminden, molekiler
uygulamalara kadar degisen bir yelpazesi bulunan laboratuar uygulamalarini
kurumsal tercihler ile yerlestirmelidirler.

Molekuler yontemler, enzimlerin tanimlanmasinda rutin laboratuarlar
icin uygun yontemler olmamakla birlikte fenotipik direncten daha 6énemli olan
genotipik direncin ortaya konulmasinda ve arastiriimasinda yaygin olar ak
uygulanmaktadir. D6nem dénem hastane ve bdlge genelinde bu enzimlerin
sikh@r arastirilarak klinisyenlerin bu enzimler ve diren¢ durumu hakkinda
bilgilendirilmeleri tedaviye yon verme agisindan yararl olacaktir.

Molekuler yéntemlerin dikkatli bir epide miyolojik arastirma ile birlikte
kullanilmasi ¢ogunlukla problem olan mikroorganizmalarin kaynaginin
saptanmasina, gerekli enfeksiyon kontrol ©Onlemlerinin alinmasina, bu
mikroorganizmalarin ~ hastane i¢cinde yaylliminin  6nlenmesine ve

epidemilerinin arastirilmasina yardimci olacaktir.
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