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ONSOz
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1. GIRIS VE AMAC

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) genel popilasyonda yer alan bakteriyel
enfeksiyonlardan en yaygin olanidir. IYE en sik hastaneye basvuru nedenlerinden biridir.
Morbidite ve mortaliteye sebep olmanin yani sira ciddi ekonomik yiike de neden olurlar (1,
2).

IYE, etkenin kaynagina gore toplum kokenli (%57.4) veya hastane kokenli (%42.6)
olabilmektedir (3). Hastane kiokenli enfeksiyonlar arasinda 2. sirada yer almaktadir (4, 5). IYE
etkenleri arasinda ilk iki sirayr Escherichia coli ve Klebsiella spp. almaktadir. E. coli
IYE’lerin %75-90’indan sorumludur. Daha az siklikta olmakla birlikte Staphlococcus
saprophyticus, Proteus spp, Enterococcus spp. ve Enterobacter spp.’de Uriner sistem
enfeksiyonlarina neden olabilmektedir (6, 7). IYE tedavisinde en yaygin sorun antimikrobiyal
direnctir. Direncin nedenleri arasinda rekurrent enfeksiyonlarla birlikte tekrarlayan
antimikrobiyal tedavi donemleri ve toplum kaynaklilara gore daha direngli oldugu varsayilan
nozokomiyal kokenli IYE’nin olmasidir. IYE etiyolojisinde dominant rol oynayan gram
negatif bakterilerde gorilen direncteki artis kayg: vericidir. Ozellikle AmpC tipi ve genis
spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) ureten bakterilerin insidans: ile birlikte coklu ilag

direncinde artis tedavide sorunlara yol agmaktadir (1, 3).

B-laktamazlarin kesfedildigi yillardan beri bu direncin Ustesinden gelebilmek igin
uretilmis olan her yeni antibiyotigin kullanima girmesinden kisa bir slre sonra, bakteriler
tarafindan gelistirilmis ve modifiye edilmis yeni bir pB-laktamaz enzimiyle karsilasilmistir.
Ozellikle hastanelerde saptanan antibiyotiklere direncli bakterilerle miicadele edebilmek igin
B-laktamaza dayanikli genis spektrumlu sefalosporinler gelistirilmis; fakat kisa bir siire sonra
bu grup antibiyotiklere de direng gelistigi saptanmistir. Diren¢ mekanizmasi Uzerinde yapilan
caligmalarla, pB-laktamaz enzimi Uretiminden sorumlu genlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucu enzimin genis etkili bu antibiyotikleri hidroliz etme yetenegi kazandig: gosterilmistir

(8). GSBL olarak adlandirilan bu enzimler kromozomal ya da plazmid kokenli olabilirler. Bu



enzimlerin plazmidler, transpozonlar ve integronlarla aktarilabilir olmalari antibiyotik
direncinin artmasinda 6nemli bir faktor olarak gorulmektedir (9, 10).

Ilk GSBL (reten organizma 1983 yilinda Almanya’da bildirilmistir. GSBL’ler
penisilinleri, genis spektrumlu sefalosporinleri ve monobaktamlar: hidroliz eden ancak
sefamisin veya karbapenemlere etkili olmayan ve klavulonik asit tarafindan inhibe edilebilen
enzimlerdir (11). GSBL’ler ¢ogunlukla plazmid kaynakli B-laktamazlardir ve TEM-1, TEM-2
veya SHV-1 genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar ve yaygin olarak K.
pneumoniae, E. coli ve Enterobacteriaceae’nin diger uyeleri olan Citrobacter, Serratia,
Proteus, Salmonella ve Enterobacter’de saptanmistir. 1983’den beri siurekli olarak GSBL
varyantlar1 artmaya devam etmektedir. Gunumizde 300 civarinda farkli GSBL varyanti
oldugu bilinmektedir (11, 12, 13).

GSBL (reten kokenlerle enfeksiyon riski; uzun sure hastanede yatis, yogun bakim
unitesinde bulunma, idrar, vendz vb. kateter uygulamalar: tirinden gesitli girisimler ve genis
spektrumlu B-laktam antibiyotik kullanimi gibi bazi durumlarda artmaktadir. GSBL’ler tim
dinyada yayilmayi strdirdugt icin antibiyotik tedavilerinin planlanmasinda etkenin GSBL
pozitif olup olmadiginin bilinmesi blylk 6nem tasimaktadir (14).

GSBL reten suslar ve dirence neden olan genler, toplumlar ve boélgeler arasinda
farklhiliklar gostermektedir (15). Bolgemizde baskin olarak bulunan GSBL genlerinin
bilinmesi, tedavinin planlanmasinda ve koruyucu Onlemlerin alinmasinda yol gosterici
olacaktir.

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali1 Hasta Hizmetleri Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’nde idrar
orneklerinden izole edilen GSBL dUreten E. coli ve Klebsiella spp. suslarinda p-laktamaz
enzim direncinin ve integron varhigmin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile

belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Idrar Yolu Enfeksiyonlan

Idrar yolu enfeksiyonlari (IYE) genel popiilasyondaki en yaygin bakteriyel
enfeksiyonlardandir. ABD’de bir yil icinde IYE sikayetiyle yaklasik 8 milyon basvuru
olmustur. IYE hastaneye en sik basvuru nedenlerinin basinda gelmektedir ve bununla birlikte
morbidite ve mortalitenin yaninda ciddi ekonomik yiike neden olmaktadirlar (16, 17). IYE
etkenin kaynagina gore toplum kaynakli (%57.4) veya hastane kaynakli (%42.6)
olabilmektedir (18). IYE’ler hastane kaynakl: enfeksiyonlar arasinda ikinci sirada yer ahrlar
(4, 5).

IYE, enfeksiyonun yerine (alt-Gst), konagin durumuna (komplike-nonkomplike) veya

etiyolojik ajanin kaynagina (toplum-hastane kaynakli) gére siiflandirilirlar (19).

IYE’lerin ¢ogu toplum kaynaklhdir ve neden olan bakteriler arasinda en sik goriileni E.
coli’dir. Toplum kaynakl: TYE’ler komplike olmayan Kisilerde (yapisal veya fonksiyonel
anomalisi bulunmayan, hamile olmayan ve vicudunda kateter gibi herhangi bir yabanci cisim

bulunmayan) meydana gelen enfeksiyonlardir (20).

Hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinda, hastane ortamindan bulasacak olan
mikroorganizmalarin sayisinin fazla olmasi ve bu mikroorganizmalarda bulunan direng
genlerinin yayilmas: tedavide toplum kokenli IYE’lere gore daha cok sorun teskil etmektedir
(21).



2.1.1. idrar Yolu Enfeksiyonlarmin Etkenleri

IYE etkenleri arasinda ilk iki siray1 E. coli ve Klebsiella spp. almaktadir. E. coli idrar
yolu enfeksiyonlarinin %75-90’indan sorumludur. Daha az sikhikta olmakla birlikte
Staphlococcus saprophyticus, Proteus spp. , Enterococcus spp. ve Enterobacter spp.’de triner

sistem enfeksiyonlarina neden olan bakteriler arasinda yer alir (6, 7).
2.1.1.1. Escherichia coli
2.1.1.1.1. Morfoloji Ozellikleri

Escherichia coli, ilk kez 1855 yilinda Escherich adinda bir arastirmaci tarafindan
infantlarin diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli olarak tanimlanmistir. Daha sonra ise
izole eden Kisinin ad: verilerek Escherichia coli olarak adlandirilmistir E. coli,
Enterobacteriaceae familyas: icerisinde yer alir ve kuslarin, memelilerin normal barsak
florasinda bulunan 2-6 um boyunda, 1-1.5 um eninde, diiz, u¢lar: yuvarlak gram negatif bir
basildir. Etraflarinda yer alan kirpikleri sayesinde hareketli olmakla beraber hareketleri

yavastir. Bazi suslarda kapsil veya mikrokapsul bulunmaktadir (22, 23).
2.1.1.1.2. Kultur ve Biyokimyasal Ozellikleri

Fakultatif anaerob bakterilerden olan E. coli’ler, 15-45°C’de Ureyebilmelerine ragmen
optimal dreme silar1 37°C’dir. Ortalama pH 7-7.2’de, buyyon ve jeloz gibi genel
besiyerlerinde kolayca trerler. Buyyon ve peptonlu suda yogun treme gosterirler ve homojen
bulaniklik yaparlar. Agar yizeyinde genellikle 2-3 mm capinda parlak, dizgin kenarls,
konveks, gri-beyaz renkte S tipi koloniler yaparlar. Tekrarlanan pasajlarda ise kaba-mat ve
graniiler R tipi koloniler olustururlar. Ozellikle IYE’den soyutlanan bazi kokenler kanli
agarda hemoliz yapabilirler. Kapsulli suslar ise mukoid koloniler olusturabilirler. Sekerleri ve
diger karbonhidratlar: asit ve gaz olusturarak parcalarlar. icinde laktoz ve eozin metilen
mavisi bulunan eozin metilen blue (EMB) agarda mavi-siyah yesilimsi parlaklik veren
koloniler olustururken, McConkey ve Salmonella-Shigella (SS) agarda pembe-kirmizi
koloniler olustururlar (22, 23, 24).

E. coli bakterilerinin IMVIC olarak bilinen biyokimyasal 6zellikleri (Triptofandan indol
olusturma, Metil kirmizist testi, Voges Proskauer testi, sitrati kullanma) (+ + — —) olarak

gosterilir. Ayrica oksidaz negatif olup Ureyi pargalayamazlar. Bazi kdkenleri diginda hidrojen
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sulfir (H,S) olusturamazlar, ancak sisteinli besiyerinde az miktarda H,S yaptiklari
saptanmistir. Katalaz pozitif, potasyum siyanur testi olumsuzdur (22, 23).

E. coli dis etkilere oldukca dayanikl bir bakteridir. 55°C’de bir saat, 60°C’ de 20-30
dakika, oda 1sisinda uzun sire canl kalabilme 6zelliklerine sahiptirler. Soguga direncli ve
dezenfektanlara karsi direngsiz olmalar: diger 6zellikleridir. E. coli’nin O (somatik), H
(kirpik), K (kapsul) antijenleri bulunmaktadir. O antijenlerine gore gruplara, H ve K

antijenleriyle de serotiplere ayrilir (22, 24).
2.1.1.1.3. Dogal Ortam

E. coli kuslarin ve memelilerin normal barsak florasinda bulunur. Burada diger flora
bakterileri ve organizma ile bir denge icinde kaldig:1 strece hastalik olusturmaz. Normal
kosullarda kokusma (putrefaksiyon) ve fermentasyonun dizenlenmesinde ve besinlerin
sindirilmesi ile ilgili bazi hususlarda yardimci olur. Ancak E. coli suslari insanlar ve
hayvanlar icin patojen olup barsak hastaliklarina neden olabilir. Barsak kanali disina ¢ikip
diger dokulara yerlesmeleri ve cesitli klinik tablolara yol agmalar1 sik gorulen durumlardir
(25).

2.1.1.1.4. Klinik Onemi

Ozellikle idrar yollar:, safra kesesi, periton ve meninkslere ulasan E. coli 6nemli
hastaliklara yol acar. Yeni doganlarda, yaslilarda bazi hastaliklarin terminal dénemlerinde,
immunsuprese durumlarda, ventz ve (retra kateterizasyonlari gibi organizmanin savunma
gucunin azaldigr durumlarda koliform bakterilerin dokulara ve kana yayilmasi i¢in gerekli
kosullar ortaya ¢ikabilir (25). E. coli’nin neden oldugu hastaliklari, gastrointestinal sistem
(GIS) enfeksiyonlar: ve diger doku enfeksiyonlar: olarak iki gruba ayirabiliriz. Daha ¢ok
diyare sendromu seklinde ortaya ¢ikan GIS enfeksiyonlar;, E. coli’nin ‘O’ serotipleri
tarafindan meydana getirilirler. Kiigik gocuklarda ortaya ¢ikan ishaller daha gok kreslerde
salginlar seklinde goralir. Eriskinler cogu kez hasta ¢ocuklardan enfekte olurlar. Bununla
beraber turist diyaresinden sorumlu etkenin enteropatojenik E. coli suslari oldugu
bilinmektedir. Agir ishal olgularinda bu suslar cocuklarin ince barsaklarinda hatta
duodenumda bol sayida bulunmaktadirlar. Degisik mekanizmalarla ishale neden olan E.

coli’lerin 6 tipi tamimlanmastir (25, 26, 27).
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1. Enterotoksijenik E. coli
2. Enterohemorajik E. coli
3. Enteroinvazif E. coli

4. Enteropatojenik E. coli
5. Enteroagregatif E. coli

6. Diffuz adezif E. coli

2.1.1.2. Klebsiella Cinsi Bakteriler
2.1.1.2.1. Morfoloji Ozellikleri

Klebsiella cinsi adini 19. ylzyilin sonlarinda yasamis mikrobiyolog Edwin Klebs'ten
almistir. Enterobacteriaceae ailesinin Klebsielleae smifinda Enterobacter, Hafnia ve Serratia
ile birlikte yer alir. Enterobactericeaceae ailesinin 6zelliklerini gosteren hareketsiz, sporsuz,
cogunlukla kapstlli, 0.7-1.5 x 2.0- 5.0 um boyutlarinda, bazen ikiser ikiser bazen kisa zincir
olusturan comak seklinde bakterilerdir (25).

2.1.1.2.2. Kultir Ozellikleri

Klebsiellalar gram negatif bakteriler olup bakteriyolojik boyalarla iyi boyanirlar.
Klebsiella’da bulunan kapsul, organizmadan yeni ayrilan ve hastalik materyali igindeki
bakterilerde belirgin bir sekilde gorulir. Kanl, serumlu besiyerlerinde kapsillerini sakli

tutarlar. En iyi glikozlu besiyerlerinde kapsullenirler (25).

Klebsiellalar tim barsak bakterileri gibi genel kullanim besiyerlerinde kolayca trerler.
Ortalama pH:7 ve Uremeleri igin en iyi ortam 37°C’dir. Buyyon gibi sivi besiyerlerinde
homojen bir bulaniklik ve dipte mukoid bir ¢okiintl yaparak Urerler. Kati besiyerlerindeki
kolonileri tipik mukoid nitelikte, biyik, sarimtirak gri renkte ve M tipi kolonilerdir.
Uygunsuz kosullarda S ve R tipi kolonilere donlsebilirler. Aerop ve fakultatif anaerop olup
uredikleri ortama bol kapsil maddesi salarlar. Basta glikoz olmak tizere mannitol, salisin,
adonitol, inozitol ve sorbitolden, ¢cogu kez de laktoz ve sukrozdan gaz olusturmak suretiyle
bircok sekeri parcalarlar. Nisastadan gaz olusturmalart 6nemli bir Ozellikleridir. H,S
olusturmazlar. Ozellikle solunum sisteminden ayrilan bazi kokenler degisik biyokimyasal
reaksiyonlar verebilirler. Klebsiellalar fenilalanini deamine etmezler. Az bir kismi disinda

jelatinaz, ornitin dekarboksilaz olusturmazlar (25, 28).
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Klebsiellalar 1s1ya dayaniksizdirlar ve nemli 1sida 55°C’de yarim saatte ollrler. Ancak
kuruluga karst oldukga direncli olup 6zellikle kurutulmus organik maddeler icinde aylarca
canli kalabilme 0zelligine sahiptirler. Oda 1sisinda kalan kulttrlerde haftalarca, +4°C’de ise
aylarca canli kalirlar. Antibiyotiklere karsi oldukgca direnclidirler ve bu direng orani E. coli’ye
gore daha fazladir. Hastane ortamindan izole edilen kokenlerde direnclilik dizeyi cok

yuksektir.
2.1.1.2.3. Dogal ortam

Klebsiella spp., toprakta, sularda, insan ve hayvanlarin barsaklari ile st solunum

yollarmin normal florasinda bulunurlar (25).
2.1.1.2.4. Klinik Onemi

Klebsiellalar, insanlarin %5’inin barsak ve Gst solunum yollar1 florasinda bulunurlar.
Ust solunum yolu ve barsak florasinda bulunabilen Klebsiellalar’in bulunduklar: yerde uygun
kosullarin olusmasi veya yer degistirerek diger organ ve sistemlere ge¢meleri halinde, birgok
hastaliga neden olurlar. Son zamanlarda Ozellikle hastane ortamlarinda antibiyotiklere karsi
direng kazanmis kokenlerin hastane enfeksiyonlarina neden olmalar: bu bakterilerin énemini
arttrmigtir. Bakteriyel pndmonilerin yaklasik %2’sine bu bakteriler neden olur. Akcigerlerde
nekrozlar ve hemorajik konsolidasyonlarla seyreden agir bir pndmoniye neden olurlar. Bunun
disinda idrar yollarina ve prostat, periton, meninksler, kulak ve sinis bosluklar: gibi organlara

yerleserek ve kana yayilarak cesitli tipte ve 6nemde enfeksiyonlara neden olurlar (25).
2.1.2. idrar Yolu Enfeksiyonu Laboratuvar Tansi

Idrar yolu enfeksiyonu tanisinda yalnizca idrar sedimentinde pyiri saptanmas: yeterli
degildir (29). Tamida anamnez, fizik muayene ve idrar kulttrt géz ardr edilmemelidir (30).
Idrar yolu enfeksiyonu distiniilen her hastada mutlaka fizik muayene yapilmal ve ayrica
taniya yardimci, basit, ucuz, her laboratuvarda yapilabilen sedimantasyon, l6kosit sayimi ve
CRP tayini yapilmahdir. Bir hastaya idrar yolu enfeksiyonu tanist koyabilmek icin (¢
parametreye gereksinim vardir: 1-idrar yolu enfeksiyonuna ait klinik belirti ve bulgular; 2-
Idrar yolunun bakteriyel invazyonuna kars: ortaya ¢ikan inflamatuar yanit/nétropenik hastalar

disinda; 3-Idrar kiiltiriinde bakteritiri saptanmas.

Bir hastaya bakteriyel idrar yolu enfeksiyonu tanisi koymak igin {¢ parametreni de

bulunmas: gerekir. idrar 6rnegi, 2000/devir/dk, 5 dk. Santrifij edilerek, 40X buyitme ile
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incelendiginde; her sahada 5-10’dan fazla l6kosit gorilmesi pydri karsiligidir. Bu yontemin
standardizasyonu oldukcga guctiir. En iyi ve standart yontem, taze santrifij edilmemis idrarda
kamarada lokosit saymudir. Milimetreklpte 10 veya daha fazla lokosit pydriyi gosterir.
Benzer fakat sayim yapilamayan bir yontem, taze santrifiij edilmemis idrarin lam-lamel arasi
incelenmesidir. Her sahada en az 1 lokosit gortlmesi pydri karsiligidir. Lokosit esteraz testi

de pyuri saptanmasinda oldukga duyarli ve 6zgil bir yontemdir.

Idrarda bakteri bulunmas: bakteriiiri olarak adlandirilir.  Klinik mikrobiyoloji
laboratuarlariin ¢ogu hala idrarin ml’sinde >105 koloni olusturan bakteri tremesini anlaml1
bakteriiri olarak kabul etmektedir. Idrar yolu enfeksiyon semptomlar: ve pyiirisi olan bir
hsatadan elde edilmis orta akim idrarinin ml’sinde saf kultir halinde treyen 103 kadar E. coli
veya S. Saprophyticus kolonisi bile artik idrar yolu enfeksiyonu gdstergesi olarak kabul
edilmektedir. Idrar kiiltirinde hicbir tireme olmamasina veya ml’de 1000°den az bakteri

uremesine karsin, pydrinin olmamas: durumu steril pyuri olarak adlandirilir.
2.1.3. idrar Yolu Enfeksiyon Tedavisi

Komplike olmayan ve toplum kokenli IYE’lerde idrar kiiltiirii yaygin degildir ve tedavi
genel olarak ampiriktir. IYE tedavisinde hastamin yasi, cinsiyeti, altta yatan baska bir
hastaliginin olup olmadig: oldukga 6nemlidir. Ayrica enfeksiyona neden olan ajanin bilinmesi
ve bu enfeksiyonun idrar yolunun hangi kismmi tuttugu da tedavide kullanilacak
antibiyotiklerin secilmesinde 6nemlidir. TPM/SMX, siprofloksasin, sefalosporin, -laktamaz
inhibitorli veya inhibitérsiiz yari sentetik penisilinler, nitrofurantoin ve fosfomisin toplum

kaynakli IYE tedavisinde en yaygin kullanilan antibiyotiklerdendir (32).

Yapilan surveyans calismalarinda ampisilin ve trimethoprim/sulfamethoksazole
(TPM/SMX) direnci %60-70, siprofloksasin direnci %5 olarak bulunmustur (19).

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direng her gecen
gin artmaktadir (16, 18). Dahasi, B-laktam direnci kendisiyle birlikte organize farkl:
antibiyotik direng genlerini kodlayan Gniteler halinde tasinabilmekte ve yayilabilmektedir (33,
34). Bu genomik direng adalari bazi bakteriler tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin

gelecekteki tedavilerinin daha da karmasik olabilecegini gostermektedir (35).
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2.2. p-Laktam Antibiyotikler

Molekalunin antibakteriyel etkinlikten sorumlu cekirdek kisminda f-laktam halkas:
iceren antibiyotiklere pB-laktam antibiyotikler veya B-laktamlar ad1 verilir (36). Tip alaninda
kullanilmaya baslanan ilk antibiyotiklerden olan penisilinlerin kesfinden 60 yili askin sure
gecmesine ragmen [-laktam antibiyotikler, glinumuzde bircok hastaligin tedavisinde
vazgecilmezligini korumaktadir (37). Tum dunyada en ¢ok kullanilan B-laktam antibiyotikler,
bakteri hicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisid etki goOsteren antibakteriyel

kemoterapotiklerdir (36).
2.2.1. Yapr ve Smiflandirnimalan

B-laktam halkas biri azot, tcl karbon olan 4 Uyeli doymus heterosiklik bir halkadir
(Sekil 1).

Vi
1 CH
R—C—N ; 3
CH,
o’ “COOH

Sekil 1: B-laktam halkas1 (38)

Klinik olarak dnemli B-laktamlarin buyik bolima penisilin (penam) ve sefalosporin
(sefem) gruplarina dahildir. Ayrica, bu grup karbapenemler (6rnegin; imipenem),
monobaktamlar (6rnegin; aztreonam) ve B-laktamaz inhibitorlerini de (6rnegin; klavulonat)
icerirler (Tablo 1). Bunlardan monobaktamlar harig digerlerinde molekiliin ¢ekirdegi bisiklik
yap1 gosterir ve B-laktam halkasi, bes veya alt1 Gyeli ikinci bir halka ile flizyon yapmistur.
Ikinci halka karbapenemler hari¢ heterosikliktir. Monobaktamlarda B-laktam halkas: tek

basina bulunur (36).

Karbapenemler ve monobaktamlar yeni gelistirilen p-laktamlardir. Klavam tirevi olan
B-laktamaz inhibitorlerinin antibakteriyel etkinligi ¢cok zayiftir veya hi¢ yoktur. Genellikle
uygun bir B-laktamla birlikte kullanildiginda etkilidirler (36).
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Tablo 1: B-laktam Antibiyotiklerin Siniflandiriimasi (38)

I. Penisilinler

I1. Sefalosporinler

I11. Diger p-laktam antibiyotikler
-Monobaktamlar
-Karbapenemler

IV.B-Laktamaz inhibitorleri

l. Penisilinler

Guclu bakterisit etkili ve son derece distk toksisiteli olmalarina ragmen oldukga etkili
antibiyotiklerdir. Butin penisilinlerde ana yapiyr Penicillum cyrysogenum kaflndn
kilturiinden elde edilen 6-aminopenisilanik (6-APA) halkali bir organik asit olusturur. 6-
APA, tiazolidin halkasi ve B-laktam halkasindan olusan bir yapidir (39).

Penisilinler, B-laktam halkasindaki amino grubu tzerindeki yan zincirde meydana gelen
degisikliklerle birbirlerinden ayrilirlar. Yan zincirde meydana gelen bu degisiklikler ilacin
antibakteriyel ozelliklerini degistirebilir. Penisilinler, p-laktam halkasinin amino grubu

Uzerindeki yan zincirin tlrlne gore Ug gruba ayrilirlar (38).

Q
i =
R—C — NH ==
|
N
S cooH

L JL J

p-lactam halkas Tiazolidin halkas:

Sekil 2: 6-aminopenisilanik asitin yapis1 (38)
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Tablo 2: Penisilinlerin Smiflandiriimasi (38)

1) Dogal Penisilinler
Benzil Penisilin (penisilin G)
Fenoksimetil penisilin (penisilin V)

2) Yan Sentetik Penisilinler

- Penisilinaz direncli - Genis spektrumlu - Karboksipenisilinler
o Aminopenisilinler o
Metisilin Karbenisilin
. Ampisilin o
Nafsilin Tikarsilin
» Amoksisilin ) o
Kloksasilin - Ureidopenisilinler
] . Bakampisilin .
Dikloksasilin Azlosilin
. Pivampisilin .
Oksasilin Mezlosilin
Piperasilin

3) Penisilin+p-laktamaz Inhibitér Kombinasyonu
Ampisilin - sulbaktam
Tikarsilin - klavulanat
Amoksisilin - klavulanat
Piperasilin - tazobaktam
I1- Sefalosporinler

B-laktam tirevi olan sefalosporinler kimyasal yapilari, antibakteriyel etki mekanizmalar:

ve spektrumlar: yoniinden penisilinlere yakindan benzerler. Az sayidaki bazi Uyeler gercekte
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sefalosporin yapisinda degildirler ve sefamisin ya da oksasefem turevidirler. Sefalosporinlerin
ana cekirdegini sefem tiirevi olan 7 aminosefalosporanik asit (7-ASA) olusturur.

B-laktam halkasi

Sekil 3: 7-aminosefalosporinik asitin yapis1 (38)

7 ASA, Cephalasporium acremonium tirtl bir mantarin kilttrlerinde olusan bir
fermentasyon riiniidir. ilag olarak kullanilan sefalosporinler, 7 ASA’dan tiretilen yari-
sentetik ilaglardir. 7-ASA ¢ekirdegi B-laktam halkasi icermesi sebebiyle penisilinlerin ana
cekirdegi olan 6-APA’ya benzerlik gosterir. Ancak 7-ASA cekirdegindeki p-laktam halkasi,
tiazolidin halkasi ile degil altili bir halka olan dihidrotiazin halkas: ile kondanse olmustur. Bu
Ozellik B-laktam halkasinin, bazi bakterilerin Grettigi dogal penisilinazlar dahil cogu -
laktamaz enzimlerine kars1 dayanikli olmasini saglar. Fakat sefalosporinazlari iceren grup 1 B-
laktamazlar tarafindan yikilirlar (36). Sefalosporinler antibakteriyel aktivitelerinin genel
Ozellikleri dikkate alinarak 4 grupta siniflandirilmigtir (38).

Tablo 3: Sefalosporinlerin Smiflandiriimasi (38)

1) I. Kusak Sefalosporinler

Sefadroksil Sefalotin
Sefazolin Sefapirin
Sefaleksin Sefradin

Sefaloridin
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2) 1. Kusak Sefalosporinler

Sefaklor Lorakarbef
Sefamandol Sefmetazol
Sefonisid Sefotetan
Seforanid Sefoksitin
Sefuroksim

Sefprozil

3) 111. Kusak Sefalosporinler

Sefdinir Sefpodoksim
Sefditoren Seftazidim
Sefiksim Seftibuten
Sefoperazon Seftizoksim
Sefotaksim Seftriakson

4) 1V. Kusak Sefalosporinler
Sefepim

Sefpirom

I11- Diger p-Laktam Antibiyotikler

Monobaktamlar: Giinimuzde klinik kullanimda olan tek monobaktam antibiyotik
aztreonamdir (38). Molekdlindeki yan zincirler bakimindan 3. kusak sefalosporinlerden
seftazidime benzer (Sekil 4). Bu yan zincirler nedeniyle seftazidim gibi gram negatif
bakterilerin Urettigi -laktamazlarin goguna kars: asir1 derecede dayaniklidir. Boylece aerobik

gram negatif bakterilere kars etkinligi gticlendirilmistir (36).
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B-taktam halkas:i

Sekil 4. Monobaktamin yapis1 (38)

Karbapenemler: Gunimizde mevcut olan antibiyotiklerden antibakteriyel spektrumu
en genis olanlaridir. Imipenem, meropenem ve ertapenem klinik kullammlar:1 olan
karbapenemlerdir. Yapisal olarak 6 pozisyonundaki trans konfigurasyonda bir hidroksietil yan
zincire sahip olmasi ve bisiklik nukleusta bir sulfir veya oksijen atomunun eksik olmasiyla
diger B-laktamlardan ayrilirlar (38).

Sekil 5: Karbapenemlerin yapisi (38)
IV. B-Laktamaz Inhibitérleri

B-laktamazlar1 geri donusimstz olarak inhibe eden ve bakteri ceperindeki penisilin
baglayan proteinlere baglanmayan maddelerdir. Bunlar klavulonik asit (Sekil 6), sulbaktam ve
tazobaktamdir. Bu maddeler B-laktamazlarin “intihar ettiren inhibitor” (suicidal inhibitor) tipi
geri donisimstiz inhibitoridurler. Once B-laktamazlar tarafindan kiigiik molekil pargalarina

ayrilirlar. Bunlardan biri enzimi geri diinisimstz olarak inaktive eder (enzimin intiharina yol
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acar). Ancak az sayida B-laktamaz turd bu maddelere dayanikhidir. Amoksisilin-klavulanat,
tikarsilin-klavulanat, ampisilin-sulbaktam ve piperasilin-tazobaktam B-laktamaz inhibitorlerin

penisilinlerle olan kombinasyonlaridir (36).

i

HO

Sekil 6: Klavulanik asitin yapisi (36)

2.3. p-Laktamlann Etki mekanizmalar

Antibiyotiklerin etkili olabilmeleri icin bakteri hicresi icine girerek metabolize ya da
inaktive olmadan bakterinin belli bir fonksiyonunu inhibe etmeleri gerekmektedir (40).
Bakterilerin ¢ogunda hicre duvarmin ana yapir maddesi peptidoglikan tabakadir.
Peptidoglikanin temel yapis1 N-asetil glukozamin ve N-asetil muramik asit molekillerinin
siralanmasiyla olusan bir zincirdir. Bu zincirler peptit baglar1 ile ¢apraz baglanarak bakteriyi
saran sert bir kafes olusturur. Zincir ve ¢apraz baglarin yapimi, genis bir aile olan serin
proteazlar yesi olan bazi 6zel enzimlerce katalize edilir. Bu dizenleyici enzimler
transpeptidazlar, transglikozilazlar ve karboksipeptidazlardir. Bu enzimler penisilin baglayan
proteinler (PBP) olarak da bilinirler (38). 1975°te Spratt p-laktam antibiyotiklerin hedef
molekilinin PBP’ler oldugunu tanimlamistir. p-laktam antibiyotikler kovalent baglarla bu
molekillere baglanirlar, peptidoglikan sentezini inhibe ederler ve boylece bakteri Uremesini
engellerler (41, 42, 43).

2.4. p-Laktam Direnci

Yeni antibakteriyel ilaglarin  kullanima girmesiyle bakteriler cesitli direng

mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Bakteriler antibiyotiklere karsi dogal dirence sahip
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olabildikleri gibi kromozomal genlerde meydana gelen mutasyon veya plazmid, transpozon
gibi yapilarla kromozom dis1 genetik materyal kazanilmasi ile sonradan da direng
gelistirebilmektedirler. Direng gelisiminde enzim uretimi, baglanma noktalarinda meydana
gelen degisiklikler, membran gecirgenliginin azalmas: ve membran pompasi1 gibi cesitli
mekanizmalar rol oynamaktadir. Bakteriler baslica dort mekanizma ile p-laktam

antibiyotiklere direng kazanmaktadir (44, 45).

1) Enzimler Yoluyla flacin inaktive Edilmesi: Enzimatik yolla inaktivasyon esas olarak p-
laktam antibiyotiklere karsi gelisen B-laktamaz enzimleriyle olmaktadir. Periplazmik aralikta
yerlesmis olan veya buradan hiicre digina salinan bu enzimler tarafindan antibiyotiklerin

inaktive edilmesiyle direng kazanilmaktadir (45).

2) Antibiyotigin Hedefindeki Degisiklik: p-laktam antibiyotiklerin hedefi bakteri hicre
duvarinda bulunan ve PBP olarak adlandirilan transpeptidaz enziminin aktif bdlgesidir.
Bakteriler bu proteinlerdeki mutasyonel degisiklik, proteinin asir1 sentezi, dusik afiniteli
baska bir PBP sentezlenmesi gibi mekanizmalarla direng gelistirebilmektedirler (44).

3) Hicreye Giren Antibiyotigin (Efluks) Disarn Pompalanmasi: Direng mekanizmalarinda
diger bir yol ilacin ATP bagiml aktif pompa mekanizmasiyla hicre icinden hiicre disina
pompalanmasidir. Bu diren¢ mekanizmasi, gram pozitif bakteri hiicre duvarnin tek tabakali
peptidoglikan icermesine karsin gram negatif bakteri hiicre duvarmnin i¢ ve dis plazma
membrani ve periplazmik araliktan olusan yapisi sebebiyle gram negatif bakterilerin -laktam

direncinde 6nem kazanmustir (45).

4) Tlacin Hiicre Icine Girisinin Engellenmesi (Gegirgenlik Azalmasi): Antibiyotiklerin etki
gOstermeleri icin hiicre igindeki etki gosterecekleri yapilara kadar penetre olmalar: gerekir ve
ilk gegcmeleri gereken yap1 hiicre duvaridir. B-laktam antibiyotiklerin hedefi olan PBP’lere
ulasabilmek icin hicre duvarindaki porin adi verilen kanallardan geg¢meleri gerekir. Bu
kanallar gram negatiflerde blyik OmpF (Outer membrane protein), kicik OmpC kanali ve
mutant phoE kanallarindan olusur. Bakteriler hiicre duvarindaki porin kanallarmi azaltarak
veya yapilarinda degisiklik yaparak hicre igine giren antibiyotik miktarmi azaltirlar ya da

tumayle engellerler (46).
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2.5. Antibiyotik Direncinin Horizontal Transferi

Farkli bakteri turleri veya ayni tirler arasinda direng genlerinin yayilimi konjugasyon,
transformasyon ve transduksiyon gibi gen aktarim yollariyla meydana gelmektedir.
Horizontal gen transferinde 6nemli olan iki faktor vardir. Bunlardan ilki yeterli sayida bakteri
yogunlugunun bulunmasi, digeri ise transfer edilmis genin hareketli genetik element
Uzerindeki yeridir. S0z konusu hareketli elementler plazmidleri, transpozonlari, integronlari,

gen kasetlerini ve kromozomal genomik adalar1 igerirler.

Ekstrakromozomal direng cesitli yollarla aktarilan plazmid, transpozon ve integron adi

verilen genetik elemanlara baglhidir (47).
2.5.1. Plazmidler

Bakterilerde antibiyotik uygulamasindan énce de var olan ve kromozomdan bagimsiz
sekilde replike olabilen ¢ift zincirli DNA pargalaridir. Direng faktorleri (R faktorler) bir veya
birka¢ antimikrobiyal ilaca ve agir metallere karsi direng genlerini tasiyan plazmidlerdir. R
faktorleri ilaca direng olusturmalarinin yaninda iki 6nemli nitelige daha sahiptirler. Bunlardan
ilki bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olabildiklerinden bir hiicrede ¢ok sayida
kopyaya sahip olmalari, ikincisi ise bunlarin sadece ayni tlrln hicreleri arasinda degil ayni
zamanda diger tur ve cinslere ait hiicrelere de aktarilabilir olmalaridir. Bulasici tipteki bu
direng daha cok antibiyotigi inaktive eden veya hicrenin permeabilitesini degistiren
enzimlerle olmaktadir. Antibiyotik kullanimi direng genlerini tasiyan bakteriler yararina bir
seleksiyona yol agmakta ve antibiyotik kullanimimin yogun oldugu yerlerde 6zellikle

hastanelerde direncli bakterilerin artisina sebep olmaktadir.

Plazmidler; transpozonlar, integronlar/gen kasetleri igin vektor olarak rol oynayabilirler
(47, 48). Plazmidler “incompatibility”(Inc) gruplar icindeki replikasyon orjinlerine gore
smiflandirilirlar.  Ayni  replikasyon orjinine sahip plazmidler “incompatible” olarak
adlandirilirken, farkl: replikasyon orjinine sahip plazmidler ise “compatible” olarak

isimlendirilirler (44).
2.5.2. Transpozonlar

Bakteri kromozomunun degisik yerlerine yerlesebilen veya kromozomdan plazmide,
plazmidden plazmide, plazmidden DNA veya bakteriyofaja aktarilabilen ve kendi kendilerine

replike olmayan cift zincirli DNA dizileridir (45, 46). Transpozonlarin iki cesidi vardir.
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Buyuk transpozonlar konjugatif olarak gorev yaparken kigik transpozonlar yalnizca
plazmidin bir parcas: olarak baska bir hiicreye entegre olurlar. Transpozonlarin bakteri
hicreleri icinde yer degistirme Ozellikleri vardir (47). Bu agidan transpozonlar spesifik
bolgelere entegre olurlar. Oysa horizontal transferde gorevli diger yapilarin bilinen bir tercih
olmaksizin konak DNA’nin igine entegre olma 6zellikleri vardir (52).

2.5.3. integronlar

Kromozom ya da plazmid tzerindeki antibiyotik direng genlerinin birbiri ile baglantili
oldugu ve bu genlerin baslangi¢ bolgesinin yakininda 6zel integrasyon birimleri bulundugu
gozlenmis ve bunlara integron adi verilmistir. Integronlar rekombinasyonun cok sik
goruldigl sicak noktalart iceren hareketli elementlerdir ve gram negatif bakterilerde
antimikrobiyal direncin yayiliminda ve direng genlerinin tasinmasinda 6nemli rol oynarlar
(51, 53). Ayrica dogal klonlama ve ekspresyon vektort olarak da bilinirler. Bunlar
entegrasyon veya eksizyon ile gen kasetlerinin arasina girerler ve gen kasetlerini fonksiyonel
hale getirirler (54, 55, 56, 57, 58).

Antimikrobiyal diren¢ geni tasinmasinda rol oynayan Ug¢ cesit integron vardir. Bunlar
Smif 1, Smif 2 ve Simif 3 integronlardir (59, 60). Gram negatif bakterilerde en yaygin olan
integronlar Simf 1 ve 2’dir. Smif 1 ve 2 integronlarda 5’-CS ve 3’-CS diye adlandirilan
korunmus bolgeler vardir ve bu integronlar bir veya daha fazla gen kaseti icerirler (47).
Integronlarin yapisina baktigimizda t¢ énemli bilesen karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki
entegrasyonun gerceklestigi integraz (intl) gen bolgesidir. Digerleri ise yapismada gorevli attl
bolgesi ve entegre edilmis gen kasetlerinin ekspresyonu i¢in 6nemli olan promotor bolgesidir
(55). Integronlarin yapisinda bulunan 5°-CS boélgesi integraz gen, yapisma bélgesi ve
promotor bolgeyi icerirken; 3’-CS bolgesi ise qacEAL geni, sulfonamid geni (sull) ve ORF
(open reading frame) yapilarini igerir (47, 54, 55).

Integronlar kendi kendilerine hareket edemezler. Plazmidler (izerine yerlesirler ya da
Tn1696 gibi transpoze edilebilir bir elementin icine entegre olur ve bu sekilde yayilirlar (61).
Bunun yaninda integronlar kromozomal DNA veya kromozomal genomik adalara da

yerlesebilirler (62).



19

5' conserved segment 3" conserved segment

- = - =,

1 amd P2 qa(f*_’q,jf suff ORF5
> > i

£

Intl
Pl attl attCl

s
-~
-

gene cassette 1

gene cassette 2
P! amd P2

attl

attC2

gene gene
cassette 1 cassette 2

Sekil 7: Sinif 1 integronun yapis1 (63)

2.6. p-Laktamaz Enzimleri

Penisilinin gelistirilmesinden sonraki yirmi yil iginde penisilinaz sentezleyen
stafilokoklar tim dinyada yayilmis, 1960°lardan sonra yari sentetik penisilinler ve birinci
kusak sefalosporinlerin kesfedilmesi ile Enterobacteriaceae ailesinde B-laktamazlar 6nemli
bir direng mekanizmasi haline gelmistir. Uzun bir siire p-laktamazlar birkag cesit ile sinirl
kalmig, ancak 1978’den sonra birgcok yeni B-laktam antibiyotigin kullanima girmesi ile -
laktamazlarin say1 ve gesidinde ani bir artis gozlenmistir (64).

2.7. p-Laktamazlarin Isimlendirilmesi

B-laktamazlarin isimlendirilmesi konusunda farkli goruslerin olmasi bu enzimleri

gorunduklerinden daha karmasik bir hale getirmistir. Bazi enzimler tercih ettikleri substratlara
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gore (CARB, FUR, IMP, OXA), biyokimyasal 6zelliklerine gére (SHV, NBC), genlerine gore
(Amp-C, CepA), izole edildikleri bakterilere gore (AER, PSE), suslara gdre (P99), izole
edildikleri hasta isimlerine gore (TEM, ROB), izole edildikleri hastaneye (MIR, RHH) ve
eyaletlere (OHIO) ya da bulan kisilere (HMS) gore isimlendirilmistir ancak bazilar1 zamanla
gecerliliklerini yitirmislerdir. Ornegin SHV, sulfidril variable’dan kisaltilmis olmasina
ragmen artkk SHV-1 enziminin aktif bolgesinin sulfidril degil, serin hidroksil oldugu
anlasiimistir. Benzer sekilde, ilk kez Pseudomonas’dan izole edilmis olan PSE enziminin
artik Enterobacteriaceae’larda bulunabildigi bilinmektedir. Son yillarda blyik bir hizla
artmakta olan TEM enziminden tireyen enzimlere ise CAZ (seftazidimaz), CTX
(sefotaksimaz) veya IRT (inhibitor rezistan) gibi tanimlayici isimler verilmesi karmasaya yol
acmistir. Bu konuda Onerilen ise, TEM’den koken alan tim enzimlerin TEM 26, TEM 43 gibi

numara ile belirtilmesidir (8, 65).

Tablo 4: Genislemis Spektrumlu p-Laktamazlarin isimlendirilmesi (66)

B-laktamaz ismi Yil? Varyant sayisi Ismin orjini
SHV tip 1983 >100 Sulphhydryl variable
TEM tip 1985 >160 Temoneira (Hastanin 6n adi)
CTX-Mtip 1989 >65 Cefotaximase-Munich
SFO-1 1988 1 Serratia fonticola
TLA-1 1991 1 Tlahuicas (Hindistan kabilesi)
PER 1991 3 Pseudomonas extended resistance
VEB 1996 5 Vietnam extended-spectrum B-lactamase
BES-1 1996 1 Brazilian ESBLs
GES 1998 9 Guyana ESBLs
BEL-1 2005 1 Belgium ESBLs
OXA 1991 Enaz9 Oksasilin>penisilin hidrolizi

Ik kaydedildigi yil
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2.8. p-Laktamazlarin Simflandiriimasi

B-laktamazlarin smiflandiriimasinda da farkli yaklasgimlar sergilenmistir. Onceleri
yapilan siniflandirmada biyokimyasal aktivite ve substrat profillerine gore, genetik direng
belirleyicilerinin yerlerine gore (plazmid, kromozom), izoelektrik fokuslama ¢aligmalar: ve
enzim Kinetiklerinin verilerine gore smiflandirma yapilmigtir. Sonradan molekdler
biyolojideki hizli gelismeler, dizi homolojisi ¢aligmalar1 ile enzimlerin molekiler yapisinin
belirlenmesi, smiflandirmanin zorluklarmmin asilmasmi kolaylastirmigtir. Ancak heniiz tim -
laktamazlar icin aminoasit dizilerine dayanan bir molekiler siniflandirma gelistirilememistir
(67).

1940 yilinda Abraham ve Chain’in bildirdikleri penisilinaz ile birlikte pB-laktamazlarin
ilk smiflandirilmas: yapilmistir. Bundan sonra yapilan ve kabul goren ilk siniflandirma Sawai
ve arkadaslarmin yaptigi smiflandirma olmustur. Bu siniflandirmada enzimler penisilinaz ve
sefalosporinaz olarak ayrilmis ayrica antiserum ile reaksiyonu da buna eklemistir. 1973
yilinda Richmond ve Sykes tum gram negatif B-laktamazlari substrat profillerine gore bes
grupta toplamistir. Daha sonra Matthew, p-laktamazlarin izoelektrik fokuslama ile
tamimlanabilecegini gosterdikten sonra smiflandirma 1976°da Sykes ve Matthew tarafindan

tekrar diizenlenmistir (68).

1980’de Ambler’in molekuler yapiya dayanan smiflandirmasini takiben 1989’da Bush

tarafindan Onerilen gruplamada tim bakterilerin B-laktamazlar1 yer almis ve ilk kez substrat
ve inhibitor 6zellikler molekuler yapu ile iliskilendirilmistir. B-laktamazlar bu siniflandirmada
A, B, C, D olmak lizere dort grupta toplanmaktadir. A, C ve D B-laktam antibiyotiklerin aktif
olmasi icin serine ihtiya¢ duyduklarindan dolay: serin B-laktamazlar olarak adlandirilirlar.
Grup B enzimleri ise aktivite icin ¢inkoya gereksinim duyan metallo B-laktamazlardir. B-
laktamazlarin en yeni smiflandirma semasi 1995 yilinda yapilan Bush-Jacoby-Medeiros
smiflandirmasidir. Bu son siniflandirma, 1989 yilinda Karen Bush’un yaptig: smiflandirmanin
bir uyarlamasidir ve molekiler siniflama ile tam olarak uyusmaktadir. Enzimler, substrat ve
inhibitor profillerine gore gruplandiriimaktadir. Bu sistemde dort kategori ve ¢ok sayida alt
grup bulunmaktadir (64, 69).



Tablo 5: B-laktamazlarin Smiflandirilmasi (38)
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Bush-Medeiros-Jacoby Sistemi  Onemli Alt Ambler Sistemi Belli Bash Ozellikler
gruplar
Grup 1 sefalosporinazlar C (sefalosporinazlar) Genellikle kromozomal; karbapenemler diginda tim p-laktamlara direng; klavulanat ile inhibisyon yok
Grup 2 penisilinazlar (klavulanik 2a A (serin B-laktamazlar) Stafilakok penisilinazlari
aside duyarli)
2b A Genis spektrumlu TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A Geniglemis spektrumlu: cogunlukla TEM ve SHYV cesitleri
2br A inhibitérlere direncli TEM
2c A Karbenisilini hidrolize edenler
2e A Klavulanat ile inhibe olan sefalosporinazlar
2f A Klavulanat ile inhibe olan karbapenemazlar
2d D (oksasilin hidrolizi) Oksasilini hidroliz edenler (OXA)
Grup 3 metallo B-laktamazlar 3a B (metalloenzimler) Cinko bagimlh karbapenemazlar
3b B
3c B

Grup 4 B-laktamazlar

Simiflanmamsg

Bircogu dizi analizi yapilmamus, cesitli enzimler
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Grup 1 p-laktamazlar: Grup 1 enzimler sefalosporinazlardir ve Ambler smiflandirma
sisteminde C grubunda yer alirlar. Gram negatif bakterilerin birgogunda kromozom uzerinde
kodlanirlar (Salmonella ve Klebsiella bilinen tek istisna). Kromozomlarda kodlanan
enzimler Ozellikle Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Morganella
morganii, Pseudomonas aeruginosa ve Serratia marcescens’in klinik izolatlarinda 6nemlidir.
Grup C pB-laktamazlar sefalosporinleri (genislemis spektrumlu sefalosporinler dahil)
penisilinlerden daha etkin olarak hidroliz ederler. Bir¢cok grup C enzimi klavulonat, sulbaktam

ve tazobaktam ile inhibisyona direnclidir.

Grup 2 p-laktamazlar: Grup 2 enzimler penisilinazlardir. Bu gruptaki enzimler molekiiler
smif A ve D’yi de icine alan ve plazmidlerle tasinan genler tarafindan kodlanirlar. f-
laktamazlar arasinda en genis gruba sahiptirler. Enterobacteriaceae’da en sik bulunan grup A
B-laktamazlar TEM-1 ve SHV-1 olarak tanimlanmistir. TEM-1 ve SHV-1 B-laktamazlar esas
olarak sefalosporinlere karsi azalmis aktivite gosteren penisilinazlardir. Bu iki p-laktamaz
ailesi son yirmi yildir GSBL’nin ve hastanelerde yaygin olan inhibitorlere direngli TEM f-

laktamazlarin dncileri olmalari nedeniyle oldukea ilgi gérmuslerdir (38, 69).

Grup 3 B-laktamazlar: Serine bagimli p-laktamaz enzimlerinden farkli olarak grup 3
enzimler metallo p-laktamazlar (MBL) olarak adlandirilirlar. Bu enzimler kataliz igin ginko
veya baska bir agir metale ihtiya¢c duyarlar ve EDTA gibi selat yapan maddeler ile inhibe
olurlar. Eskiden MBL esas olarak karbapenemleri hidroliz etme yetenekleriyle ayirt
edilebiliyorlardi. Fakat simdilerde bu yetenege sahip bazi serin p-laktamazlar da vardir. Serin
B-laktamazlarin aksine MBL monobaktamlara karsi dustk afiniteye sahiptirler ve klavulonik

asit veya tazobaktam tarafindan inhibe edilemezler.

Grup 4 p-laktamazlar: Bu grup hakkinda yeterli bilgi yoktur. Cunki bu enzimlerin

karakterizasyonu tamamlanmamistir (38, 69).
2.9. Genislemis Spektrumlu p-Laktamazlar

Genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL), klasik TEM ve SHV tipi B-laktamazlarin
mutant formlar1 olmakla birlikte, orijinal enzimlerin aksine sefamisinler disindaki tim
sefalosporinleri, aztreonam: ve diger tim penisilinleri hidrolize eden enzimlerdir. Aktif

bolgelerinde serin igermektedirler. Grup 2b’de yer alan ve penisilin turevleri ile dar
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spektrumlu sefalosporinleri parcalayan enzimlere gore daha genis spektrumlu olduklar1 igin
bu sekilde adlandirilmaktadirlar (70).

GSBL’ler, Ambler’in molekiler siniflamasinda grup A veya grup D icginde, Bush-
Jacoby-Medeiros grup 2be ve 2d’de yer almaktadir. GSBL’ler klavulonik asit, tazobaktam ve
daha az oranda sulbaktam gibi B-laktamaz inhibitOrlerine duyarli iken sefamisinler ve
karbapenemlere etki gostermezler. Bu enzimler, 1980°li yillarin basinda enterik bakterilerde

onemli bir diren¢ mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmastir (8, 38).

Cogu GSBL’nin, enterik gram negatif bakterilerin klasik plazmid kokenli f-
laktamazlar1 olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1'den kdken aldigi bilinmektedir (71). Koken
alinan ana enzimin aktif bolgesinin molekiler yapisindaki aminoasitlerden bir ile dérdunin,
bazi arastiricilara gore yedi aminoasitin yerine farkli aminoasitlerin gelmesi sonucu
GSBL'lerin olustugu ileri stiriilmektedir. Enzimin yapisinda meydana gelen bu degisiklik ile
enzimin aktif bolgesi genislemekte ve oksiimino yan zinciri tasiyan p-laktam antibiyotikleri
bu enzimlerin substrati haline getirmektedir. BOylece enzim-substrat iliskisinin saglandigi
aktif bolgede yeni bir modellenme olusmakta ve genis spektrumlu sefalosporinler (seftazidim,
sefotaksim, seftriakson, sefuroksim) ve aztreonamin da bu enzimlerin etki spektrumuna
girmesi saglanmaktadir. Yani enzimi kodlayan gen yapisinda olusan degisime bagl olarak
peptid yapisinda bazi aminoasit degisikliklerin meydana gelmesi GSBL’lere farkl:i substrat
Ozgulligh saglamaktadir. Bu enzimler cogunlukla bakteri suslari ve turleri arasinda

yayilabilen biyuk plazmidlerde kodlanmaktadirlar (72, 73).
2.9.1. GSBL Tipleri

Son yillarda B-laktamazlarin sayisinin arttigi ve klinik agidan dnemli yeni enzim tipleri
tanimlandig: gorilmektedir. Gunimuizde TEM turevi p-laktamazlarin sayisinin 160, SHV turd

B-laktamazlarin ise 100 oldugu bilinmektedir (74). GSBL’ler iki gruba ayrilabilmektedirler:
- TEM ve SHV tirevi olan GSBL’ler
- TEM ve SHV dis1 GSBL’ler

TEM ve SHV tirevi enzimler, TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi enzimlerden nokta

mutasyonu ile kéken almis, GSBL ’leri hidrolize edebilen enzimlerdir (75).
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2.9.1.1. TEM Grubu Enzimler

TEM-1 enzimi gram negatif bakterilerde en sik bulunan ve ampisiline direngli E.
coli’lerin %90’1nda direngten sorumlu olan enzimdir. Bu enzim ilk olarak Yunanistan’da
Temoniera adli bir hastanin kan kiltirtinden izole edilen E. coli’de tespit edilmistir (8). TEM-
1 ve TEM-2 enzimleri siklikla transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu enzimler
olup penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidroliz edebilme yetenegine sahiptirler.
Ancak oksiimino-sefalosporinlere karsi aktiviteleri yoktur (73). GSBL fenotipi gosteren ilk
TEM tlrevi TEM-3tlr ve 1989 yilinda bildirilmistir.

TEM grubu B-laktamazlar, E. coli ve K. pneumoniae basta olmak lzere E. aerogenes,
M.morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae

uyelerinde sik bulunmaktadir (8).
2.9.1.2. SHV Grubu Enzimler

SHV, sulfhydryl variable’in kisaltmasidir. Bu enzimlerin 6ncist olan SHV-1 enzimi en
sik K. pneumoniae’da bulunmaktadir ve plazmid kokenli ampisilin direncinin %20’sinden
sorumludur. SHV enzimi ampisilin, tikarsilin ve piperasiline diren¢ olustururken oksiimino
sefalosporinlere karsi aktiviteleri yoktur. SHV tlrl enzimlerin genis spektrumlu ilk turevi
1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak tanimlanmistir. Sayilart TEM kokenli enzimlerden
daha az olmakla birlikte giderek artmaktadir. SHV grubu enzimler K. pneumoniae’dan baska

Citrobacter diversus, E. coli ve P. aeruginosa’da bildirilmistir (8).
2.9.1.3. CTX-M Grubu Enzimler

Son yillarda GSBL’lerin arasina substrat olarak sefotaksimi tercih eden ve CTX-M
olarak tanimlanan yeni bir grup katilmistir. Seftazidimi az miktarda hidroliz etmekle birlikte
klinikte dirence yol acacak kadar dnemli degildirler. Bu enzimlerin dnemli bir 6zelligi de
bunlara karsi tazobaktamin inhibitor etkisinin Kklavulonik asit ve sulbaktama gore fazla
olmasidir. Ilk CTX-M B-laktamaz 1989 yilinda Almanya’da E. coli’de bildirilmistir. Bazi
plazmid kontrolindeki CTX-M enzimlerinin Kluyvera ascorbata’min kromozomal f-
laktamazindan koken aldig1 bilinmektedir (8, 38, 76, 77). Esas olarak bu enzimler Salmonella
enterica serovar Typhimurium ve E. coli’de saptanmistir fakat Enterobacteriaceae’nin diger
uyelerinde de go6zlendigi bilinmektedir. CTX-M enzimlerini Ureten mikroorganizmalarin

cogunlukla hastane enfeksiyonlarindan izole edilmelerine karsin SHV ve TEM enzimlerinden
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farkli olarak Vibrio cholerae, tifo dis1 Salmonella ve Shigella spp. gibi toplumdaki enfeksiyon
etkenlerinde de bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullaniminin
CTX-M enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadigi disuntlmektedir (78).

2.9.1.4. OXA Grubu Enzimler

OXA grubu enzimler Ambler grup D, fonksiyonel olarak ise grup 2d’de yer alan
enzimlerdir. Oksasilin ve kloksasiline kars1 yiiksek oranda afinite géstermelerinden dolay: bu
ismi almglardir. Bu enzimler ampisilin ve sefalotine direncli iken klavulonik asit tarafindan
inhibisyonlar1 zayiftir. GSBL’lerin ¢ogu E. coli, K. pneumoniae ve Enterobacteriaceae’nin
diger Uyelerinde bulunmalarina ragmen OXA tipi enzimler esas olarak P. aeruginosa’da
bulunurlar (8, 79).

Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 enzimidir ve Turkiye’de izole
edilen bir P. aeruginosa susunda bulunmustur. Daha sonra OXA-14, OXA-15, OXA-16,
OXA-17 B-laktamazlar1 Tlrkiye’de izole edilen P. aeruginosa suslarinda tanimlanmistir. Bu
enzimleri kodlayan genlerinin ¢cogunlugu plazmid, transpozon veya integron kontroliindedir
(8, 73).

2.9.15. Inhibitorlere direncli (IRT) p-laktamazlar

Inhibitorlere direncli p-laktamazlar ilk olarak TRC (Klavulonik aside direncli TEM
enzimi), daha sonra TRI (B-laktamaz inhibitorlerine direngli TEM enzimi) ve en son olarak da

IRT (inhibitorlere direngli TEM enzimi) olarak isimlendirilmislerdir.

IRT enzimleri Bush-Jacoby—Medeiros grup 2br’de yer alan enzimlerdir. Bu enzimler
dar ve genis spektrumlu sefalosporinleri, sefamisinleri, karbapenemleri ve piperasilin
tazobaktamlar1 hidroliz edememelerine ragmen TEM ve SHV turi enzimlerden koken
aldiklar: icin GSBL’ler ile ele alinmaktadirlar. Bu enzimler en sik E. coli’de bulunmakla
birlikte Klebsiella spp., E. cloacae, P. mirabilis, Citrobacter freundii ve Shigella sonnei’de de
bildirilmislerdir (80).

2.9.1.6. Diger GSBL’ler

Son yillarda GSBL enzimlerinden olup TEM, SHV, OXA veya CTX-M §-
laktamazlardan koken almamis bazi enzimler bildirilmeye baslanmistir. Bu enzimlerden biri

PER-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez Turkiye’de bir hastadan izole edilen P. aeruginosa
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susunda bulunmustur. Daha sonra ise Salmonella enterica serovar Typhimurium ve
Acinetobacter baumanii izolatlarinda tespit edilmislerdir. PER-1 enzimi Turkiye’de oldukca
yaygindir ve A. baumanii’nin seftazidim direncli suslarinin %60’inda gorulmuslerdir. Ayrica
plazmidik PER-1 enzimi Salmonella enterica serovar Typhimurium’un hastane kaynakl
izolatlarinda bulunmustur. PER-2 enzimi, PER-1 enzimi ile %86 aminoasit homolojisi
gosteren diger bir enzimdir. PER-1 enzimi yalnizca Turkiye’de bulunurken PER-2 enziminin
sadece Guney Amerika’da bulundugu belirtilmistir (8).

Diger bir enzim ise VEB-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez Vietnam’da bir hastadan izole
edilen E. coli susunda daha sonra ise Tayland’da bir P. aeruginosa susundan elde edilmistir.
Baska bir enzim olan CME-1 enzimi bir Chryseobacterium meningosepticum susundan, TLA-
1 enzimi ise Meksika’da bir hastadan izole edilen E. coli susundan elde edilmistir. PER-1,
PER-2, VEB-1, CME-1 ve TLA-1 enzimleri birbirleriyle %50 homoloji gostermektedirler ve

oksiimino sefalosporinlere 0zellikle seftazidime ve aztreonama etkilidirler (8).

Diger bir enzim olan SFO-1 enzimi, Serratia fonticola’daki smif A B-laktamazdir. ilk
kez 1988°de Japonya’da E. cloacae izolatinda bulunmustur. Cok nadir gorilen bir enzimdir.
Bu enzim sefotaksimi iyi, seftazidimi kotl, sefamisin ve karbapenemi zayif bir sekilde

hidroliz ederken klavulonat ve imipenem tarafindan inhibe edilemezler.

BES-1 enzimi 1996°da Brezilya’da bir hastanede Serratia marcescens susundan izole
edilmistir. Aztreonama yuksek seviyede diren¢ varken sefotaksime, seftazidimden daha
direnclidirler. blages.1 geni plazmid tarafindan kodlanir ve foksiyonel grup 2be’de yer alir.
CTX-M grup 1 B-laktamaz ile %48 oraninda aminoasit benzerligi vardir. Klavulonat

tarafindan iyi bir sekilde inhibe edilirken tazobaktam ile inhibisyon zayiftir.

BEL-1 enzimi 2004’de Belcgika’da bir P. aeruginosa susundan izole edilmistir. Bu
enzim diger Ambler sinif A GSBL’ler ile az oranda iliskilidirler. GES-1 ile %50, CTX-M
grup 8 ile %40 ve BES-1 ile %36 oraninda aminoasit benzerligi vardir. BEL-1 enzimi ¢ogu
genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz ederler ve klavulonat, sefoksitin,

moksalaktam ve imipenem tarafindan inhibe edilirler.

GES enzimi diger bir nadir gorilen GSBL’lerdendir. P. aeruginosa, E. coli ve K.
pneumoniae’da saptanmistir. GES-1 enzimi ilk kez Fransa’da bir K. pneumoniae izolatinda

saptanmistir ve bu enzimin plazmid ve integron tarafindan kodlandigi bildirilmistir. GES
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enzimi penisilinler ve genis spektrumlu sefalosporinlere etkili iken sefamisin ve
karbapenemlere etkili degildirler. Klavulonat, tazobaktam ve imipenem tarafindan inhibe

edilmelerine ragmen aztreonam tarafindan hidroliz edilemezler (8).
2.10. GSBL’lerin Laboratuvar Tanisi

GSBL dureten bir mikroorganizma ile enfekte olan hastalarda genis spektrumlu bir -
laktam ile tedavi risklidir. GSBL durettigi saptanan bir bakteri, antibiyotik duyarlilik test
sonucu ne olursa olsun, sefamisinler disinda tim genis spektrumlu B-laktam antibiyotiklere
direncli olarak bildirilmelidir (81).

2.10.1. GSBL Tarama Testleri

Amerika’nin Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitist [Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)] onerilerine gore; disk difuzyon veya dillisyon yontemleriyle
sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime karsi duyarliligin

azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama testleri uygulanmalidir (81).

Tablo 6: GSBL’ler igin Tarama Testi Olarak Onerilen inhibisyon Zonu ve MiK(Minimal
Inhibisyon Konsantrasyon) Degerleri (82)

Antibiyotik Inhibisyon zonu (mm) MIK (ug/ml)
Sefotaksim (CTX) <14 > 64
Seftriakson (CRO) <14 > 64
Seftazidim (CAZ) <14 > 32

Sefpodoksim (CPD) <17 >8
Aztreonam (ATM) <15 > 32

2.10.2. GSBL Saptama ve Dogrulama Testleri

Dogrulama testleri klavulonik asit ve indikator sefalosporin ve/veya monobaktam
arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Sik olarak kullanilan yontemler;
kombine disk yontemi, ¢ift disk sinerji yontemi, E test yontemi, mikrodilisyon yontemi, (¢
boyutlu test, otomatize sistemler (Vitek, MicroScan, BD Phoenix) ve molekiler tekniklerdir
(PCR, DNA problari, Nukleotid sekanslama) (8, 70).



29

2.10.2.1. Kombine Disk Yontemi

Kombine disk yonteminde sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30 ug) disklerine 10 pg
klavulonik asit eklenir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan
bakteri stspansiyonunun yayildigi mueller-hinton agar (MHA) plaklarina klavulonik asit
iceren ve icermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirilir. Bir gece 37°C’lik
inklibasyondan sonra klavulonik asit igeren ve icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon
zonlart Olgllerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulonik asit
icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla > 5 mm daha genisse izolat GSBL uretimi agisindan
pozitif kabul edilir. Kombinasyon diski olarak 1 mg klavulonik asit iceren sefpodoksim (10
ug) diskleri de kullanilabilir (83, 84).

2.10.2.2. Cift Disk Sinerji Testi

Disk difuzyon yontemine dayanir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak
sekilde bakteri stispansiyonu hazirlanir ve MHA plagina yayilir. Merkeze amoksisilin-
klavulonik asit diski (AMC 10+20ug) yerlestirilir. Merkezden merkeze uzakhigi 20-25 mm
olacak sekilde aztreonam (AZT 30ug), seftazidim (CAZ 30ug), sefotaksim (CTX 30ug)
diskleri konulur. 37°C’de 18-20 saat inkibe edilir. Antibiyotiklere ait inhibisyon zonlarmin
klavulanik aside dogru genislemesi veya iki inhibisyon zonu arasinda bakteri Ureyen alanda
uremenin olmadig: bolge gorulmesi GSBL pozitif olarak yorumlanir. Ancak bu yontem
kullanilirken dikkat edilmesi gereken bazi hususlar vardir. Oncelikle enzim substrat profili
degisik oldugu icin antibiyogramlarda indikator antibiyotiklerin hemen hepsinin yer almasi
onerilmektedir. CLSI 6nerilerine gore; CAZ, CTX veya CRO zon ¢ap1 14 mm ve altindaysa,
ATM zon ¢ap1 15 mm ve altindaysa, CRO zon ¢ap1 25 mm ve altindaysa, CPD zon ¢ap1 17

mm ve altindaysa kesinlikle GSBL igin  dogrulama  testi  yapilmaldir.
2.10.2.3. E-Test YOontemi

Ticari olarak bir ucunda seftazidim (CAZ), diger ucunda seftazidim ve klavulanik asit
(CAZICLA) icerecek sekilde test stripleri hazirlanmistir. Disk difuzyon igin bildirilen
standartlarda hazirlanan plaklarda inkibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi
kestigi deger MIK degerini vermektedir. CAZ ve CAZ/CLA MIK degerleri birbirine
oranlandiginda MiK degerinde >8 kat fazla azalma olmas: GSBL varhgmi gosterir. Benzer
sekilde sefotaksim (CTX) ve sefotaksim-klavulanik asit (CTX/CLA) iceren E-Test stripleri de
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bulunmaktadir. Ozellikle CTX/CLA striplerinde klavulanik asitin diger tarafa da difiize
olmasi nedeniyle stripin ortasinda bir “fantom zon” gdrulebilmektedir. Bu zon GSBL
gOstergesi olarak kabul edilmektedir (85, 86).

2.10.2.4. Siv1 (Broth) Mikrodiltsyon Ydntemi

Sefotaksim ve seftazidim MIiK degerleri, hem tek basina hem de klavulanik asit (4
ng/ml) varhginda saptanir. Klavulanik asit varhiginda MiK degerlerinde 8 kat ve (izeri azalma

olmas1 GSBL gostergesi olarak kabul edilir (85).
2.10.2.5. Ug Boyutlu Test

Direkt veya indirekt uygulanabilir. Hazirlanan 0,5 McFarland yogunlugundaki bakteri
stspansiyonu MHA ylzeyine surullr. Petrinin ortasina yakin tarafta ve kullanilan antibiyotik
disklerinden 3 mm uzakta olacak sekilde besiyeri daire seklinde kesilir. Olusan besiyeri
cizgisinin igine test edilecek mikroorganizmanin Uretildigi sivi besiyeri ile doldurulur. Her iki
inokulasyon yapildiktan sonra seftazidim, sefotaksim, seftriakson ve aztreonam diskleri
yerlestirilir. Bu disklere ait inhibisyon zonlarinin dairesel bigiminde bozulma, kesintiye
ugrama veya bakterinin inokile edildigi kesi cizgisi yakminda birbirinden ayri kolonilerin
uremesi; antibiyotigin yogun inokulasyon bdlgesinden gecerken inaktive edildigini gosterir ve
GSBL pozitif olarak degerlendirilir (83, 84).

2.10.2.6. Otomatize Sistemler

Otomatize mikrobiyoloji sistemleri, mikroorganizmalarin zaman ve is gicl kaybi
yasanmadan, standardize bir dizi protokol uygulandiktan sonra, bazi firmalar (Becton
Dickinson Diagnostics-USA, Dade Behring Inc-USA, bioMérieux-France gibi) tarafindan
uretilen medikal cihazlar ile bazi spektrofotometrik veya baska bir dizi 6lgim yontemi
kullanilarak tiplendirilmesini ve bazi sistemlerde, tek bir islemde tiplendirilmenin yan: sira
ilag direnclilik profillerini de gorintilemek icin kullanilan sistemlerdir. Uygulama Uretici

firma dnerilerine gore yapilmaktadir (84).
2.10.2.7. Molekdler Yontemler

Molekuler yontemler enzimlerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA
problar1 ile hibridizasyon, polimeraz zincir reaksiyonu [Polimerase Chain Reaction (PCR)],

oligotiplendirme, ligaz zincir reaksiyonu, izoelektrik fokuslama ve nikleik asit dizi analizi
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direncte rol oynayan enzimlerin molekuler tanimlanmasinda yer alan yontemlerdir. Bununla
birlikte, bu yontemlerin ¢ogunda sadece enzim ailesi gosterilebilmektedir. Enzimin kesin
olarak tanimlanmasi altin standart yontem olarak kabul edilen nikleik asit dizi analizi ile

mumkin olmaktadir. Ayrica yeni enzim tipleri ve mutasyonlar saptanabilmektedir.

Fenotipik metotlara gore 6zgulligl oldukca ylksek olan genotipik yontemlerle sadece
GSBL uretimi degil Gretilen enzimin genotipi de belirlenebilmektedir (74, 87).

2.10.2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kary Mullis tarafindan bulunan PCR, nikleik asitlerin invitro olarak c¢ogaltilmas:
esasina dayanan bir yontemdir (79). Hiicre icinde DNA replikasyonu igin bir¢ok protein gorev
yapar. DNA’nin yiksek 1siya dayanikli bir molekil olmas: nedeniyle replikasyonda gorev
alan birgok proteinin yerine 1s1 gibi fiziksel etmenler kullanilir. Ornegin replikasyonun
baslayabilmesi icin gerekli olan iki DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi, ortamin 94°C’ye
kadar 1sitilmasi ve boylece iki zincir arasindaki hidrojen baglarmin kirilmasiyla saglanir. Oysa
37°C de yasamini slrduren bir hiicre denattrasyon adini verdigimiz zincir ayrilmasmi, bu
sicaklikta basarmak zorundadir. Bu nedenle “tek zincir baglayan protein® gibi yardimci
proteinlere gereksinim duyar. Hicre icinde replikasyonun baslamasinda bir bagska 6nemli olay
“primaz” denen enzim tarafindan genellikle 12 nikleotid uzunlugunda, replikasyonun
baslayacag: bolgede bir RNA primerinin yapilmasidir. DNA polimeraz bu primere baglanip,
3" ucuna nikleotidleri ekleyerek DNA sentezi yapar. PCR da ise replikasyonun baslatilacagi
bolgeye 0zgur olarak baglanan primerler tepkime karisiminin igerisine énceden konur (88,
89).

PCR ile DNA'nin ¢ogaltilabilmesi igin tepkime karisiminda su maddeler yer almalidir:
Cogaltilacak olan kalip DNA, bu DNA da ¢ogaltilmas: planlanan bolgenin iki ucundaki DNA
dizisini 0zgull olarak taniyip baglanacak olan DNA primerleri, primerlere baglanip bunlara 3'
ucundan nikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan DNA polimeraz, sentezde kullanilacak
olan deoksinlkleotidtrifosfatlar (ANTP), DNA polimerazin ¢alismas: icin gerekli tampon
gorevi yapacak maddeler, tuzlar ve enzimin calismas: icin 6nemli bir kofaktér olan Mg
iyonlar1 (88, 89, 90, 91).

PCR (¢ degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongi halinde tekrarlanmasi ile

gerceklestirilir. Tlk basamak denatiirasyon asamasidir. 94°C ye kadar sitilan DNA’min iki
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zinciri birbirinden ayrilr. ikinci basamak annealing asamasidir. Sicakhgin dusirilmesi ile
primerler, cogaltilacak bdlgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgul nukleotid dizilerini
taniyarak hidrojen baglariyla baglanirlar. Primerlerin baglanmas: igin kullanilan sicaklik
genellikle 50 ile 70°C arasinda degisir. Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir. Karigim,
DNA polimerazin ¢alistig1 optimum sicakliga getirildiginde primerlere baglanmis olan enzim
molekulleri, bunlarin 3' ucuna kalip DNA ya uygun nikleotidleri ekleyerek DNA sentezi
yaparlar. Bu ¢ basamak bir donglyu olusturur. Bu donginin her tekrarlanisinda iki primer
arasinda kalan 0zgil DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur.
Cogaltilan DNA pargalar1 bircok degisik yontemle belirlenebilir. Bunlardan en yaygin olarak
kullanilan: agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen Uriinler agaroz jel kullanilarak
elektroforezle ayristirilir. Daha sonra DNA  zincirleri etidyum bromir ile boyanarak
ultraviyole 151k kaynaginda gorintilenir. Elektroforez sirasinda bir DNA molekul agirlik
standard: kullanilir ve PCR drtnlerinin blydklagi, bu DNA molekul agirlik standard: ile
karsilastirilarak belirlenir (90).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL
3.1.1. Klinik Bakteri izolatlarn

Bu calismada KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal:
Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na 18 Mayis 2010 ile 31 Agustos 2010 tarihleri arasinda
gonderilen 5057 idrar 6rneginden izole edilmis, Phoenix otomatize sistemde GSBL urettigi
belirlenmis prospektif olarak toplanan 119 E. coli, 22 K. pneumoniae ve 3 K. oxytoca’dan
olusan toplam 144 izolat calismaya dahil edildi. izolatlar tek koloni pasaji yapilarak kanl
agarda Uretildikten sonra %20 gliserol iceren Luria-Bertani (LB) siv1 besiyeri icinde -80°C’de
saklandi. Bakteri izolatlarinin turd, izole edildigi tarih, materyalin geldigi hastane birimi,

izolasyon tarihi ve izolat kodu Tablo 7°de gosterilmistir.



Tablo 7: izole Edilen GSBL Pozitif Bakteri Tirleri
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NO izolat izole Edilen Bakteri Turii izolasyon Materyalin Geldigi Birim
Kodu* Tarihi
1 EC001 Escherichia coli 18.05.2010 Uroloji Servisi
2 EC002 Escherichia coli 18.05.2010 Uroloji Servisi
3 KO003 Klebsiella oxytoca 17.05.2010 Uroloji Poliklinigi
4 KP004 Klebsiella pneumoniae 20.05.2010 Dahiliye-Onkoloji Servisi
5 EC005 Escherichia coli 21.05.2010 Dahiliye-Gastroenteroloji Srv.
6 EC006 Escherichia coli 20.05.2010 Yenidogan Yogun Bakim PIk.
7 EC007 Escherichia coli 21.05.2010 Kadin Dogum Servisi
8 ECO008 Escherichia coli 21.05.2010 Yanik Unitesi
9 EC009 Escherichia coli 20.05.2010 Dahiliye-Onkoloji Servisi
10 ECO010 Escherichia coli 20.05.2010 Uroloji Poliklinigi
11 EC012 Escherichia coli 24.05.2010 Kadin Dogum Poliklinigi
12 KPO013 Klebsiella pneumoniae 24.05.2010 Gastroenteroloji Poliklinigi
13 EC014 Escherichia coli 25.05.2010 Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
14 EC016 Escherichia coli 24.05.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
15 EC017 Escherichia coli 25.05.2010 Uroloji Poliklinigi
16 ECO018 Escherichia coli 25.05.2010 Fizik Tedavi Servisi
17 EC021 Escherichia coli 27.05.2010 Uroloji Servisi
18 EC023 Escherichia coli 26.05.2010 Uroloji Servisi
19 EC024 Escherichia coli 26.05.2010 Pediatri-Endokrin Poliklinigi
20 KP025 Klebsiella pneumoniae 26.05.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
21 ECO026 Escherichia coli 25.05.2010 Noroloji Servisi
22 EC027 Escherichia coli 28.05.2010 Endokrin Poliklinigi
23 EC028 Escherichia coli 28.05.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik
24 EC029 Escherichia coli 27.05.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik
25 ECO031 Escherichia coli 29.05.2010 Pediatri-Sut Cocugu Servisi
26 EC032 Escherichia coli 30.05.2010 Pediatri Acil Poliklinigi
27 ECO033 Escherichia coli 31.05.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
28 ECO035 Escherichia coli 01.06.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
29 ECO037 Escherichia coli 03.06.2010 Pediatrik Cerrahi PIk.
30 ECO038 Escherichia coli 03.06.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
31 KP039 Klebsiella pneumoniae 03.06.2010 Dahiliye-Onkoloji 2 Servisi
32 KP040 Klebsiella pneumoniae 25.05.2010 Dahiliye-Onkoloji Servisi
33 ECO041 Escherichia coli 06.06.2010 Yanik Unitesi
34 ECO042 Escherichia coli 07.06.2010 Pediatri-Ad6lsan Servisi
35 EC043 Escherichia coli 06.06.2010 Norosirurji Yogun Bakim
36 EC044 Escherichia coli 07.06.2010 Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
37 EC047 Escherichia coli 11.06.2010 Pediatri-Gogus ve Alerji Plk.
38 EC048 Escherichia coli 09.06.2010 Enfeksiyon Servisi
39 EC049 Escherichia coli 10.06.2010 Noroloji Servisi
40 KPO050 Klebsiella pneumoniae 13.06.2010 Genel Cerrahi Servisi
41 KP052 Klebsiella pneumoniae 15.06.2010 Dahiliye Servisi-1
42 ECO055 Escherichia coli 15.06.2010 Pediatri Acil Poliklinigi
43 EC057 Escherichia coli 14.06.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
44 EC059 Escherichia coli 16.06.2010 Endokrin Poliklinigi
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NO izolat izole Edilen Bakteri Tiirii izolasyon Materyalin Geldigi Birim
Kodu* Tarihi

45 KP060 Klebsiella pneumoniae 15.06.2010 Noroloji Servisi

46 EC061 Escherichia coli 18.06.2010 Pediatri Acil Poliklinigi

47 EC064 Escherichia coli 21.06.2010 Uroloji Poliklinigi

48 EC065 Escherichia coli 21.06.2010 Pediatrik Cerrahi Poliklinigi

49 EC067 Escherichia coli 22.06.2010 Acil Poliklinigi

50 EC068 Escherichia coli 22.06.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

51 EC069 Escherichia coli 23.06.2010 Dahiliye-Endokrin Servisi

52 KPQ70 Klebsiella pneumoniae 25.06.2010 Gogls Hastaliklar: Servisi

53 KP0O71 Klebsiella pneumoniae 25.06.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

54 EC072 Escherichia coli 25.06.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

55 EC073 Escherichia coli 24.06.2010 Pediatri Acil Poliklinigi

56 EC075 Escherichia coli 24.06.2010 Enfeksiyon Poliklinigi

57 ECO076 Escherichia coli 28.06.2010 Uroloji Poliklinigi

58 ECO77 Escherichia coli 26.06.2010 Pediatri Acil Poliklinigi

59 ECO078 Escherichia coli 28.06.2010 Enfeksiyon Poliklinigi

60 EC084 Escherichia coli 29.06.2010 Yenidogan Yogun Bakim 2 Servisi

61 EC085 Escherichia coli 29.06.2010 Uroloji Poliklinigi

62 EC086 Escherichia coli 01.07.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

63 ECO088 Escherichia coli 01.07.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

64 EC089 Escherichia coli 06.07.2010 GOgus Hastaliklar1 Servisi

65 EC090 Escherichia coli 05.07.2010 Uroloji Poliklinigi

66 EC091 Escherichia coli 06.07.2010 Yenidogan Yogun Bakim Poliklinigi

67 EC092 Escherichia coli 06.07.2010 Pediatri-Ad6lsan Servisi

68 EC095 Escherichia coli 07.07.2010 Dahiliye-Endokrin Servisi

69 KP097 Klebsiella pneumoniae 09.07.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi

70 EC098 Escherichia coli 10.07.2010 Dahiliye-Gastroenteroloji Servisi

71 EC099 Escherichia coli 12.07.2010 Anestezi Yogun Bakim BD. Servisi

72 EC100 Escherichia coli 12.07.2010 Dahiliye-Endokrin Servisi

73 EC101 Escherichia coli 12.07.2010 Enfeksiyon Poliklinigi

74 EC102 Escherichia coli 13.07.2010 Dahiliye-Gastroenteroloji Servisi

75 EC103 Escherichia coli 17.07.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi

76 EC104 Escherichia coli 19.07.2010 Nefroloji Poliklinigi

77 EC105 Escherichia coli 19.07.2010 Uroloji Servisi

78 EC106 Escherichia coli 14.07.2010 Uroloji Servisi

79 EC107 Escherichia coli 16.07.2010 Uroloji Poliklinigi

80 EC109 Escherichia coli 26.07.2010 Acil Poliklinik

81 EC113 Escherichia coli 13.07.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

82 KP114 Klebsiella pneumoniae 14.07.2010 Genel Cerrahi Servisi

83 EC115 Escherichia coli 20.07.2010 Pediatri Acil Poliklinigi

84 EC116 Escherichia coli 19.07.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

85 EC118 Escherichia coli 18.07.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi

86 EC123 Escherichia coli 21.07.2010 Pediatrik Cerrahi Poliklinigi

87 EC124 Escherichia coli 16.07.2010 Dahiliye-Onkoloji Servisi

88 EC130 Escherichia coli 29.07.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

89 EC132 Escherichia coli 30.07.2010 Genel Cerrahi Servisi

90 EC133 Escherichia coli 02.08.2010 Ndroloji Poliklinigi

91 EC134 Escherichia coli 02.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

92 EC136 Escherichia coli 29.07.2010 Acil Poliklinik

93 EC137 Escherichia coli 06.08.2010 Beyin Cerrahi Poliklinigi

94 EC140 Escherichia coli 04.08.2010 Noroloji Servisi

95 EC141 Escherichia coli 06.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

96 EC142 Escherichia coli 04.08.2010 Kadin Dogum Poliklinigi

97 EC149 Escherichia coli 03.08.2010 Hematoloji Poliklinigi

98 EC150 Escherichia coli 05.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi




36

NO izolat izole Edilen Bakteri Turii izolasyon Materyalin Geldigi Birim
Kodu* Tarihi

99 EC151 Escherichia coli 09.08.2010 Pediatri Yogun Bakim Servisi

100 EC152 Escherichia coli 06.08.2010 Enfeksiyon Poliklinigi

101 EC153 Escherichia coli 10.08.2010 Uroloji Poliklinigi

102 EC154 Escherichia coli 09.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

103 EC155 Escherichia coli 02.08.2010 Gastroenteroloji Poliklinigi

104 EC156 Escherichia coli 07.08.2010 Dahiliye-Onkoloji Servisi

105 EC157 Escherichia coli 09.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

106 KO158 Klebsiella oxytoca 09.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

107 EC159 Escherichia coli 10.08.2010 Pediatri-Adodlsan Servisi

108 EC160 Escherichia coli 09.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

109 EC161 Escherichia coli 10.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

110 KP162 Klebsiella pneumoniae 13.08.2010 Dahiliye Poliklinigi

111 EC163 Escherichia coli 11.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

112 EC164 Escherichia coli 10.08.2010 Pediatri Acil Servisi

113 EC166 Escherichia coli 13.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

114 EC167 Escherichia coli 11.08.2010 Pediatrik Cerrahi Poliklinigi

115 KP168 Klebsiella pneumoniae 04.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

116 KP169 Klebsiella pneumoniae 04.08.2010 Pediatri Acil Poliklinigi

117 KP170 Klebsiella pneumoniae 04.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

118 EC171 Escherichia coli 16.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

119 EC173 Escherichia coli 12.08.2010 Dahiliye-Nefroloji Servisi

120 EC174 Escherichia coli 15.08.2010 Kardiyovaskiiler

121 EC177 Escherichia coli 14.08.2010 Radyasyon Onkolojisi Poliklinigi

122 EC178 Escherichia coli 16.08.2010 Kardiyoloji Servisi

123 KP179 Klebsiella pneumoniae 16.08.2010 Pediatri-Hematoloji Servisi

124 EC180 Escherichia coli 16.08.2010 Pediatri-Hematoloji Servisi

125 EC181 Escherichia coli 17.08.2010 Enfeksiyon Poliklinigi

126 EC183 Escherichia coli 19.08.2010 Nefroloji Poliklinigi

127 EC184 Escherichia coli 18.08.2010 Kardiyoloji Servisi

128 EC185 Escherichia coli 17.08.2010 Pediatri-Kardiyoloji Poliklinigi

129 EC188 Escherichia coli 19.08.2010 Enfeksiyon Poliklinigi

130 EC189 Escherichia coli 17.08.2010 Fizik Tedavi Poliklinigi

131 EC190 Escherichia coli 27.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

132 KP191 Klebsiella pneumoniae 24.08.2010 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi

133 EC192 Escherichia coli 23.08.2010 Dahiliye Servisi-1

134 KP193 Klebsiella pneumoniae 26.08.2010 Dahiliye Servisi-1

135 KP195 Klebsiella pneumoniae 26.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

136 KP196 Klebsiella pneumoniae 18.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

137 KO199 Klebsiella oxytoca 23.08.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi

138 EC202 Escherichia coli 18.08.2010 Noroloji Yogun Bakim Servisi

139 EC204 Escherichia coli 25.08.2010 Pediatrik Nefroloji Poliklinik

140 KP205 Klebsiella pneumoniae 24.08.2010 Beyin Cerrahi Servisi

141 EC206 Escherichia coli 27.08.2010 Dahiliye-Gastroenteroloji Servisi

142 EC207 Escherichia coli 25.08.2010 Pediatri Yogun Bakim Servisi

143 EC208 Escherichia coli 24.08.2010 Dahiliye-Onkoloji Servisi

144 EC216 Escherichia coli 31.08.2010 Genel Cerrahi Poliklinigi

*EC; Escherichia coli, KP; Klebsiella pneumoniae, KO; Klebsiella oxytoca
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3.1.2. Arag ve Geregler

1.5 ml’lik santriftj ttpleri ve 0.2 mI’lik PCR tupleri (grainer bio-one), calkalayict su
banyosu (GFL 1086, Almanya ), pH metre (Hanna, Romanya), Phoenix (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) cihazi, CrystalSpecTM nephelometer
(Becton Dickinson company, USA), pastor firin1 (Hanna, Portekiz), manyetik Kkaristirict
(Stuart), otomatik pipetler (Lab-mate), pipet ucu, vorteks (Heidolph, Almanya), santrifiij
(Sigma), elektroforez tanki (Owl), dijital guc kaynag: (EC-105), jel dokme tepsisi ve tarak,
250 ml erlenmayer, 50 ml mezur, etiiv (Dedeoglu), otoklav (Kermanlar), back alevi, kaynatma
kabi, buz makinesi (Scotsman), thermal cycler (ABI 9700, Applied biosystems), hassas terazi
(Sartorius Laboratory ), mikrodalga firin (Beko), jel dokiimantasyon sistemi (Bio-rad), UV
iliminator (Vilber lourmat), -20°C (Ugur), -80°C (Thermo) derin dondurucular, deiyonize su
cihazi (Barnstead) ve distile su cihaz1 (GFL).

3.1.3. Besiyerleri ve Kimyasallar

Cahsmada kullanilan besiyerleri ve kimyasal maddeler degisik firmalardan sagland.
Sodium chloride (NaCl) (Merck, Almanya), Antimicrobial susceptibility test (AST) buyyon,
AST indikatort, Bacto Tryptone, Sodium hydroxid (NaOH), Yeast Extract, Luria Bertani
(LB) Broth (Merck), Tryptose Blood Agar (Merck), Agaroz (Quantum Biotechnologies),
Etidyum bromir (Sigma), Bromphenol blue, Xylene cyanol, Tris HCI, EDTA, Glycerol,
double distile water (ddw), Enjeksiyonluk su, Amplifikasyon seti; dNTP seti (Roche,
Almanya, Fermentas, ABD), Primerler (IDT, Amerika, biomers, Almanya), PCR master mix
(Promega, Amerika), 1 kb DNA marker (Fermentas), 100 bp DNA marker (Biolabs, New
England).

3.1.4. Solusyonlar
3.1.4.1. DNA Izolasyonu igin Kullamlan Soluisyonlar

3.1.4.1.1. Tris HCI (1 M): 80 ml distile su tzerine 15.7 gr Tris HCI eklendi ve ¢oziindikten

sonra pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim 100 mI’ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi.

3.1.4.1.2. EDTA (0.5 M): 80 ml distile su uzerine 29.2 gr EDTA eklendi ve ¢oziindukten

sonra pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim 100 mI’ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi.
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3.1.4.1.3. TE Tamponu: Son konsantrasyonlar1 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak
sekilde Tris HCI (1 M) stok soliisyonundan 1ml, EDTA (0.5 M) stok soliisyonundan 200 pl
alinarak 98.8 ml distile suya eklendi.

3.1.4.2. Master Mix Icin Kullanilan Soluisyonlar

3.1.4.2.1. dNTP Mix: 1.5 ml’lik santriftj tdplerine 100 mM’lik dTTP, dATP, dGTP,
dCTP’den 20’ser pl koyuldu ve uUzerine 720 pl steril distile su eklenerek hazirlandi.
Hazirlanan karisim kisa bir sure vortekslendi. Bdylece 2.5 mM konsantrasyonunda dNTP
karisimi elde edildi. Hazirlanan karistm 200°er pl olarak yeni, steril, DNase-free santrifij

tuplerine bolinerek kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.4.2.2. Primer Mix: Liyofilize haldeki primerler 100 pmol/pl olacak sekilde steril distile
suyla sulandirilarak stok ¢ozeltiler elde edilmistir. Her bir primer ¢ifti icin, 1.5 ml’lik santrifdj
tuplerine stok ¢ozeltilerden 20°ser pl koyuldu ve tizerine 360 pl steril distile su eklenerek son
konsantrasyonu 5 pmol/ul olan (her biri) primer mix hazirlandi. Kullanilincaya kadar -
20°C’de muhafaza edildi.

3.1.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Soliisyonlar

3.1.4.3.1. 5XTBE Tamponu: 54 gr Tris Base, 27.5 gr Boric Acid ve 3.72 gr EDTA az
miktarda distile su ile manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢0zildikten sonra hacmi 1000

ml’ye tamamland: ve pH 8.3’e ayarland.

3.1.4.3.2. Yukleme Tamponu (Loading Buffer): 30 ml gliserol, 250 mg bromphenol blue ve
250 mg xylene cyanol distile su icinde Karistirildi ve hacim 100 ml’ye tamamland:. lyice
karstirildiktan sonra 1.5 ml’lik santrifuj tlplerine 1’er ml olarak dagitildi ve kullanilincaya
kadar -20°C’de saklandh.

3.1.4.3.3. Etidyum Bromur Soltsyonu: Etidyum bromur 10 mg/ml olacak sekilde distile su

icerisinde ¢Ozuldl ve oda 1sisinda 1siktan korunarak saklandi.
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3.2. METOD
3.2.1. Bakterilerin Identifikasyonu ve Antibiyotik Direng Paternlerinin Belirlenmesi

K.T.U Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvari’na gelen idrar 6rneklerinin kanli ve EMB agara ekimleri yapildi.
EMB agarda pembe-kirmizi, metalik rofle yapan, kanli agarda diizgiin 2-3 mm capinda laktoz
pozitif E. coli oldugu distntlen stpheli kolonilerden ve EMB agarda 3-4 mm ¢apinda pembe
mukoid, kanl: agarda mukoid 3-4 mm capinda laktoz pozitif Klebsiella oldugu distinulen
stpheli kolonilerden Gram boyama yapildi. Gram negatif basil oldugu belirlenen kolonilere
oksidaz testi yapildi. Enterobacteriaceae familyasina ait oldugundan siiphelenilen oksidaz
negatif, gram negatif basillere ait kolonilerden CrystalSpecTM nephelometer (Becton
Dickinson company, USA) kullanilarak ID buyyon icerisinde 0.5 McFarland standardina
ayarlanmig bakteri stispansiyonlar: hazirlandi. Antimicrobial susceptibility test (AST) buyyon
tiipiine, bakteri konsantrasyonu 5x10°CFU/ml olacak sekilde, 25ul bakteri siispansiyonu ilave
edildikten sonra AST buyyon icerisine bir damla Phoenix™ AST indikatori damlatildi.
Hazirlanan paneller 35°C inklbasyon sicakligi saglayan ve 20 dakikada bir okuma yapan
Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) cihazina
yerlestirildi ve Phoenix identification/antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) otomotize mikrobiyoloji
sistemi ile tur dizeyinde tamimlandi. Suslar Phoenix ID/AST otomotize mikrobiyoloji
sisteminde (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) (retici
firma Onerileri dogrultusunda calisildi. Suslarin antibiyotik duyarhiliklart UNMIC/ID-83
panellerinin kullanildigi BD Phoenix sistemine (Becton Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, Sparks, Md, USA ) gore yapildi. Bu sistemde bakterilerin tipi, antibiyogram
sonuglar1 ve GSBL yorumu elde edildi. Duyarhlik testlerinin sonuglari Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore duyarli, orta duyarl: ve direncli olarak
kategorize edildi (82).

3.2.2. DNA izolasyonu

Bu calismada kaynatma metodu ile DNA agiga ¢ikarildi. Oncelikle -20°C’de saklanan
bakteriler ¢ikartildi ve kanli besiyerine ekimleri yapildi. Plaklardan tek koloni aliip 3 ml’lik
LB sivi besiyerine bakteriler ekildi ve 37°C’ye ayarlanmis calkalayici inkibatérde 200

rpm’de bir gece inkibe edildi. Kiltarin 1.5 ml’si steril eppendorf tiplere transfer edilerek
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mikrosantrifijde 5000 rpm’de 5 dk ¢oktirildi. Supernatan kismi dokuldi ve pelletin Uzerine
Iml TE tamponu eklenip vortekslendi. Tekrar 5000 rpm’de 5dk c¢oktirme islemi
gerceklestirildi. Supernatan kismi dokildi ve pelletin Gzerine 1ml ddw eklenip vortekslendi.
Santriftj islemi ayni kosullarda bir kez daha tekrarlanip stipernatan kismi dokuldikten sonra
pelletin Gzerine bu kez 500 pul ddw eklendi ve bakteri stispansiyonu 95°C’de 10 dk kaynatildi.
Kaynatma isleminin ardindan bakteri suspansiyonu 13000 rpm’de 5dk ¢okturildi. Supernatan
kismindan 400 pl almip steril bir eppendorf tipe koyuldu. Cahsma yapilincaya kadar -
20°C’de bekletildi.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( Polimerase Chain Reaction (PCR))

Calismamizda, idrar 6rneklerinden izole edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarindan

kaynatma metodu ile elde edilen DNA’lar kullanildi.

GSBL pozitifligine neden olan p-laktamaz enzim direncini kodlayan genler arasindan
en yayginlari olan blargm, blasny, blactx-m ve blagxa genlerinin varhg: geleneksel PCR
yontemi ile arastirildi (10). Ayrica B-laktam direncinin yayiliminda rol alan elementlerden
integronlara ait korunmus bolgelerden faydalanilarak calisma grubunun integron igerigi ayni

yontemle incelendi (10).
Her test en az iki kere tekrarlandi.
3.2.3.1. Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

Primerlerin tim alt tipleri taniyabilmesi igin blarem, blasny, blactx-m ve blaoxa
genlerinin korunmus bolgelerine 6zgul primerler kullanildi. Amplifikasyon icin Tablo 8’de
verilen primerler kullanildi. Pozitif kontrol olarak daha énceden bu genleri icerdigi bilinen E.
coli suslar1 kullanildi (pMON 300; OXA-1, RP4; TEM-2, TRE40; SHV ve CTX-M igin

sekans analizi yapilmis ve bu geni icerdigi bilinen Salmonella izolat: kullanildi).
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Tablo 8: B-laktamaz Enzim Direncini Kodlayan Genlerin Arastirilmasinda Kullanilan

Primerler

Primer Sekans (5’-3%) Uriin uzunlugu (bp*) Referans
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
TEM-R CTGACAGTTACCAATGCTTA %o 10
SHV-F TCGGGCCGCGTAGGCATGAT
SHV-R AGCAGGGCGACAATCCCGCG 020 .
CTX-MF  CGCTTTGCGATGTGCAG
CTX-MR  ACCGCGATATCGTTGGT >0 %
OXA-F ACACAATACATATCAACTTCGC - 10

OXA-R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC

*bp: Baz pair
3.2.3.2. integraz ve Integron Genlerinin Arastirilmasi

GSBL direncine sahip oldugu fenotipik olarak gosterilen suslarda integraz 1 ve 2
varliginin ve integraz saptanan suslarda integronlarin arastiritlmasi amaciyla Tablo 9’da

belirtilen primerler kullanild.

Tablo 9: Integraz ve integronlarin Arastirilmasinda Kullanilan Primerler

Primer Sekans (5°-3’) Uriin uzunlugu (bp*) Referans
Intl-1F GGTCAAGGATCTGGATTTGG

Intl-1IR ACATGCGTGTAAATCATCGTC 500 10
Intl-2F CACGGATATGCGACAAAAAGGT

Intl-2R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 740 10
5'CS GGCATCCAAGCAGCAAG

3’CS AAGCAGACTTGACCTGA ) 10
hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG 10

hep74 CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA

*bp: Baz pair
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3.2.4. Master Mix Hazirlanmasi
Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10: PCR Igin Master mix Bilesenleri ve Miktarlar

Komponent Stok Konsantrasyonu Miktar (1x) pl
Buffer 5X 10
dNTP mix 2.5 mM 1
MgClI2 25 mM 5

Primer 1 5 pmol 1.5
Primer 2 5 pmol 1.5

Taq polimeraz 5 U/ul 0.3

ddw 25.7
Template 5
Toplam hacim 50

Master mix hazirlamak igin oncelikle bir kutu icerisine bir miktar buz koyuldu. Buz
uzerine 1.5ml santrifuj tupt yerlestirildi. Yukaridaki tabloda gdsterilen kimyasallar -20°C’de
ki dondurucudan cikartildi. Tagq polimeraz islem sirasi geldiginde c¢ikartildi. Cdziinen
kimyasallar biraz vortekslendikten sonra Tablo 10’da belirtilen siraya gore karistirildi. Taq
polimeraz kullanilmadan Once kisa bir santrifiij edildi ve yukariv/asagi pipetleyerek tipe
aktarildi. Deiyonize su konulduktan sonra tup 30sn vortekslenerek master mix karistirildi. Bu
islemler sonunda master mix hazirlanmis oldu. Hazirlanan master mix 0.2ml’lik PCR
tiplerine 45%er pl olarak pipetlendi. Tlplerin Gzerlerine 6rnek numaralar1 yazildi ve
numaralarina gore izole edilen DNA’lardan her bir tipe 5’er ul yiklendi. Negatif kontrol
olarak distile su, pozitif kontrol olarak da daha o6nceden B-laktamaz geni bulundurdugu
bilinen E. coli suslarindan izole edilen DNA 6rneginden 5 ul eklendi. Bu sekilde hazirlanan

tipler thermal dongu cihazina yerlestirildi.
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3.2.5. Amplifikasyon
3.2.5.1. blarem Geninin Amplifikasyonu

blarem geninin varhgmi PCR ile gdstermek igin bu gene ait 867 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan TEM-F ve TEM-R primerleri kullanildi (Tablo 8). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 144 6rnek blarem geni varligir bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon icin
hazirlanan PCR karisimi daha once anlatildigr gibi hazirlanarak termal dongu cihazina

yerlestirildi. PCR igin termal dongu cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Suire (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 96 5 1
Denatiirasyon 96 1
Baglanma 58 1
Uzama 72 1 35
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 0

3.2.5.2. blasyy Geninin Amplifikasyonu

bla shv geninin varligint PCR ile gOstermek icin bu gene ait 626 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan SHV-F ve SHV-R primerleri kullanildi (Tablo 8). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 144 6rnek blasyy geni varligi bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon igin
hazirlanan PCR karisimi daha once anlatildigr gibi hazirlanarak termal dongu cihazina

yerlestirildi. PCR igin termal dongu cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Sure (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 94 10 1
Denatiirasyon 94 2
Baglanma 60 1
Uzama 72 2 26
Son uzama 72 2 1
Bekleme 4 0
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3.2.5.3. blactx-m Geninin Amplifikasyonu

blactx-m geninin varligini PCR ile gostermek icin bu gene ait 550 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan CTX-MA ve CTX-MB primerleri kullanildi (Tablo 8). DNA
ekstraksiyonu yapilan toplam 144 6rnek blacrx-m geni varligi bakimindan degerlendirildi.
Amplifikasyon i¢in hazirlanan PCR karigimi daha 6nce anlatildig: gibi hazirlanarak termal
dongu cihazina yerlestirildi. PCR igin termal dongt cihazinda kullanilan protokol asagidaki
gibidir.

Sicakhk (°C) Suire (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 96 5 1
Denatiirasyon 94 1
Baglanma 54 1
Uzama 72 2 30
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 0

3.2.5.4. blapxa Geninin Amplifikasyonu

blaoxa geninin varhgint PCR ile gdstermek icin bu gene ait 885 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan OXA-F ve OXA-R primerleri kullanildi (Tablo 8). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 144 drnek blapgxa geni varligi bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon icin
hazirlanan PCR karisimi daha once anlatildig: gibi hazirlanarak termal dongu cihazina

yerlestirildi. PCR igin termal dongu cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Suire (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 96 5 1
Denatiirasyon 96 1
Baglanma 60 1
Uzama 72 2 35
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 0
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3.2.5.5. intl-1 Geninin Amplifikasyonu

intl-1 geninin varligint PCR ile gdstermek icin bu gene ait 500 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan Intl1-F ve Intl1-R primerleri kullanild: (Tablo 9). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 144 6rnek intl-1 geni varhg: bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon icin
hazirlanan PCR karisimi daha once anlatildig: gibi hazirlanarak termal dongu cihazina

yerlestirildi. PCR igin termal dongu cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Sure (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 94 12 1
Denatiirasyon 94 1 35
Baglanma 59 453
Uzama 72 2
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 0

3.2.5.6. intl-2 Geninin Amplifikasyonu

intl-2 geninin varlgint PCR ile gdstermek icin bu gene ait 740 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan Intl2-F ve Intl2-R primerleri kullanild: (Tablo 9). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 144 6rnek intl-2 geni varhg: bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon icin
hazirlanan PCR karisimi daha once anlatildigr gibi hazirlanarak termal dongu cihazina

yerlestirildi. PCR igin termal dongu cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Sure (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 94 12 1
Denatiirasyon 94 1 35
Baglanma 59 453
Uzama 72 2
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 0
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3.2.5.7. Simf 1 integron Amplifikasyon

Siif 1 integron varligin1 PCR ile gostermek icin Léevesque ve ark. tarafindan rapor
edilen yontem kullanildi (94). DNA ekstraksiyonu yapilan toplam 144 6rnek Sinif 1 integron
varhigr bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon icin hazirlanan PCR karisimi daha 6nce
anlatildig1 gibi hazirlanarak termal dongu cihazina yerlestirildi. PCR igin termal dongu
cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Sure (Dakika) Siklus sayis1
Ilk denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 30s 30
Baglanma 55 30s
Uzama 70 3
Son uzama 70 7 1
Bekleme 4 0

3.2.5.8. Simf 2 integron Amplifikasyon

Smif 2 integron varligmi PCR ile gostermek i¢in hep51 ve hep74 primerleri kullanild:
(Tablo 9). DNA ekstraksiyonu yapilan toplam 144 drnekten, intl-2 geni pozitif ¢ikan 8 6rnek
Simif 2 integron varhigi bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon igin hazirlanan PCR
karisimi daha 6nce anlatildig: gibi hazirlanarak termal dongi cihazina yerlestirildi. PCR igin
termal dongl cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Sicakhk (°C) Suire (Dakika) Siklus sayisi
ilk denatiirasyon 94 5 1
Denatirasyon 94 30s 30
Baglanma 55 30s
Uzama 70 3
Son uzama 70 7 1
Bekleme 4 0
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3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goruntileme

Amplifiye edilen drinlerin gorunttlenmesi igin agaroz jel elektroforez yodntemi
kullanildi. Elektroforez icin %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin 1 gr agaroz 50 ml TBE
tamponu ile karistiritlmis ve mikrodalga firin igerisinde partikilleri tamamen eriyinceye kadar
isitilmastar. Iginde erimis agaroz bulunan erlen, 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk
bekletildikten sonra igine son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromir
eklendi ve dagilmasi icin ¢alkalandi. Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir zemindeki tepsi
Uzerine oturtuldu ve jel tepsiye dokildikten sonra katilasmasi igin oda isisina birakildi.
Katilasan agarozdan tarak cikarildiktan sonra tepsi ile birlikte elektroforez tankinin igine
yerlestirildi ve Uzerini kapatacak sekilde TBE tamponu dokildi. DNA’y: agarlastirarak
kuyucuklara pipetleyebilmek ve yuriyen DNA’nin yaklasik konumunu belirlemek igin
yukleme tamponu kullanildi. 10 pl PCR drind 3 pl yukleme tamponuna karistirilarak
kuyucuklara aktarildi. Ornekler ilk 10 dk 80 voltta yiritildiikten sonra volt 100’e ¢ikarilip 30

dk daha yaratildu. Yurutme islemi tamamlandiktan sonra UV iliminatorde jel incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ornekler

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvar: Bakteriyoloji Birimi’ne 18 Mayis 2010 ile 31 Agustos 2010 tarihleri
arasinda kabul edilen idrar 6rneklerinden yapilan aerob kilturlerde treyen ve etken olarak
rapor edilen izolatlar arasindan pasajlanan GSBL pozitif 119 E. coli ve 25 Klebsiella spp.
izolat1 calismada kullanildi (Tablo 11). Ayni hastadan antibiyotik direng paterni ayni olan ve

ayni tur izolatlardan yalniz ilk izolat calismaya dahil edildi.

Tablo 11: IYE Etkeni E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda GSBL Varhg:

Koken GSBL pozitifligi
izolat (Toplam) Poliklinik (%0) Servis (%)  Poliklinik (%)  Servis (%)
E. coli (541) 461 (85.2) 80 (14.8) 75 (16.3) 67 (83.8)
K. pneumoniae (99) 60 (60.6) 39 (39.4) 9 (15) 13 (33.3)
K. oxytoca (21) 12 (57.1) 9 (42.9) 0 4 (44.4)
Klebsiella spp. (17) 12 (70.6) 5 (29.4) - -
TOPLAM (678) 545 133 84 84

Belirtilen donemde toplam 168 GSBL pozitif izolattan pozitif ve tekli olarak izole
edilen 144 izolat cahsmaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen, identifikasyonu ve
antibiyotik direnc testleri BD Phoenix Otomatize Mikrobiyoloji Sistem’inde yapilan ve ayni
cihazda GSBL pozitif olarak yorumlanan toplam 119 E. coli ve 25 Klebsiella spp. izolatinin
dagilimi Tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12: Calismaya Dahil Edilen ve GSBL Ureten izolatlarin Dagilimi

izolat (Toplam)

Kdken

Poliklinik Servis n(%)
n(%o)

E. coli (119) 67 (56.3) 52 (43.7)
K. pneumoniae (22) 9 (40.9) 13 (59)

K. oxytoca (3) 1(33.3) 2 (66.7)
TOPLAM (144) 77 67

4.2. Cahsmaya Dahil Edilen Izolatlarin Antibiyogram Sonugclar

Izole edilen 144 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinin BD Phoenix Otomatize
Mikrobiyoloji Sistem’ine gore antibiyogram sonuglar1 Tablo 13’de gosterilmistir.
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Tablo 13: Calismaya Dahil Edilen izolatlar ve Antibiyogram Sonuglar:
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Sira izolat izole Edilen Bakteri Tirii  AMC IMP FOX AK SXT CIP

No Kodu*

1 EC001 Escherichia coli
2 EC002 Escherichia coli
3 KO003 K. oxytoca

4 KP004 K. pneumoniae
5 EC005 Escherichia coli
6 EC006 Escherichia coli
7 EC007 Escherichia coli
8 EC008 Escherichia coli
9 EC009 Escherichia coli
10 ECO010 Escherichia coli
11 ECO012 Escherichia coli
12 KP013 K. pneumoniae
13 ECO014 Escherichia coli
14 ECO016 Escherichia coli
15 ECO017 Escherichia coli
16 ECO018 Escherichia coli
17 ECO021 Escherichia coli
18 ECO023 Escherichia coli
19 ECO024 Escherichia coli
20 KP025 K. pneumoniae
21 ECO026 Escherichia coli
22 ECO027 Escherichia coli
23 ECO028 Escherichia coli
24  EC029 Escherichia coli
25 ECO031 Escherichia coli
26 EC032 Escherichia coli
27 ECO033 Escherichia coli
28 ECO035 Escherichia coli
29 ECO037 Escherichia coli
30 EC038 Escherichia coli
31 KP039 K. pneumoniae
32 KP040 K. pneumoniae
33 ECO041 Escherichia coli
34 EC042 Escherichia coli
35 EC043 Escherichia coli
36 EC044 Escherichia coli
37 EC047 Escherichia coli
38 EC048 Escherichia coli
39 EC049 Escherichia coli
40 KPO50 K. pneumoniae
41  KP052 K. pneumoniae
42 ECO055 Escherichia coli
43 ECO057 Escherichia coli
44  ECO059 Escherichia coli
45 KP0O60 K. pneumoniae
46 ECO061 Escherichia coli
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VWO —-—-VO0LLIOIO—XVOLILLIOLIULLIOOLIUL=——TDITOVN—ULVLULO—ULU—UNN—O0OO0——0LW0WADO
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Sira
No

izolat
Kodu*

izole Edilen Bakteri
Tara

AMC ATM

FEP

PTZ CAZ

IMP

FOX

>
A

%)
X
_|

CIP

47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

EC064
EC065
ECO067
EC068
EC069
KPQ70
KP0O71
EC072
ECO073
ECO075
ECO076
ECO77
EC078
EC084
EC085
EC086
EC088
EC089
EC090
EC091
EC092
EC095
KP097
EC098
EC099
EC100
EC101
EC102
EC103
EC104
EC105
EC106
EC107
EC109
EC113
KP114
EC115
EC116
EC118
EC123
EC124
EC130
EC132
EC133
EC134
EC136

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae

K. pneumoniae

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
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Sira
No

izolat
Kodu*

izole Edilen Bakteri Tiri

AMC ATM

FEP

PTZ CAZ IMF FOX

AK

SXT

Q
T

93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

EC137
EC140
EC141
EC142
EC149
EC150
EC151
EC152
EC153
EC154
EC155
EC156
EC157
KO158
EC159
EC160
EC161
KP162
EC163
EC164
EC166
EC167
KP168
KP169
KP170
EC171
EC173
EC174
EC177
EC178
KP179
EC180
EC181
EC183
EC184
EC185
EC188
EC189
EC190
KP191
EC192
KP193
KP195
KP196
KO199
EC202

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. oxytoca
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
K. pneumoniae
Escherichia coli
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. oxytoca
Escherichia coli

PR v v e v v v R v v e v R v R Ve v R v R v R v I v U e v R v RV R v I U R U e v R U I VeV I U R U e v R U R VR U B U U e U R U R Ve U I U R U R U R U R VR

X000 OVAO0X0NONON0A0A0O0XNNONONOANXNNONO00AO0XNNAO0N0A0XNN0I0N0NN0N0N0I0A000

VDOV VOVOVDOVOVOVOVOVOVOVDOVOVDIOVOVIOVOOVIOIOOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIONOIOIOIOIOIOIOIOIOD

VDI DVITLLIOOOLUO—UOLUOLOLOLOOIOTOLVOLOOLOLOLOON—TDTIOTN—0OO0OVITOLOLOLOOLOLOOOIOON——00nunuwm

DXVOVOOVOVIOVXVOVOVOVOVOXVDOOO0O0VVDOODO0O0O0OVDIO0OVDOO0OOVDOVDO0OVDOO0OO0DOVDOIVDIOO0NOINIOAOD

DO UOLULLOLOUOLBLOLOOLULOLOOULLOOOLOLOOUL!LOOOLOLOLOULLOOumuLOOoOomomwnmouomomw onmuom

— VOOV IOTOOLOLULLOLOLOOLOOD—UuLuLLun—MIVLLOND— ULV —-—M——0uunuunm—ULuumouvuoum

DDLUV UOULULOLOLOOOULOLOTOIOTOOOLOLODOODODOOOBLOLODODOOOLOULLODOODOLOOLnnnnLnnmmononom

DDVIOVIODNVIOODVIOOVDAOANVDIOTNVNIOIONITOODOOMVIOOOTNVIINVIOTIOOVDOOODODIONIOTNIOIOWNAIUINADODO

DOV ITLVWIOTIOTLWVIOTIOTOLOOIIIOTNITNITITTNNNDNONVONVNONBDITIONVITNVITIOINVIOIOTIINITIOTODIOODIOTNIWM



2
Typewriter
52


53

AMC ATM FEP PTZ CAZ IMP FOX AK SXT CIP

139 EC204 Escherichia coli R R R S R S S S R S
140 KP205 K. pneumoniae R R R S R S S S S S
141 EC206 Escherichia coli R R R S R S S S R R
142 EC207 Escherichia coli R R R S R S S S S S
143 EC208 Escherichia coli R R R | R S S S R R
144 EC216 Escherichia coli R R R S R S S S S R

AMC: Amoksisilin Klavulonik asit, ATM: Aztreonam, FEP: Sefepim, PTZ: Piperasilin-tazobaktam, CAZ: Seftazidim, IMP:
Imipenem, FOX: Sefoksitin, AK: Amikasin, SXT: Trimetoprimsiilfametoksazol, CIP: Siprofloksasin

4.2.1. E. coli ve Klebsiella spp. Suslarimin Antibiyotiklere Diren¢ Oranlan

Calismaya dahil edilen E. coli ve Klebsiella spp. suslarmin gesitli antibiyotiklere direng
oranlar1 Tablo 14’de gosterilmistir.

Tablo 14: E. coli ve Klebsiella spp. Suslarmin Antibiyotiklere Direng Oranlar1

Direnc (%)

Bakteri AMC ATM FEP PTZ CAZ IMP FOX AK SXT CIP
E.coli 100 100 100 412 100 0 21 2.5 58 60

Klebsiella spp. 100 100 100 52 100 0 12 8 56 28

AMC: Amoksisilin Klavulonik asit, ATM: Aztreonam, FEP: Sefepim, PTZ: Piperasilin-tazobaktam, CAZ: Seftazidim, IMP:
Imipenem, FOX: Sefoksitin, AK: Amikasin, SXT: Trimetoprimsiilfametoksazol, CIP: Siprofloksasin
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4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemiyle Direngle Tliskili Genlerin

Arastiriimas:

Calismamizda B-laktamaz enzim direncini PCR ile tespit etmek amaciyla 144 hastanin
idrar drneklerinden izole edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarindan kaynatma metodu ile
elde edilen DNA’lar kullanild1.

blarem, blashy, blactxm ve blaoxa genlerine 0zgll primerler kullanarak hedef bdlge
geleneksel PCR yontemi ile amplifiye edildi.

Geleneksel PCR yontemi ile ayrica bu bakteri gruplarinda Smif 1 ve 2 integron varlig:
arastirildi.
4.3.1. blarem Geninin Amplifikasyonu

blarem genine 0zgll primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu 119 E. coli

susunun 73’0 ve 22 K. pneumoniae susunun 5’i pozitif olarak belirlenmistir. Orneklere ait jel

goruntust Resim 1°de gosterilmistir.

1000 bp — :
800 bp ke _—'—_"-"-‘-—P 867 bp

500 bp

Resim 1: blaregm Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goriintiisii. M: 100 bp DNA Marker, 1:
Negatif kontrol, 2: Pozitif kontrol E. coli RP, (TEM-2), 3: EC151, 4: EC152, 5: EC159, 6: EC202, 7:
EC214, 8: KP070, 9: EC072, 10: EC137
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4.3.2. blasny Geninin Amplifikasyonu

blasqy genine 0zgul primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu E. coli
izolatlarindan hicbirinde pozitiflik gorilmezken, 22 K. pneumoniae susunun 20’si ve 3 K.
oxytoca susundan 1’i pozitif olarak saptanmistir. Orneklere ait jel gorintisii Resim 2’de
gosterilmistir

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

600 bp
500 bp

626 bp

Resim 2: blasyy Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goruntiisi. M: 100 bp DNA Marker, 1: Negatif
kontrol, 2: Pozitif kontrol E. coli TRE40, 3: KP004, 4: KP025, 5: KP039, 6: KP050, 7: KP060, 8:
KPO071, 9: KP162, 10: KP169, 11: KP170
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4.3.3. blactx-m Geninin Amplifikasyonu

blactx-m genine 6zgul primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu 119 E. coli
susunun 1177si, 22 K. pneumoniae’dan 19°u, 3 K. oxytoca’dan 1’i pozitif olarak belirlendi.
Orneklere ait jel gorunttisii Resim 3’de verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

500 DD e DT YRS Gy e aEn ey —— 550 bp

Resim 3: blacrx.m Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goruntust. M: 100 bp DNA Marker, 1: Negatif
kontrol, 2: Pozitif kontrol E. coli TRE40, 3: EC085, 4: EC088, 5: EC089, 6: EC091, 7: KP168, 8:
KP169, 9: KP170
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4.3.4. blapxa Geninin Amplifikasyonu

blaoxa genine 6zgul primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 119 E. coli susuna ait
DNA o6rneginden 70’inde, 22 K. pneumoniae susunun 8’inde ve 3 K. oxytoca susunun 1’inde
uygun biyukliikte tiriin elde edildi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 4’de verilmistir.

Resim 4: blapxa Geninin Agaroz Jel Elektroforez Gorunttsi M: 100 bp DNA Marker, 1: Negatif
kontrol, 2: Pozitif kontrol E. coli pMON 300 (OXA-1), 3: EC001, 4: EC002, 5: KO003, 6: KP004, 7:
ECO005, 8: EC008, 9: EC009
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4.3.5. intl-1 Geninin Amplifikasyonu

intl-1 geninin saptanmasi i¢in Lim KT ve arkadaslar: tarafindan tanimlanan yontem ve
primerler referans alindi (10). Tum suslar intl-1 geni bakimindan negatif olarak saptandi.
Primerlerin organizasyonu ve integraz 1 genleriyle uyumu internet Uzerinden arastirildiginda
dizayn hatasi oldugu belirlendi (95). Bu nedenle ¢alisma grubunda integraz 1 geninin varhgi
arastirilamada.

4.3.6. intl-2 Geninin Amplifikasyonu

intl-2 genine 6zgul primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu 144 6rnekten 8
E. coli izolat1 (%5.5) pozitif olarak belirlendi. Klebsiella spp. izolatlarinda integraz 2 geni
saptanmadi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 5°de verilmistir.

740 bp

Resim 5: intl-2 Geninin Agaroz Jel Elektroforez Gorlntiisu. M: 100 bp DNA Marker, 1: Negatif
kontrol, 2: Pozitif kontrol, 3: EC031, 4: EC035, 5: EC113
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4.3.7. Smf 1 integron Amplifikasyonu

Levesque ve ark. tarafindan rapor edilen yontem ile Sinif 1 integron varhg: arastirildi
(96). 5°CS ve 3°CS primerlerini kullanarak 119 E. coli susunun 59’unda ve 22 K. pneumoniae
susunun 9’unda (¢ farkh biyiiklikte Smf 1 integron belirlendi. Orneklere ait jel goriintisi

Resim 6°da verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

3000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

Resim 6: Smif 1 Integron Varhgmin Agaroz Jel Elektroforez Goruntiisi. M: 1 kb DNA Marker, 1:
Pozitif kontrol, 2: EC005, 3: KP179, 4: EC065, 5: EC073, 6: EC153, 7: KP060, 8: EC116, 9: EC106,
10: EC067, 11: EC107, 12: EC041, 13: EC100, 14: KP193
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3000 bp

1000 bp

60

4.3.8. Smf 2 integron Amplifikasyonu

intl-2 genine 6zgll primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu pozitif ¢ikan 8
ornekte hep51 ve hep74 primerleri kullanilarak amplifikasyon yapildi ve sonucunda 3 E. coli
susunun pozitif oldugu belirlenirken Klebsiella spp. izolatlarinda Smif 2 integron saptanmadi.

Orneklere ait jel goriintiisii Resim 7’de verilmistir.

M 1 2 3 4

Resim 7: Smif 2 integron Varhgmin Agaroz Jel Elektroforez Goriintisi. M: 1 kb DNA Marker, 1:
Pozitif kontrol, 2: EC031, 3: EC035, 4: EC113

Calismamiza ait 144 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinin PCR sonuclar1 Tablo 15°de

sunulmustur.


2
Typewriter
60


Tablo 15: Calisma Grubuna Ait PCR Sonuglar

Sira izolat* blarem blagy  blacrxm blagka  intl-2 Smif 1 Sinif 2
No Kodu integron integron
1 ECO001 + - + + - - -
2 EC002 - - + + - - -
3 KOO003 - - + + - - -
4 KP004 - + + + - + -
5 EC005 - - + + - + -
6 ECO006 + - + - - - -
7 ECO007 + - + - - + -
8 ECO008 + - + + - + -
9 EC009 + - + + - - -
10 ECO010 + - + + - - -
11 EC012 + - + + + - -
12 KP013 - + + - - - -
13  ECO014 - - - - - - -
14 ECO016 + - + - + - -
15 ECO017 + - + + - - -
16 ECO018 + - + + - - -
17 ECO021 - - + + - + -
18 EC023 - - + + - + -
19  EC024 + - + + - - -
20 KP025 - + - - - + -
21 EC026 + - + - - + -
22 ECO027 - - + + - - -
23 ECO028 + - + + - - -
24  EC029 + - + + - - -
25 ECO031 + - + + + - +
26 ECO032 + - + + - - -
27 ECO033 + - + - - + -
28 ECO035 + - + + + - +
29 ECO037 + - + - - - -
30 ECO038 + - + - - + -
31 KP039 - + ; ; ; ; ;
32 KP040 - + + + - + -
33  ECO041  + - + + - + -
34 EC042 + + - - - -
35 EC043 + - + - -
36  EC044 + - + + - - -
37 ECO047 + - + - - + -
38  EC048  + - + + - + -
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Sira iZOIat* bIaTEM bIaSHV bIaCTx_M bIaOXA intl-2 Simf 1 Simf 2
No Kodu integron integron

39  EC049  + - + + - - -
40  KP0O50  + - + + - + -
41 KP0O52 - + + ] ] ; ;
42 ECO055 - - + - - - -
43 ECO057  + - + + - + -
44 EC059 - - + + ; ] ]
45  KPO6O - + ; ; - + ]
46 ECO61  + - + + - - -
47 ECO64 - - + - - - -
48 ECO065 - - - + - + ;
49  EC067  + - + - - + -
50  EC068 - - + - - - -
51 EC069  + - + + - + -
52 KPO70  + + + - - - -
53  KPO71 - + + ; ; ; ;
54  ECO72  + ; + ] ] ] ]
55  ECO73 - - + + - + -
56 ECO75  + - + + - - -
57  ECO76 - - + + - + -
58 ECO77 - - + - - - -
59  ECO78  + - + + - + -
60  ECO084  + - + - - + -
61  ECO085  + - + + - + -
62  ECO86  + ; + ; ; ; ;
63  ECO88  + - + - - + -
64  EC089 - - + + ; ; ;
65  EC090  + - + + - - -
66  EC091  + - + + - + -
67  EC092  + - + - - + -
68  EC095  + - + + - - -
69  KP097 - + + + ] 4 ]
70  EC098  + - + - - + -
71 EC099 - - + " - " -
72 ECI100 - - " " - " -
73 ECI01  + ; + ; ; ; ;
74 EC102 - - + + ; ;
75  EC103 - - + ; - + ;
76 EC104  + ; + ; ; ; ;
77 ECI05  + - + + - - -
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Sira izolat* blarem blactxm  blaoxa Smif 1 Sinif 2
No Kodu integron integron
78 EC106 - + + + -
79 EC107 - + + + -
80 EC109 + + - - -
81 EC113 + + - - +
82 KP114 - + + - -
83 EC115 + + + + -
84 EC116 + + - + -
85 EC118 + + + + -
86 EC123 + + - - -
87 EC124 - + - - -
88 EC130 + + - - -
89 EC132 + + - + -
90 EC133 + + + - -
91 EC134 + + - + -
92 EC136 - + + + -
93 EC137 + + - - -
94 EC140 + + - + -
95 EC141 + + - - -
96 EC142 + + + + -
97 EC149 - + + - -
98 EC150 - + + + -
99 EC151 + + + - -

100 EC152 - + + - -

101 EC153 + + - + -

102 EC154 + + - - -

103 EC155 - + + + -

104 EC156 - + + + -

105 EC157 + + - + -

106 KO158 - - - - -

107 EC159 + + - + -

108 EC160 - + + + -

109 EC161 - + + + -

110 KP162 - + - - -

111 EC163 + + + - -

112 ECl164 + + + - -

113 EC166 + + + - -

114 EC167 + + - + -

115 KP168 + + - + -

116 KP169 - + - - -
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Sira izolat* blarem blagyy blactxm  blagxa  intl-2 Smif 1 Sinif 2
No Kodu integron integron
117 KP170 - + + - - - -
118 EC171 - - + + - + -
119 EC173 - - + + - + -
120 EC174 - - + - - + -
121 EC177 - - + + - + -
122 EC178 - - + - - - -
123 KP179 + + + + - + -
124 EC180 - - + - - + -
125 EC181 - - + + - - -
126 EC183 - - + + - + -
127 EC184 - - + - - - -
128 EC185 + - + - - + -
129 EC188 + - + + - + -
130 EC189 - - + + - + -
131 EC190 + - + - + + -
132 KP191 + + + + - - -
133 EC192 - - + + - + -
134 KP193 - + + - - + -
135 KP195 - + + + - - -
136 KP196 - + + - - - -
137 KO199 - - + - - - -
138 EC202 + - - - - - -
139 EC204 + - + - - - -
140 KP205 - + + - - - -
141 EC206 - - + + - + -
142 EC207 - - + - - - -
143 EC208 - - + + - + -
144 EC216 - - + + - - -

*EC; Escherichia coli, KP; Klebsiella pneumoniae, KO; Klebsiella oxytoca
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4.3.1. izolatlara Gére Direncin ve Integron Varhgmn Dagihimi
Izolatlara gore direncin ve integron varhgmin dagilimi Tablo 16°da sunulmustur.

Tablo 16: Tirlere Gore Direncin ve integron Varhgmin Dagilimi

ol Toplam) [0 e D mron
n (%) n (%)
E. coli (119) 73 (61.3) 0 117 (98.3) 70(58.8) 59 (49.6) 3(2.5)
K. pneumoniae (22) 5(22.8) 20(90.9) 19(86.4) 8(36.4) 9(40.9 0
K. oxytoca (3) 0 1(33.3) 2(66.7) 1(33.3) 0 0
Klebsiella toplami (25) 5 (20) 21 (84) 21 (84) 9 (36) 9 (36) 0
TOPLAM (144) 78 (54.2) 21 (14.6) 138(95.8) 79 (54.9) 68 (47.2) 3(2.1)

4.3.2. Direng Genlerinin Birlikte Bulunma Durumlan

Calismamizda belirlenen direng genlerinin izolatlarda birlikte bulunma durumlarina ait
veriler Tablo 17°de belirtilmistir.

Tablo 17: izolatlardaki Direng Genlerinin Birlikte Bulunma Durumlar:

E.coli  K.pneumoniae K.oxytoca  Toplam

(n=119) (n=22) (n=3) n=144 (%)
blartem + blaspy 0 4 0 4 (2.8)
blatem + blacTx-m 71 5 0 76 (52.8)
blatem + blaoxa 36 2 0 38 (26.4)
blasyy + blacTx-m 0 18 0 18 (12.5)
blashy + blaoxa 0 7 0 7 (4.9
blactx-m+ blaoxa 68 8 1 77 (53.5)
blatem + blashy + blacTx-m 0 4 0 4 (2.8)
blatem + blacTx-m + blaoxa 38 3 0 41 (28.5)
blashy + blacTx-m+ blaoxa 0 7 0 7 (4.9

blatem + blaspy + blactxm + blaoxa 0 2 0 2
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5. TARTISMA

GSBL’ler Enterobacteriaceae familyas: tiyeleri arasinda hizla yayilmaktadir. Ozellikle
E. coli ve K. pneumoniae izolatlar1 arasinda GSBL’lerin yayilis1 ciddi mikrobiyolojik ve
klinik 6neme sahiptir (97). GSBL enzimlerinin 1980’lerde fark edildiklerinde TEM ya da
SHV tipi B-laktamazlardan kdken aldiklar: belirlenmistir. Gliniimuzde ise 0zellikle E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlar1 arasinda CTX-M tip GSBL’nin daha yaygin oldugu gorulmektedir
(98, 99).

Bu calismada KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal:
Hasta Hizmetleri Laboratuvar: Bakteriyoloji Birimi’ne 18 Mayis 2010 ile 31 Agustos 2010
tarihleri arasinda kabul edilen 5057 idrar 6rneginden yapilan aerob kdltirlerde treyen ve
etken olarak rapor edilen izolatlar arasindan, dublike olmayan 541 E. coli ve 137 Klebsiella
spp. izolat1 incelendi. Bakterilerin fenotipik olarak GSBL Uretimi Phoenix (Becton Dickinson

Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) otomatize sistem tarafindan belirlendi.

Calismamizda, toplam 678 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinin %24.8’i GSBL pozitif
olarak belirlendi. Servis hastalarindan izole edilen Orneklerde bu oran %63.2°i olarak
gOzlenirken polikliniklerden gelen 6rneklerden izole edilenlerde GSBL pozitifligi %15.4
olarak saptandi. Bu toplamda 541 E. coli izolatindan 142‘sinin (%26.2) GSBL urettigi
belirlendi. Hastanemizde Ozgumiis ve ark.’min (100) yaptiklar: bir calismada 61 E. coli
izolatmin  13’0niin  (%21.3) GSBL drettigi belirlenmistir. Ulkemizde yapilan cesitli
calismalarda E. coli izolatlarinda GSBL uretiminin %1-54.4 arasinda degistigi bildirilmistir
(101). Bali ve ark.’min (102) Universite hastanesinde yaptiklari bir ¢calismada E. coli’de GSBL
pozitifligini %46.8 olarak saptamislardir. Bazi ¢cahismalarda ise oranlar daha duistk (%18
civari) bulunmustur (103, 104, 105). Cahsmamizda da benzer sonuclara ulasiimistir. Buna
karsin Hollanda populasyonunda Sturm ve ark.’nin (106) yaptiklari calismada E. coli
izolatlarinda GSBL prevalansmmi %2.1 olarak rapor etmislerdir. Reinert ve ark. (107)

tarafindan rapor edilen Tigesiklin evolusyon ve sirveyans raporuna (TEST) goére Avrupa
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bélgesinde E. coli izolatlar1 arasinda GSBL prevalansmi %7.6 olarak bildirmistir. Ulkemize
ait veriler gostermistir ki E. coli izolatlarinda saptanan GSBL prevalans: Avrupa diizeyinin

Uzerindedir.

E. coli izolatlarmin blytk cogunlugunun (%85.2) poliklinik hastalarina ait 6rneklerde
uremelerine karsin GSBL pozitifligi, poliklinik hastalarinda %16.3 iken, servislerden gelen
orneklerde %83.8 olarak saptandi. Giir ve ark.’nin (108) yaptiklari cok merkezli bir ¢alismada
E. coli izolatlarinda GSBL prevalansmi %42 olarak bulmuslardir. Karli ve ark.’nin (105)
Istanbul’da yaptiklar1 bir cahsmada E. coli izolatlarinda GSBL prevalansini, poliklinik
izolatlarinda %12, servis izolatlarinda ise %27.8 olarak saptamislardir. Bir calismada
nozokomiyal kaynakli E. coli izolatlarinda GSBL prevalanst %24.41 olarak belirlenmistir
(109).

Yapilan caligmalarda servis ve poliklinik hastalarindan alinan 6rneklerden (reyen
bakteriler karsilastirildiginda servis grubunda diren¢ oranmin daha ¢ok oldugu bildirilmistir
(110). Hastaneler antibiyotik kullaniminin yogun oldugu birimlerdir. Antibiyotik baskis1
altinda direncli organizmalarin ortaya ¢ikis1 ve yayilisi daha hizli olmaktadir (111). Buna
paralel olarak GSBL (retimi de servisten gelen 6rneklerden izole edilen suslarda daha yiiksek
olarak bulunmustur (103). Cahsmamizda da benzer sekilde E. coli izolatlarindaki GSBL
direncinin servisten gelen Orneklerde daha fazla oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
direng oran: oldukca yulksektir (%83.8). Bunun nedeni olarak hastane florasinin direncli
suslardan olugmasi veya cift disk sinerji testi ile GSBL varliginin dogrulanmamis olmasi gibi
nedenler olabilir. Zira Sturm ve ark. (106) Phoenix otomatize sistemde belirlenen GSBL

pozitifliginin diger GSBL belirleme yontemleriyle dogrulanmasi gerektigini bildirmislerdir.

Bu calismada toplam 137 Klebsiella spp. izolatinin 26’simin (%19) GSBL urettigi
belirlenmistir. Sadece K. pneumoniae izolatlarindaki GSBL orani ise %22.2 olarak belirlendi.
Ozgumils ve ark.’min (100) hastanemizde yaptiklari calismada Klebsiella izolatlarinda ki
GSBL pozitifligini %26.2 olarak saptamislardir. Bozkurt ve ark.’nin (109) yaptiklar: bir
calismada Klebsiella spp. izolatlarindaki GSBL prevalansint %42.85 olarak saptamislardir.
Isik ve ark.’nin (112) Konya’da 2007 yilinda yayinladiklar: bir ¢calismada 154 Klebsiella spp.
susunun %56.5’nin GSBL olusturdugunu belirlemelerine karsin Albayrak ve ark.’1 (103) bu
oranm Cankiri’da %21.9 olarak bildirmislerdir. E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda GSBL

prevalansinin bdlgeye gore ve calisilan test sistemine bagli olarak farkhiliklar gostermektedir



68

(108). Sturm ve ark.’1 (106) K. pneumoniae izolatlarinda GSBL prevalansint %5.2 olarak
rapor etmistir. TEST raporuna gore Avrupa bolgesinde Klebsiella izolatlarinda GSBL
pozitifligi %13.3 olarak belirlenmistir (107). Ulkemizdeki Klebsiella izolatlarindaki GSBL

prevalansinin Avrupa dizeyinin izerinde oldugu gorulmektedir.

K. pneumoniae’deki GSBL pozitifligi %22.2 olarak belirlenirken bu oran poliklinik
hastalarinda %15, servis hastalarinda ise %33.3 olarak belirlendi. K. oxytoca’da ise GSBL
pozitifligi %19 olarak saptandi. Servisten gelen 9 Ornekten 4’tnin (%44.4) GSBL Urettigi
gosterildi. Cok merkezli bir ¢alismada Gur ve ark.’1 (108) K. pneumoniae izolatlarinda GSBL

prevalansini %41.4 olarak saptamiglardir.

Cahsmamizda E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin amoksisilin klavulonik asit,
aztreonam, sefepim ve seftazidime diren¢ oranlart %100 olarak belirlenirken E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinin piperasilin-tazobaktam (PTZ), sefoksitin (FOX), amikasin (AK),
trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) ve siprofloksasine (CIP) direng oranlar: sirasiyla %41.2
ve %52; %21 ve %12; %2.5 ve %8; %58 ve %56; %60 ve %28 olarak saptandi. Ayrica E. coli

ve Klebsiella spp. izolatlarinin imipeneme direng gostermedigi de belirlendi.

Oksiiz ve ark.’min (113) vyaptiklar1 bir calismada E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarindaki SXT direnci sirasiyla %83 ve %86 oldugunu saptamiglardir. PTZ oranmi
sirasiyla %25 ve %61, AK oranin1 %0 ve %11, CIP %75 ve %18 olarak saptamiglardir. Gram
negatif nonfermentatif bakteri enfeksiyonlarinda secenek olarak kullanilan siprofloksasine
kars1 6zellikle E. coli izolatlarinda yiiksek direncin bulundugu gorilmustir. Oztel Ocak ve
ark.’1 (114) KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvar: tim E. coli ve Klebsiella spp.
izolatlarinda 2006 yilinda siprofloksasin direncini sirasiyla %29 ve %21; 2007 yilinda ise
%26 ve %17 oraninda bulmuslardir. Calismamizda, GSBL pozitif izolatlarda bu oranin ¢ok
daha yuksek oldugu gorulmektedir. Bu veri, ampirik tedavinin planlanmasinda etkenin direng
paterninin bilinmesinin ¢ok 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.

Livermore ve ark. (99) 1980’li yillardakinden farkli olarak gunumdizde E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda CTX-M tip p-laktamazlarin daha yaygin oldugunu
belirtmektedirler. Calismamizda GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda TEM,
SHV, CTX-M ve OXA tip enzimleri kodlayan genlerin prevalans: sirasiyla %54.2, %14.6,
%95.8 ve %54.9 oldugu belirlendi. CTX-M’in en sik rastlanan gen oldugu saptand.
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E. coli izolatlarinda CTX-M tip B-laktamaz gen orani: %98.3 iken TEM ve OXA tip B-
laktamazlarin orani sirasiyla %61.3 ve %58.8 olarak belirlendi. SHV tip B-laktamaz genine

rastlanmadi:.

Klebsiella spp. izolatlarinda TEM, SHV, CTX-M ve OXA tip enzimleri kodlayan
genlerin prevalans: sirasiyla %20, %84, %84, %36 olarak saptandi. Nazik ve ark.’nin (115)
yaptiklart bir calismada GSBL dreten Klebsiella spp. izolatlarinda CTX-M sikligini benzer
sekilde %84 olarak bulmusglardir. Yapilan ¢alismalar géstermistir ki CTX-M tipi GSBL’nin
yayilimi pandemiktir ve gunumizde E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda 3.kusak
sefalosporinlere direncin ana sebebi olarak vurgulanmaktadir (116).

Cok merkezli bir calismada tlkemizde GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella izolatlarinda
blactx-m pozitifligi %96.2, blatem %53.1 ve blasyy pozitifligi %51.4 olarak bulunmustur
(108). Ayni calismada farkli merkezlerde direng genlerinin oranlari arasinda da farkhiliklar
oldugu bildirilmistir. Hastanemizin de iginde bulundugu, Hosoglu ve ark. (117) tarafindan
2007 yilinda yayinlanan ¢ok merkezli bir ¢alismada E. coli izolatlarindaki blatem ve blashy
geninin oran %65.1 ve %28.6 iken K. pneumoniae’da bu oranin %46.3 ve %48.8 oldugu
saptanmistir. Ancak bu calismada bolgelere ait veriler verilmemistir. Sharma ve ark. (118)
tarafindan K. pneumoniae’daki blasyy gen prevalansi, calismamiza benzer oranda (%72)
bildirilmistir. Calismamizda blactx-m pozitifligi cok merkezli calismada ki verilerle benzerlik
gOsterirken, blatem geninin bolgemizde daha ylksek oranda bulundugu ve E. coli’de gegmis
verilerle tezat olusturacak sekilde blasyy geninin saptanmadigr gorulmastar.

Oksiiz ve ark.’min (113) Istanbul’da yaptiklar: bir calismada E. coli’deki blatem ve
blactx-v pozitiflik oraninin ¢alismamizla benzer oldugu gortulmustir (%66.7, %83.3).
Cahismada E. coli’deki blasyy pozitifliginin %25 olarak belirlenmesine karsin ¢alismamizda
pozitiflik saptanmamustir.

Tim dinyada blactxm glinimizde GSBL dretiminden sorumlu genlerin basinda
gelmektedir (99). Calismamizdaki CTX-M prevalansina (%98.3) benzer sekilde Peirano ve
ark.’mn (119) Kanada’da yaptiklar: bir calismada blacrx-vm gen pozitifligini %95 olarak rapor
etmislerdir. Avusturya ve Italya’da Huemer ve ark.’min (120) yaptiklar1 cahsmada GSBL
ureten E. coli izolatlarinda %90 oraninda CTX-M geni saptamislardir. isve¢’de 2001 ve 2006
yillari arasinda GSBL Ureten E. coli izolatlar1 arasinda %92 CTX-M pozitifligi rapor

edilmistir (121). Buna karsin gen prevalansinin disuk olarak rapor edildigi calismalar da
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bulunmaktadir (121, 122). Sonuglardaki cesitliligin nedeni olarak, kullanilan yontem ve
primerlerdeki farkliliklarin yaninda bolgesel bakteri populasyonundaki farkliliklarin da rol

alabilecegi disuntlmektedir.

Calismamizda TEM tipi p-laktamaz gen prevalansi E. coli izolatlarinda Klebsiella spp.
izolatlarina gore daha yiksek oranda bulunmustur. Ulkemizde ve yurtdisinda yapilan
calismalarla karsilastirildiginda E. coli izolatlar1 icin benzer oranlar gozlenirken, Klebsiella
spp. izolatlarinda daha yuksek oranlarla karsilasiimaktadir. Calismamizda buldugumuz
Klebsiella spp. izolatlarindaki %20’lik blargm prevalansi, bolgesel farklhiliklarin ne kadar

anlamli ve bilinmesinin yararh oldugunu ortaya koymaktadir.

Galismamizda Klebsiella spp. izolatlarindaki blasyy prevalans: benzer ¢alismalara gore
yuksek, blactx-m ile ayni oranda bulunmustur. Literatiirde de yiksek oranlarin bildirildigi
caligmalarin  bulunmasina karsin (118), bu veri tarafimizdan bdlgemizde blasyy gen
yayiliminin arttigi seklinde yorumlanmaktadir. blasnyv gen prevalans: baskin olarak Klebsiella
spp. izolatlarinda saptanmakla birlikte E. coli izolatlarinda da izlenebilmektedir. Ancak,
calisgmamizda E. coli suslarinda blasyy genine rastlanmamistir. Huemer ve ark.’nin (120)
yaptiklar: bir calismada Avusturya ve italya’dan toplanan GSBL pozitif toplam 62 E. coli
izolatindan yalmzca 1’inde blasyy genine rastlanmistir italya orneklerinde calismamiza

benzer sekilde blasyy rapor edilmemistir (121).

Cahsmamizda blapxa gen prevalans: E. coli izolatlarinda Klebsiella spp. izolatlarina
gore daha yiksek bulunmustur. Ulkemizde blaoxa gen prevalans: ile ilgili veri smirhdar.
Ulkemizde 2001 yihinda K. pneumoniae izolatlarinda OXA-47 ve OXA-48 gen varhgi
belirlenmis ve bu genlerin plazmidle aktarildig: saptanmistir (123, 124). Ancak genel anlamda
blapxa prevalans: ile ilgili yayinlanmis bir veriye ulasilamamistir. Huemer ve ark. (120)
blapxa prevalansint %48.4 bulmuslardir. Bu verinin bulgularimizla uyumlu oldugu

goralmastar.

Sonug olarak, bu calismada E. coli izolatlarinda blacrxm gen prevalans: beklendigi
sekilde ylksek oranlarda bulunmustur. Bununla birlikte, blatem geni beklentilerin Gizerinde
gorulmesine karsin; blasyy geni 119 susun higbirinde saptanmamistir. Klebsiella spp.
izolatlarindaki  blactx-m, blatem Vve blasyy gen prevalanst ve literatlr  verileri

karsilastirildiginda da benzer sekilde daha yiksek oranlar belirlenmistir. Cok merkezli
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caligmalarin vurguladiklari “direng genleri prevalansindaki bdlgesel farkliliklar”ifadesi,
calismamiza ait veriler ile Turkiye verilerini karsilastirdigimizda bir kez daha gortlmustar
(108, 117).

Integronlar antibiyotik direncinin yayiiminda 6nemli genetik elementlerdendir.
Calismamizda GSBL pozitif 119 E. coli susunun 59’unda (%49.6) siif 1 integron, 3’inde
(%2.5) sinif 2 integron bulundu. Yirmi bes Klebsiella spp. izolatindan ise 9’unda (%36) smif
1 integron saptandi. Sandalli ve ark. (125) tarafindan Rize’de bir devlet hastanesinden
toplanan o6rneklerden izole edilen E. coli izolatlarinda smif 1 integron prevalansini %36.1,
smif 2 integron prevalansmi da %1.4 bulmuslardir. izolatlarin timiiniin GSBL olmadig1 g6z
Oniine alindiginda bu oranin bdlgemiz igin benzer oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Klebsiella spp.
izolatlarinda integrona rastlanmamistir. Rao ve ark. (126) ABD’de 320 E. coli ve Klebsiella
spp. izolatin1 kullanarak yaptiklar: bir ¢alismada sinif 1 integron prevalansini E. coli’de %57,
Klebsiella spp. izolatlarinda %70 olarak bildirmektedir. Uriner sistem infeksiyonlarinda smif
1 ve 2 integronlarin yayilmakta oldugu bildirilmektedir (127). Antibiyotik kullanimini tehdit

eden bu riskin bélgemiz icin de risk oldugu ve takip edilmesi gerektigini disinmekteyiz.

Calismamizda 144 GSBL ureten 119 E. coli ve 25 Klebsiella spp. izolatinda direng
genlerinin durumlar1 incelendiginde 12 (%10.1) E. coli ve 5 (%20) Klebsiella spp. izolatinda
sadece 1 gen saptandigi goruldi. Gen birlikteligine baktigimizda, blargm ve blacTx-m gen
birlikteliginin 119 E. coli susunun 71’1 (%59.7) ve 22 K. pneumonia susununda 5’inde
(%22.8) saptandigi, bunun yaninda 36 E. coli susu ve 2 K. pneumonia susunda blargm ve
blaoxa genler birlikte saptanirken K. oxytoca’da bu iki gen birlikteligine rastlanmadigi

goéralda.

Ayrica E. coli’de blargm ve blasyy birlikteligi saptanmazken, K. pneumoiae susunun
4’(inde (%18.2) blargm ve blasyy gen birlikteligi belirlendi. blargm, blactx-m, blaoxa 38 E. coli
(%32) ve 3 K. pneumoniae’da (%13.6), blarem, blasny, blactx-m birlikteligi yalnizca 4 K.
pneumoniae susunda (%18.2), blasyy, blactx-m, blaoxa’nin ise yalnizca 7 K. pneumoniae
susunda (%31.9) saptandi. PCR ile saptanan dort genin birlikte bulunma durumu ise sadece 2

K. pneumoniae susunda (%9.1) gorulda.

Calismamizda 1 E. coli susunda blarem, blasky, blactx-m ve blagxa genlerinden higbiri

saptanmadi. Cesitli calismalarda benzer sekilde GSBL (retmesine karsin belirtilen genler
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bulunmamistir. Bunun nedeni olarak izolatin Phoenix otomatize sistemde yanlis tanimlanmasi
olabilecegi gibi izolatin dirence neden olan ve bu ¢alismada incelenmeyen farkli gen veya
mekanizmalara sahip olmasi sOylenebilir. Bu nedenle Sturm ve ark. (106) tarafindan da
onerildigi gibi Phoenix otomatize sistemde belirlenen GSBL pozitifliginin bir bagka yontemle

dogrulanmas: yararli olacaktir.

Cesitli caligmalarda ayni izolatta birden fazla p-laktamaz geninin birlikteligi
gosterilmistir. KTU Tip Fakiltesi’nde 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada GSBL ureten 20
enterik bakteri susu arasinda E. coli’den 3’Unin (% 15) TEM ve SHV-tiplerinin ikisini birden,
4’0ntn (% 20) sadece SHV-tipini tasidigi, 2°sinin (% 10) her iki geni de tasimadigi
belirlenmistir. Klebsiella spp. izolatlarmin 6’smin (% 30) TEM ve SHV-tiplerinin ikisini,
2’sinin (% 10) sadece SHV-tlrevlerini tasidigi, 1’inin (% 5) ise her iki geni de tasimadigi
belirlenmistir (100). On yil sonra toplanan 6rneklerle yaptigimiz ¢aligmada blasyy genine
dolayistyla SHV kombinasyonlarina E. coli’de rastlanmadi. En yliksek oranda blatem, blactx-
v birlikteligine rastlanmistir. Daglar ve ark.’nin (128) Antalya’da yaptiklar: bir ¢alismada,
toplam 56 GSBL Ureten E. coli izolatinin 29°u (%52) blacrtx-m Ve blarem geni birlikteligi, 3’0
(%5.4) blactx-m ve blasny, 3’U de blacrx-m, blarem ve blasyy’yi birlikte bulundurdugunu

saptamislardir.

Oksiiz ve ark.’min (113) 12 E. coli ve 28 K. pneumoniae suslarinda yaptiklar: calismada
7 sus blargm Ve blasyy genlerini, 8 sus blargm ve blactx-m genlerini, 6 sus blasyy ve blactx-m
genlerini, 12 sus ise blargm, blasyy ve blacrx-m genlerini birlikte tasimaktadir. 5 susun sadece

blasyy genini, 6 susun da sadece blacrx-m genini tasidig: saptanmastir.

Mulvey ve ark.’nin (129) Kanada’da yaptiklari calismada 12 E.coli izolatmin 2’sinde
yalnizca SHV geni, 1 tanesinde blasyy + blatewm, 1’inde blasyy + blactx-m, 2°sinde blarem +
blactx-m, 4’Unde yalnizca blacrx-m geni belirlenirken 2 izolatta hicbir gen saptanmamistir. 2

K. oxytoca izolatinin 1’inde blatem digerinde de blactx-m geni belirlenmistir.

Pongpech ve ark. (130) 37 GSBL ureten E. coli izolatinin 25’inin blatem ve blactx-m
genini birlikte tasidigi, 2 izolatin da blatem, blasyy ve blactx-m’i tasidigi ve 3 izolatta da
higbir genin saptanmadigin1 belirtmiglerdir. Ode ve ark. (131) GSBL ureten 46 E. coli
izolatmin 20’sinde blatem + blactx.w kombinasyonuna rastlamisken 27 K. oxytoca susunun

12 sinde blasny + blacrx-m birlikteligine rastlamislardir.
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14. SONUC VE ONERILER

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’ne 18 Mayis - 31 Agustos 2010 tarihleri
arasinda kabul edilen 5057 idrar 6rneginden yapilan kaltur sonucu reyen 541 E. coli ve 137
Klebsiella spp. izolati incelendi. Calismalar sonucu toplam tropatojen 541 E. coli izolatinin
142*sinin (%26.2) ve toplam 137 Klebsiella spp. izolatminda 26’smin (%19) GSBL Urettigi

belirlendi.

GSBL prevalans: servis hastalarindan alinan drneklerde treyen E. coli ve Klebsiella
spp. izolatlarinda %63.2 oraninda gorulirken poliklinik hastalarinda %15.4 olarak belirlendi.
Hastane kaynakli enfeksiyonlardaki yiksek antibiyotik direnci, antibiyotik yaziminda ve
enfeksiyon kontrol uygulamalarinda daha siki dnlemler alinmas: gerektigini ve antibiyotik
direncli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikisini1 Sinirlandirmak icin antibiyotik hassasiyet

testlerinin mutlaka yapilmasi gerektigini bir kez daha vurgulamaktadir.

Cahsmamizda GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin amoksisilin
klavulonik asit, aztreonam, sefepim ve seftazidime diren¢ oranlarmin %2100 oldugu belirlendi.
E. coli’nin piperasilin-tazobaktama direnci %41.2, sefoksitine %21, amikasine %?2.5,
trimetoprim-stlfametoksazol ve siprofloksasine direncin %58 ve %60 oldugu saptandi.
Klebsiella spp.’de ise piperasilin-tazobaktam direnci %52, sefoksitin %12, amikasin %8,
trimetoprim-sulfametoksazol %56 ve siprofloksasine direncin %28 oldugu belirlendi. Bunun
yaninda izolatlarimizin imipeneme direng gostermedigi de belirlendi. Bu sonuglar tedavinin
mutlaka antibiyotik duyarlilik testleriyle birlikte planlanmasmin 6nemini géstermektedir.

Calismamiz ayrica ampirik tedavi i¢in antibiyotik tercihinde veri olusturacaktir.

PCR deneylerinde 119 GSBL pozitif E. coli susunun blargm oran1 %62.2 ve blapoxa gen
varliginin %59.7 oldugu saptandi. Bu izolatlarda en yaygin gen prevalansinin %98.3 oraninda

blactx-m oldugu goruldi. Calismamizda E. coli izolatlarinda blasyy genine ise rastlanmadi.
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Klebsiella spp. izolatlarinda ise baskin olan genin %84 oraninda blasyy ve blacrx-.m oldugu
saptandi. Ayrica blargym oran1 %20, blapxa orani ise %36 olarak bulundu. E. coli izolatlarinda
oldugu gibi Klebsiella spp. izolatlarinda da baskin olan genin CTX-M oldugu saptand: (%84).
CTX-M tipi GSBL’nin yayilimi pandemiktir ve glnimizde tim dinyada oldugu gibi
bdlgemizdeki E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda da 3.kusak sefalosporinlere direncin ana

sebebi oldugu gosterilmistir.

Galismamizda GSBL lreten 119 E. coli susunun 59’unda Smif 1 integron, 3’linde de
Smif 2 integron varhig: tespit edildi. Yirmi bes Klebsiella spp. izolatindan ise 9’unda Sinif 1
integron saptandi. Calismamizda saptanan integronlarin sekans analizi yapilarak iceriklerinin

belirlenmesi, korezistansin aydinlatilmasina yardimci olacaktir.

Yuz on dokuz E. coli ve 25 Klebsiella spp. izolati incelendiginde sadece 17 izolatta
blatem, blasky, blacTx.m Ve blaoxa genlerinden biri vardi. izolatlarin biyik ¢ogunlugu birden
fazla B-laktamaz geni iceriyordu. Bu sonug gostermektedir ki direncin yayilimi yeterli kontrol
onlemi alinmadig: surece devam edecektir. Bir E. coli izolatinda blargm, blasyy, blactx-wm ve
blaoxa genlerinden hicbiri saptanmadi. Bu veri diger GSBL (reten genlerin arastirilmasi
gerektigini gostermektedir. Belirlenen genlerin sekans analizi ile dogrulanmas: ve direng

geninin tiplendirilmesi epidemiyolojik olarak aydinlatici olacaktir.

GSBL dretiminin 0zellikle hastane enfeksiyonlarinda 6nemi gittikge artmaktadir. Bu da
tedavide zamani ve maliyeti artirmaktadir. Ayrica saglik ¢alisanlarmin is gucl kaybina neden
olmaktadir. Bunun yam swra daha da Onemlisi hastane enfeksiyonlari 6limle
sonlanabilmektedir.

GSBL-pozitif bakteri enfeksiyonlarint smirlandirmak amaciyla uygun ve akilci
antibiyotik kullanimin Ulke genelinde bir saglik politikas: haline getirilmesi gerekmektedir.
Hastane ortaminda GSBL olusturan bakteri kolonizasyonu veya enfeksiyonunun olmasi
izolasyon yontemlerinin dikkatle yapilmas: gerektigini vurgulamaktadir. Direncli suslara bagh
enfeksiyonlarin hastalar arasinda yayilmasinda en 6nemli faktorin saglik personelinin elleri
oldugu unutulmamalidir. Ayrica invaziv girisimlerde kullanilan araglar, her turli alet ve
malzemenin de GSBL pozitif bakterilerin tasinmasinda 6nemli bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Bu tasinmanin engellenmesi amaciyla el yikama aligkanliginin edinilmesi,
alkol bazli el antiseptiklerin  kullanimi, aletlerin, ylzeylerin sterilizasyon ve

dezenfeksiyonunda titiz ve bilgili hareket edilmesi nemlidir.
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Bu calisma bolgemizde GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda blargm,
blasny, blactx.m ve blaoxa gen prevalansinin belirlendigi ilk ¢alisma olma 0zelligi

tasimaktadir. Direncin yayiliminin takibinde veri tabani olusturacaktr.
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7. OZET

Genislemis-Spektrumlu Beta Laktamaz Ureten Escherichia coli ve Klebsiella spp.

Izolatlarinda Beta Laktamaz Direncinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Arastiriimasi

GSBL retiminin 6zellikle hastane enfeksiyonlarinda 6nemi gittikce artmaktadir.
Tedavide zaman ve maliyeti artirmasmin yaninda mortalite oranlarinit da yukseltmektedir.

Ayrica saglik ¢alisanlarinda is giici kaybina neden olmaktadir.

Bu calismada KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal:
Hasta Hizmetleri Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’ne yaklasik 4 ay boyunca gelen 5057
idrar 0rneginden izole edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarindan GSBL dreten 119 E.
coli, 22 K. pneumoniae ve 3 K. oxytoca izolatinin B-laktamaz enzim direnci ve integron

icerigi arastirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle blarem, blasny, blactx-v ve blaoxa

genleri ile Sinif 1 ve 2 integron varhgi arastirildi.

GSBL pozitifligi E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda %24.8’i olarak belirlendi. 119
GSBL pozitif E. coli izolatinin blatgm orant %61.3 ve blapxa gen varhiginin %58.8 oldugu
saptandi. Bu suslarda en yaygin gen prevalansinin %98.3 oraninda blacrx-m oldugu goralda.
Calismamizda E. coli suslarinda blasyy genine ise rastlanmadi. Klebsiella spp. izolatlarinda

ise baskin olan genin %84 oraninda blasny ve blactx-m oldugu saptand.

Ayrica blatem orant %20, blapxa orant ise %36 olarak bulundu. E. coli izolatlarinda

oldugu gibi Klebsiella spp. izolatlarinda da baskin olan genin CTX-M oldugu saptand: (%84).

Calismamizda GSBL Ureten 119 E. coli susunun 59’unda Swmif 1 integron, 3’inde de
Smif 2 integron varhg: tespit edildi. Yirmi bes Klebsiella spp. izolatindan ise 9’unda Sinif 1
integron saptandi.

Bu sonuclar bdlgemizde basta CTX-M olmak Uzere direng genlerinin E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda yogun olarak bulundugunu ve tedavinin mutlaka antibiyotik

duyarlilik testi sonuglarina gore planlanmasinin 6nemini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: GSBL, E. coli, Klebsiella spp., B-laktamaz
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8. SUMMARY

Investigation of Beta Lactamase Resistance in Extended Spectrum Beta Lactamase
Producing Escherichia coli and Klebsiella spp. Isolates with Polimerase Chain Reaction

The importance of Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) production has
increased, especially in nosocomial infections. In addition to increase time and cost of

therapies, it also gives rise to higher mortality values.

In this study, prevalence of some B-lactamase enzyme genes and integron content in
ESBL producing 119 Escherichia coli, 22 Klebsiella pneumoniae and 3 Klebsiella oxytoca
isolates among 5057 urine samples admitted within four months in KTU School of Medicine,
Farabi Hospital, Bacteriology Laboratories in Department of Medical Microbiology were
investigated.

blatem, blasyy, blactx-m and blagxa genes and presence of class 1 and class 2 integrons

were studied with polymerase chain reaction (PCR) method.

ESBL positivity rate was determined as 24.8% in all E. coli and Klebsiella spp. isolates.
Prevalence of blargm, blactx-m and blagxa genes in 119 GSBL positive E. coli strains was
61.3%, 98.3% and, 58.8%, respectively while no blagyy gene was detected. The most
prevalent gene was blactx-m among E.coli isolates. In our study, blasyy gene was not detected

in E. coli strains.

In Klebsiella spp. isolates, blasyy and blactx-m genes were detected dominantly with
84% ratio. In addition, blargm ratio was determined 20% while blagxa was 36%. Similar to E.

coli isolates, CTX-M was the dominant gene in Klebsiella spp. isolates (84%).

In this study, we detected class | integron in 59 and class 11 in 3 of 119 ESBL producing

E. coli strains. Moreover, 9 of 25 Klebsiella spp. isolates had class I integron.

These results show that resistance genes, particularly CTX-M, are intense among E. coli
and Klebsiella spp. isolates in our region and emphasize the importance of true choice of
antibiotic in treatment of E. coli and Klebsiella spp. infections and, of infection control

programs.

Key Words: ESBL, E. coli, Klebsiella spp., p-lactamase
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