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1. OZET

Hastane Kokenli Enterobacteriaceae Uyelerinde Beta-Laktamazlarin Arastirilmasi
ve Tiplendirilmesi

Hiiseyin TASLI

Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) Tirkiye de dahil tim dinyada yaygin
olarak bulunmakta ve gittik¢e biiyﬁyen bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Siklikla klinik
Enterobacteriaceae izolatlan tarafindan sentezlenen enzimlerdir ve ¢ahgilan hastaneye ve
kullanilan yontemlere gére GSBL olusturan bakteriler ve oranlan degismektedir. Bu ¢aliymada
klinik Enterobacteriaceae kokenlerinde fenotipik ve genotipik yontemlerle plazmid kokenli TEM,
SHYV tipi beta-laktamazlann ve bunlanin GSBL tiirevlerinin aragtinlmasi, ve de DNA dizi analizi
ile GSBL enzimlerinin tiplendirilmesi amaglanmstir.

Dokuz Eylil Universitesi Aragtrma ve Uygulama Hastanesinde, Nisan-Aralik 2000
tarthleri arasinda klinik 6rneklerden soyutlanan 91 Klebsiella pneumoniae, 53 Escherichia coli,
bes Enterobacter cloacae, bes Klebsiella oxytoca, g Enterobacter aerogenes, i Morganella
morganii ve iki Citrobacter freundii olmak tzere toplam 166 ampisilin direngli kéken
incelenmigtir. Bu kokenlerin %38’ inde GSBL varh@ saptanmig olup, bu oran K pneumoniae ve
E.coli kokenlerinde sirasiyla %57.1 ve %17 olarak bulunmustur. Konjugasyon deneyi ile
kokenlerin %44.6’simin  direnglerini alict E.coli K-12 kokenine aktarabildikleri goriilmistiir.
GSBL aktarim oram ise %73 dizeyinde gergeklesmistir. Transkonjugantlarda, biytklikleri 7-212
kb arasinda olan 18 farkli plazmid ve 36 farkh plazmid profili elde edilmis, en sik (%33.9)

“bﬁyﬁklﬁgﬁ 67 kb olan plazmid gozlenmistir. Izoelektrik odaklama bulgularina gore
‘transkonjugant enzim ekstrelerinin 1-4 ayr bant icerdigl, bunlann arasinda izoelektrik noktalan
5.4 (%52.7) ve 7.6 (%28.4) olan bantlarn en sik oldugu gorillmiistirr. PCR ile transkonjugantlann
%352.7’sinde TEM, %74.3’inde SHV, %32.4’inde TEM ve SHV genleri birlikte saptanmigtir.
TEM genleri E. coli (%87.5), SHV genleri ise K. pneumoniae’da (%93.3) daha yiksek oranlarda
bulunmustur. Transkonjugantlarda saptanan toplam 46 GSBL’den 45’inin SHV ftipi oldugu SHV
PCR/Nhel. restriksiyon analizi ile gésterilmisﬁr. Transkonjugantlanin 18’inde (dokuz TEM +
SHV, dokuz SHV) PCR ile ¢ogaltilan TEM ve SHV genlerinin dizi analizi sonucunda bir 6rnekte
SHV-1, bes, yedi ve bes 0mekte sirasiyla GSBL o6zelliginde SHV-2, SHV-5 ve SHV-12
saptanmustir. TEM-1"in, dort 6rmekte SHV-2, ii¢ drekte SHV-5 ve iki 6mekte SHV-12 ile birlikte
yer aldigi goriilmiigtir. Bu ¢aligma ile, ulagilabilen kayhaklara gore tlkemizde DNA dizi analizi
ile SHV tipi GSBL’lerin tiplendirilmesi ilk kez uygulanmugtir. Diinyada belirli tilkelerde saptanan
SHV-12’nin hastanemizde de bulundugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Beta-laktamaz, TEM, SHV, Enterobacteriaceae.



2. SUMMARY

The Investigation and Typing of Beta-Lactamases in The Members of Hospital-
Based Enterobacteriaceae

Hiiseyin TASLI

Extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) have been widely found worldwide including
Turkey, and they are emerging as a serious problem. They are enzymes- usually synthesized by
clinical isolates of Enterobacteriaceae sp, the type and the ratio of which varies depending on the
hospital and the procedures being used. In this study, our aims are detecting plasmid mediated -
lactamases like TEM or SHV, and their ESBL derivatives by phenotypic and genotypic methods,
and also typing of ESBLs by DNA sequencing.

We investigated a total number of 166 ampicillin-resistant clinical isolates composed of 91
Klebsiella pneumoniae, 53 Escherichia coli, five Enterobacter cloacae, five Klebsiella oxytoca,
three Enterobacter aerogenes, three Morganella morganii, and two Citrobacter freundii which
were isolated at the Research and Practice Hospital of Dokuz Eylil University, in the April-
December 2000 period. We found ESBLs in 38% of these isolates; the corresponding percentages
for K. pneumoniae and E. coli strains being 57.1% and 17%, respectively. In the conjugation
experiments 44.6% of the isolates were detected to transmit their resistance to recipient E. coli K-
12 strain. The percentage of ESBL transmission was 73%. There were 18 different plasmids and
36 different plasmid profiles at the sizes of 7-212 kb in transconjugants, with the most frequent
(33.9%) plasmid size of 67 kb. By the isoelectric focusing results, the transconjugant enzyme
extracts contained 1 to 4 different bands, mostly at the isoelectric points of 5.4 (52.7%) and 7.6
.'(28.4%). Using PCR, it is found that of the transconjugants 52.7% included TEM, 74.3% included
SHV, and 32.4% included both of the TEM and SHV genes. TEM genes were more common
among E. coli (87.5%), whereas SHV genes were mostly found among K. preumoniae (93.3%).
Using PCR / Nhel restriction analysis, 45 of the 46 ESBL detected at transconjugants were
determined to be SHV type. In 18 transconjugants (nine including both TEM and SHV, nine only
SHV) the TEM and SHV genes were amplified using PCR; in the sequence analysis of these
genes SHV-1 was found in one sample; and having ESBL property SHV-2, SHV-5, and SHV-12
were detected in five, seven, and five samples, respectively. TEM-1 was found along with SHV-2
in four, with SHV-5 in three, and with SHV-12 in two samples. As far as we know, the typing of
SHV type ESBL' using DNA sequence analysis is applied for the first time in Turkey, in the

current study. The SHV-12 which had been detected in several countries in the world was also
found in our hospital.

Key words: Beta-lactamases, TEM, SHV, Enterobacteriaceae.



3. GIRIS VE AMAC

Enterik Gram olumsuz basiller 30 yili agkin bir siredir hastane kokenli patojenler
arasinda On sirada gelmektedir. Bu mikroorganizmalar cesitli mekanizmalar ile yeni
gelistirilen bir ¢ok antibiyotige direng kazanmuglardir (1). Ulkemizde yapilan galigmalarda
Gram olumsuz nozokomiyal patojenler arasinda Enterobacteriaceae tiyelerinin ilk sirada veya

Pseudomonas tirlerinden sonra geldigi goriilmektedir (2).

Beta-laktam antibiyotikler gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin
sagélnmmda kullanillan antibakteriyel ajanlann basinda gelmektedir. Yeni gelistirilen beta-
laktam ajanlarin kullamma girmesine  paralel olarak bakterilerin de yeni direng

mekanizmalar1 gelistirdigi ve beta-laktam antibiyotiklere direng oranlannin giderek arttig

gozlenmektedir (3).

Basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak {izere Gram olumsuz patojenlerde, beta-laktam
antibiyotik direncindeki en onemli mekanizma beta-laktamaz sentezidir. Penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler, beta-laktamaz ailesindeki enzimlerden biri
veya birkagi tarafindan inaktive edilebilir. Beta-laktam ajanlarmn yaygin kullaum, beta-
laktamazlann evrimsel degisikliklere ugramasina, say1 ve etki spektrumlarimin inamilmaz bir
ivme ile artmasina neden olmustur. 1995°den 2000 yilina kadar bazi 6nemli beta-laktamaz
gruplarinda enzim sayist hemen hemen iki katina ¢ikmustir. Giiniimiizde klinik izolatlardan

..koken alan, amino asit dizileri veya fenotipik ozellikleri farkh en az 340 beta-laktamaz

tanimlanmugtir (4).

Enterobacteriaceae iyelerinin ¢ok gesitli beta-laktamaz enzimleri vardir. Beta-
laktamazlan kodlayan genler; plazmidler, transpozonlar ve bakteri kromozomunda yer alabilir
(5). Yaygmn olarak plazmid kaynakl beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi) iiretir

ve bu enzimleri plazmidler aracilifiyla diger bakterilere aktanrlar (6-9).

Plazmid kaynakll beta-laktamazlar, Mikrobiyoloji laboratuvaninda sik soyutlanan
tirlerde yaygin olmalan, plazmidlerce bakteriden bakteriye gegislerinin kolay olmast
nedeniyle klinik agidan 6n plandadirlar. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri, penisilinler ve
1. kusak sefalosporinleri etkin olarak hidrolize ettikleri halde, 3. kusak sefalosporinlere
etkisizdirler. Ancak 1980'i yillarda genislemis spektrumlu beta-laktam ajanlarin yaygin

kullanimi ve bu ajanlann segici etkileri sonucunda TEM-1 ve SHV-1 enzimlerinden nokta
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mutasyonu sonucu tiirev alan; ¢ok sayida, nakledilebilen ve o6zellikle oksimino beta-
laktamlar: inaktive eden yeni enzimler tammlannmugtr. Bu enzimlerin &zellikle oksimino-
beta-laktamlara kargsi etki spektrumlarmin genis olmasi nedeniyle genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar (GSBL) olarak adlandiriimiglardir (5). Giintimiize 150’den fazla GSBL
tanmlanmgtir (10).

GSBL’ler tiim diinyada ¢ok sayida izole edilen beta-laktamazlarn major grubunu
olusturur ve plazmid kaynakh beta-laktamazlarm siirekli biiyiiyen bir koludur. Cogunlukla
da hastane kokenli Enterobacteriaceae iiyeleri tarafindan eksprese edilirler. En sik Klebsiella
pneumoniae ve Escherichia coli suglarinda olmak iizere diger Enterobacteriaceae iiyelerinde
saptanmaktadirlar (11,12). Bu enzimleri kodlayan genlerin hareketli elementler {izerinde yer
almasi nozokomiyal patojenler arasinda yayllmim kolaylastirmustir (13,14).

GSBL meydana getiren Enterobacteriaceae'larin artan prevalansi, klinik izolatlarda bu
enzimlerin varligm dogru olarak belirleyecek laboratuvar testlerine geregi arttirmmstir. GSBL
{reten suglarmn rutin antibiyotik duyarhilik testleri ile belirlenmeleri giigtiir. GSBL’lerin ¢ogu
bir veya daha fazla oksimino-beta-laktama direngli olmasina ragmen rutin testlerde duyarh
goriilebilirler (15). GSBL'ler klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibit6rlerine duyarhdir (16).
Bu ozelliklerinden yola ¢ikilarak saptanmalarinda National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) dogrulama testi, ¢ift disk sinerji (CDS), ii¢ boyutlu test, E test
gibi 6zel yontemler gelistirilmistir (7,17-19).

GSBL'min ik belirlendigi dénemlerde izoelektrik noktanm tespit edilmesi varolan
GSBL'leri gostermek i¢in yeterli idi. Ancak sayilar1 90'm {izerinde olan TEM tipi enzimlerin
¢ogu 6zdes izoelektrik noktasina sahip oldugundan, bu test uzun siire yararh olamams olup,

aym durum dier enzim gruplan i¢in de gegerlidir (10).

Fenotip temeline dayali dogrulama yOntemlerden hi¢ birisi Gram olumsuz klinik
izolatlarda GSBL varligm dogru saptamada %100 duyarh ve oOzgiil degildir. Beta-
laktamazlarin agin {iretimi, birka¢ enzimin bir arada bulunmasi veya beta-laktamaz direncine
diger direng mekanizmalarinin eslik etmesi de yanls test sonuglarmna neden olmaktadir (20-
26). Klinik izolatlarda GSBL’nin dogru tammmlanmas: gerekliligi artik iyice anlagilmugtir (27).



Giiniimiizde spesifik enzim tipini belirlemek igin molekiiler ydntemlere gerek vardir. En
sik Polymerase Chain Reaction (PCR) tabanh testler olmak {izere oligotiplendirme yaygm
kullanilan ydntemlerdir (28-34). DNA dizi analizi spesifik beta-laktamaz genlerini saptamada
halen standart olma 6zelligini korumaktadir (35).

Ulkemizde, GSBL ile ilgili ¢ahsmalar klinik izolatlar lizerinde yogunlasmis ve bu
enzimlerin yitksek oranda saptandigmi gdstermistir (36-39). Son ¢alismalara gore Tiirkiye,
Avrupa lilkeleri iginde GSBL sikligmin en yiiksek .oldugu ilk ti¢ lilke arasindadir (40).
GSBL’lerin, tiim diinyada hizla artmasi ve salgmnlar, sagaltim basarisizligi, artan mortalite
gibi ciddi klinik problemlere neden olmasi dogru saptanmalan ve tiplendirilmelerini gerekli

kilmaktadir. Bu sayede rasyonel antibiyotik kullamm politikasi belirlenebilir ve beta-laktam
direnci ile savasllébilir.

Calismamizda Dokuz Eylitl Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi klinik
orneklerinden soyutlanan Enterobacteriaceae {liyelerinde fenotipik ve genotipik
yontemlerle plazmid kokenli TEM ve SHV tipi beta-laktamazlar ve bunlarin GSBL
tlirevlerinin aragtirdmasiy, DNA dizi analizi ile GSBL enzimlerinin tiplendirilmesi

amaclanmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Beta-Laktam Grubu Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler baghca 5 grupta toplanirlar:
1.  Penisilinler
2 Sefalosporinler
3 Monobaktamlar
4.  Karbapenemler
5.  Beta-Laktamaz inhibitorleri (Klavulanik asit, Sulbaktam, Tazobaktam)
Bu grupta kimyasal yapisi, farmakolojisi ve antibakteriyel etki spektrumu farkh birgok
antibiyotik yer alr. Bu antibiyotiklerin ortak 6zellifi yapilarinda beta-laktam halkasi
tagimalaridir. Bir beta-laktam antibiyotigin 6zelligi bu halkaya baglanan bagka halkalar ve yan
zincirlerle belirlenir. Monobaktamlar sadece beta-laktam halkasindan olusur, monosiklik
yapidadir. Beta-laktamaz inhibitdrleri beta-laktam antibiyotik olmalarina ragmen tek baslarina
antibakteriyel etkileri pratik olarak yoktur (41,42).

4.1.1. Beta-Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Beta-laktam halkasi bakteri duvar sentezinde kullanilan disakkarid peptidlerin karboksi
terminali ile yapisal benzerlik gosterirler. Bu benzerlikten dolayr tiim beta-laktam
antibiyotikler bakterilerin sitoplazmik membranlan1 {izerinde bulunan ve bakteri hiicre
duvarmmda peptidoglikan sentezini saglayan penisilin baglayan protein (PBP) adi verilen hedef
proteinlere baglanarak etkilerini gosterirler. PBP'lerin inhibe edilmesi, hiicre duvar sentezin
durduracagindan bakterinin §limiiyle sonuglamr (43).

Beta-laktam antibiyotiklerin hiicre zarindaki PBP’lere baglanmalari ve etkinlik
gostermeleri i¢in Gram olumsuz bakterilerde porin (Outer Membran Protein:. OMP)
kanallarindan gegmeleri, sitoplazmik membranla dis membran arasmdaki periplazmik
boslukta yer alan beta-laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir (43).



4.1.2. Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Gelisimi

Beta-laktam antibiyotikler gerek toplum gerekse hastane koékenli infeksiyonlarin

sagaltiminda kullanilan antibakteriyel ajanlanin basinda gelmektedir. Ancak bu yaygin

kullanima paralel olarak bakterilerin de yeni diren¢ mekanizmalan gelistirdigi ve beta-laktam

antibiyotiklere direng oranlannin giderek arttigt gozlenmektedir (3).

Bakteriler beta-laktam antibiyotiklere karg1 ti¢ temel yolla direng gelistirirler (44):

1. Ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi,
2. Hedef PBP yapisinda degisiklik,
3. Tlac1 pargalayan beta-laktamaz enzimlerinin sentezlenmesidir.

Gram olumlu bakterilerde d1$ membran olmadigindan ilk mekanizma ile direng

gelismesi soz konusu degildir, ikinci mekanizma daha sik goriliir. Buna kargin Gram olumsuz

bakterilerde her ii¢ mekanizma ile de direng gelisebilmektedir. Genel olarak antibiyotiklere

direng birbin ile uyumlu ¢ahsan bir dizi mekanizma aracihfiyla gelismektedir. Beta-laktam

antibiyotiklere diren¢ de sikhkla yukanida sayilan mekanizmalanin birkaginin ortak etkilerinin

bir sonucudur (1). Beta-laktam ajanlar ve giincel direng problemleri Tablo 1’de gosterilmigtir.

Tablo 1. Beta-laktamlar ve diren¢ problemleri

Beta-laktam simfi

Direng problemi

Penisilinler

" Beta-laktamaz inhibitdrlen

Sefalosporinler

Monobaktamlar

Karbapenemler

Metisiline direngli Staphylococcus aureus®
Penisiline duvarliligi azalmus Streptococcus pneumoniae
Ampisiline direngli Haemophilus influenzae

Enterobacteriaceae tvelerinin kromozomal AmpC tipi beta-
laktamazlann agin iiretimi

Plazmid kokenli AmpC tipi beta-laktamazlar
Inhibitorlere direngli TEM enzimleri (IRT)
TEM-1 asin iiretimi

Kromozamal AmpC tipi beta-laktamazlar: agin iireten
Enterobacteriaceae ve Pseudomonas. aeruginosa

GSBL iireten Enterobacteriaceae tiyeleri
Plazmid kokenli AmpC tipi beta-laktamazlar

Kromozomal veva plazmid kékenli AmpC tipi enzim iireten tiirler
GSBL vapan Enterobacteriaceae tiyeleri

Metallo-beta-laktamaz (IMP ve VIM-tipi)
OXA-tipi karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz iireten
nonfermentatif basiller

Tablo kaynak “3” ten aynen alinmigtir. *Tiim beta-laktamlara direnglidir.




4.1.2.1. ilacin Hedefine Etkin Konsantrasyonda Ulasmasimin Engellenmesi

4,1.2.1.1. Beta-Laktam Direncinde Porin Permeabilitesinin Rolii

Genellikle gram olumlu bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi permeabilite
engeli bulunmamasma karsin, Gram olumsuz bakterilerde dis membran, beta-laktam
antibiyotiklere karsi dogal bir engel olusturmaktadir. Beta-laktam molekilleri, bakteri
hﬁcresindeki hedeflerine ulagabilmek icin dis membranda bulunan porinlerden ge¢mek
zorundadir, Kromozomal mutasyonlar sonucu porin proteinlerinde olusan degisiklikler
gecirgenlikte bir azalmaya, bunun sonucunda da gesitli penisilinler, sefalosporinler ve hatta
karbapenemlere karsi direng gelisimine yol agmaktadir. Bu tip direng, 6zellikle enzimatik
direng ile birlikte bulundugunda biiyiik sorunlara neden olmaktadir (45).

Beta-laktam antibiyotikler dis membrandan porin F ve porin C adi verilen baghca iki
kanal aracili ile gegerler. Imipenem dis membrandan ayrica D2 proteini adi verilen 6zel bir
porini kullanarak da geger. Dolayisiyla bir Gram olumsuz bakteri porin F ve porin C
proteinlerini mutasyona ufratarak tiim beta-laktamlara direng gelistirebilirken, imipeneme
duyarh kalir. Ote yandan, dzellikle P. aeruginosa ve Enterobacter suslarinda dis membrandan
D2 proteihinin kaybolmas: bakteriyi imipeneme direngli hale getirebilir (46).
Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direnci, azalmig dig membran gegirgenligi ile
sefalosporinazlarn agin {iretimi veya genislemis spektrumlu bir beta-laktamaz varhg:

kombinasyonuna baghdir. Bu durum &zellikle Enterobacter tiirleri ve K. pneumoniae’da
" goriilmektedir (47).

4.1.2.1.2. Aktif Pompa (efluks) Sistemleri

Antimikrobiyal ajanin hiicre digina atilmasim saglayan aktif pompa sistemlerinin varlig
20 yil kadar Once tetrasiklinler i¢in belirlenmistir. Giinlimiizde ise bu mekanizmanin beta-
laktamlarin da aralannda bulundugu birgok antibiyotik smifina karsi dogal veya kazanilmmg
direngte dnemli oldugu anlasilmistir. Hatta Gram olumsuz bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere
dogal direncindeki temel rolii, eskiden samildifi gibi diy membramn degil, aktif pompa
sistemlerinin oynadig1 belirlenmistir (3).



4.1.2.2. Penisilin Baglayan Protein Degisimleri

PBP’lerin yapisindaki degisim beta-laktam direncinde 6nemli bir mekanizma olup bazi
Gram olumlu koklarda ve Pseudomonas'larda gozlenmistir. Kromozomal mutasyonlar
sonucunda PBP'lerin beta-laktam antibiyotiklere karsi ilgilerinde azalma olabilir. Bu da beta-
laktamlara kars: goreceli ya da tam bir dirence yol agabilir. PBP'lere bagh direng, penisiline
direngli S. pneumoniae'da, metisiline direngli S. aureus ve S. epidermidis'de, penisiline
direngli Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis'de, ampisiﬁne direngli H
influenzae'da ve penisilin ve sefalosporinlere direngli enterokoklarda kesin olarak

gdsterilmistir (1,48).

4.1.2.3. flaci Parcalayan Beta-Laktamaz Enzimlerinin Sentezlenmesi.

Bagta Enterobacteriaceae tiyeleri olmak {izere Gram olumsuz patojenlerde, beta-laktam
antibiyotik direncindeki en Onemli mekanizma beta-laktamaz sentezidir. Penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler, beta-laktamaz ailesindeki enzimlerden biri
veya birkag1 tarafindan inaktive edilebilirler (4).

Beta-laktamazlar, beta-laktam antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasimin amid baglarim
parcalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren enzimlerdir. Bakteriler tarafindan ya
kromozomlar ya da plazmidler veya transpozon adi verilen transfer edilebilir genetik
“elemanlar aracili: ile sentez edilirler (46). Giiniimiizde klinik izolatlardan koken alan, amino
asit dizileri veya fenotipik 6zellikleri farkh en az 340 beta-laktamaz tammlanmugstir (4). Beta-

laktam antibiyotiklere karsi diren¢ gelisim mekanizmalari ve 6rnek bakterler Tablo 2’de
goriilmektedir.

4.2. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamaz enzimi ilk kez 1929'da bazi bakterilerin penisilinler tarafindan inhibe
olmadif1 bi¢ciminnde Fleming tarafindan gézlemlenmis, 1940 yilinda Abraham ve Chain ise
E. coli'den elde ettikleri ekstrenin penisilinin etkisini ortadan kaldirdigm gdstermiglerdir. Bu
aragtiricilar elde ettikleri enzime "penisilinaz" adim vermislerdir (49).



Tablo 2. Beta-laktam antibiyotiklere kars:t direng gelisim mekanizmalar

Temel direng
mekanizmasi Ozel mekanizma Ornek bakteri
Penisilin baglayan PBP'lerin beta-laktamlara baglanma

proteinlerde degigim

afinitesini azaltan degisiklikler

Hiicrede bulunan PBP'lerde degisim
Yakin tiirlerden transformasyon ile
gen aktarimi ve homolog
rekombinasyon ile mozaik gen

olusumu

PBP genlerinde nokta mutasyonlar

Yeni PBP yapimi

Penisiline direngli
S.pneumoniae

Beta-laktamaz negatif ampisiline
direngli H. influenzae

Metisiline direngli S. aureus
(MRSA)

Beta-laktam
antibiyotigi
pargalayan enzim
(beta-laktamaz)
tiretimi

Beta-laktamaz liretiminin arttirilmasi

Daha etkin bir promoter kazanmmi
(mutasyon veya genetik aktarim)

Beta-laktamaz kontrol
mekanizmalarinin bozulmasi

Varolan beta-laktamazlarda etki
spektrumu degistirecek mutasyonlarin
olugmasi

TEM-1, TEM-2, SHV-1 beta-
laktamaz genlerinde nokta
mutasyonlari ile geniglemis

spektrumlu beta-laktamaz sentezi

Genetik aktarim ile yeni beta-laktamaz
genlerinin kazanilmasi

Enterobacteriaceae tiyeleri

Indiiklenebilir beta-laktamazi olan
tiirlerdeki (E. cloacae, P. aeruginosa
vb.) AmpD geni defektli dereprese
mutantlar

Bagta K. pneumoniae
olmak iizere tiim Enterobacteriaceae

E. faecalis’in stafilokokal beta-
laktamaz geni

[lacin hiicredeki llacin giriginin azalmasi (porin protein | E. coli OmpF ve OmpC mutasyonlari
etkin degisimi veya kayb1)

konsantrasyonunun )

azaltilmast Ilac1 digars atan aktif pompa sistemleri

P. geruginosa'nin ii¢ elemanh pompa
sistemleri

Kaynak “3” ten aynen alinmustir

Yine 1940'larda Kirby uygun disk duyarhibk testlerini gelistirdikten sonra 1944 yilinda

stafilokoklarn penisiline duyarh ve direngli suslarim kargillastirdiginda penisiline duyarh
olanlarda bu enzimin bulundugunu saptamistir. Cahgmalar 1960'h yillara kadar stafilokoklarin
penisilinazlar {izerinde yogunlagmug, bu ilacin yaygin kullammi sonucu Once hastanelerde,
daha sonra da toplumda stafilokoklarda penisilin direnci bilyiik bir arti gostermistir (5,49).
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1960lardan sonra semisentetik penisilinler, metisilin ve ampisilin, 1. kusak
sefalosporinlerden de sefaloridin ve sefalotinin gelistirilmesiyle gram negatif basillerde
bulunan beta-laktamazlar 6nemli bir direng mekanizmasi durumuna gelmigtir. Bunun nedeni
tamamen antibiyotik kullanim ile iligkilidir. Metisilin ve ampisilinin kullanima girmesiyle
penisiline direngli stafilokoklarn yayilim: azalmig, gram olumsuz bakterilerin oram artmgtir.
Gram olumsuz bakterilerde ¢ok daha fazla gesitte beta-laktamaz bulundugundan ve plazmid
kontrolunda sentezlenebildiginden ¢ok kisa siirede dirénc;te artis gﬁzlenmistir. Buna bagh
olarak ila¢ endiistrisince tamamen yeni grup beta-laktam ilaglar geligtirilmis, ancak bilindigi
gibi bunlara kars1 da yeni beta-laktamazlar ortaya ¢ikmustir (5,49).

Penisilinin klinik tedaviye girmesini izleyen 20-25 yil boyunca beta-laktamazlarin say:
ve ¢esitleri oldukga kisith kalmistir. Bu dénemde Gram olumsui bakterilerin ¢ogunun TEM-
1, K preumoniae suslarmm SHV-1 ve S. qgureus suslarmin bir penisilinaz Urettigi
goriilmektedir. Ancak, 1978-1980 yillarinda, klinik tedaviye toprak bakterilerince liretilen
yeni beta-laktam ajanlarm (sefamisinler, karbapenemler, sulfonlar, monobaktamlar)
girmesiyle beta-laktamaz tiplerinin de hizla arttig: izlenmektedir (3).

Beta-laktamazlarla hidrolize olmaya direncli olmalan nedeniyle 1980°li yillarda 3.
kusak sefalosporinler yaygm kullanim alam bulmugtur. 1983 yilinda Almanya'da K
preumoniae suglarinda, 3. kusak sefalosporinleri de pargalayan plazmid kaynakli bir beta-
.. laktamaz bulunmustur (50). Bu yeni beta-laktamaz Klebsiella tiirlerinde sik olarak bulunan
SHV-1 beta-laktamazindan mutasyonla olusan SHV-2 enzimidir. Bunun ardindan Fransa'da
seftazidime direngli K. preumoniae suslarinda; seftazidimi hidrolize eden TEM-2 enziminden

yalniz iki aminoasit farki bulunan plazmid kaynakh beta-laktamaz belirlenmigtir (51).

Beta-laktam ajanlarn yaygm kullanimi, beta-laktamazlarm evrimsel degisikliklere
ugramasmna, sayl ve etki spektrumlarinn inamlmaz bir ivme ile artmasna neden olmustur.
1995°den 2000 yilina kadar bazi 6nemli beta-laktamaz gruplarinda enzim sayis1 hemen hemen
iki katina ¢ikmmigtir. (4).
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4.2.1. Beta-Laktamazlari Siniflandirilmasi

Cok sayida beta-laktamaz cogunlukla Gram olumsuz bakterilerde olmak tizere, Gram-
olumlu ve anaerop bakteriler tarafindan sentezlenir. Beta-laktamazlar igin farkli zamanlarda
bir ¢ok smiflandirma semasi Onerilmisti. Bu smiflandirmalar iginde en ¢ok ikisi
kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi, beta-laktamazlarm substrat profilleri ve pB-laktamaz
inhibitorlerine duyarliiklarini temel ahr. Ambler tarafindan 1980 yiinda yapilmus olan ikinci

siniflandirma  ise enzimlerin niikleotid ve aminoasit dizilerine dayanan molekiiler
smiflandirmadir (5).

Dizileri bugline degin belirlenebilen beta-laktamazlar molekiiler siniflandirmada
A,B,C ve D olmak lizere dort molekiiler smifta toplanmaktadir. A, C ve D smuflan aktif
bolgelerinde "serin" igermekte, B sinifinda ise aktif bolgede "¢inko" bulunmaktadir.
Ambler simf A enzimleri cogunlukla plazmid kontrolunda olan penisilinazlardir. Siuf B
beta-laktamazlar, aktif bolgelerinde Zn*? bagimh bir tiyol grubu bulunan metalloenzimlerdir.
Bu enzimlerin g¢ogu karbapenemaz aktivitesi tagmmaktadwr. C smfi enzimler
sefalosporinazdir ve ¢ogunlukla kromozom kontrolundadir. Kromozomal AmpC geni
tarafindan kodlandiklar1 i¢in, AmpC tipi enzimler olarak da bilinirler ve Salmonella spp.
haricinde tiim Gram olumsuz basillerde bulunan beta-laktamazlardw. D simifi enzimler
oksasilinazlardir ve oksasilini hizla hidrolize ederler (5, 52).

Beta-laktamazlarin  yapisal Ozelliklerinin yanisira substrat profilleri, inhibitorlere
duyarlilik gibi iglevsel ozelliklerinin de degerlendirildifi en yeni ve en yaygin kullamlan
smiflandirma gsemas1 1995 yilinda yapilan Bush, Jacoby ve Mederios siniflandirmasidir (52).
Bu smiflandirma 1989 yilinda Bush'un yaptig: smiflandirmamin bir uyarlamasidir (53) ve
aynen Bush'un smiflandirmasinda oldugu gibi enzimler 4 ana grupta toplanmustir. Beta-
laktamazlarin simflandirimas: ve karsilastiniimasi Tablo’ 3 de g6sterilmistir (52,54).
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Tablo 3. Beta—laktamazlarm simiflandinimasi

Bush Molekiil{| Tercih edilen Inhibisyon
Jacoby simf substrat Ornek enzimler
Medeiros
Grup KA | EDTA
1 C Sefalosporinler - - Gram-olumsuz bakterilerin kromozomal ve plazmid
kokenli AmpC enzimleri (MIR-1, BIL-1, MOX-1, CMY~
1, LAT-1, FOX-1, ACT-1)
2a Penisilinler + - |Gram-pozitif bakterilerin penisilinazlar
2b Penisilinler, + - TEM-1, TEM-2 , SHV-1, SHV-11, SHV-19, SHV-25,
sefalosporinier TLE-2, ROB-1, OHIO-1, HMS-1
2be A |Penisilinler, + - TEM-3-29, TEM-42,43, TEM-47-50, ........ TEM-92
Genislemis SHV-2-9, SHV-12-18, SHV-20-24
spektrumlu PER-1,2. CTX-M-1-16. GES-1,2. VEB-1,2. TOHO-1,2.
sefalosporinler, Klebsiella oxytoca K1
Monobaktamlar
2br A |Penisilinler + - TEM-30-36, TEM 38-41, 44, 45, 51,59,........ 83
SHV-10
2c A |Penisilinler, + - PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-3-5, BRO-1-3, SAR-1
karbenisilin
2d D  |Penisilinler, + - OXA tipi enzimler (OXO-1-31)
kloksasilin Dar spektrum: OXA-1-10, 0XA-20,27,30,31
GSBL etkili: OXA-11-19, 0XO-28
Karbapenem hidrolizi yapanlar; OXA-23-27
2e A |Sefalosporinler + - P. vulgaris’in Indiiklenebilir sefalosporinaziar
2f A Penisilinler, + - E. cloacae’nin IMI-1 ve NMC-A enzimleri
sefalosporinler, S. marcescens’in Sme-1 ve 2 enzimleri
karbapenemler K. pneumoniae’nin KPC-1 enzimi
3 B |Tim beta- - + |S. maltophilianin L1 ve B. fragilis’in CcrA enzimi,
laktamlar S. marcescens, P. aeruginosa, A. Baumannii, S. flexneri,
(monobaktamlar K. pneumoniae tirlerinde IMP-1-8 ve P. aeruginosa’da
harig) VIM-1-3 enzimleri
4 ? Penisilinler - ? Pseudomonas cepacia’nin penisilinazlari

Kaynak °52° ve *54° den uyarlanmistir. KA: Klavulanik asit

4.2.2. Beta-Laktamazlarin Adlandirilmasi

Beta-laktamazlarin

adlandiriimasindaki

farkhh  yaklagimlar, bu enzimleri

goriindiklerinden daha karmagik bir hale getirmistir. Bazi enzimler tercih ettikleri
substratlara gére (CARB, FUR, IMP, OXA), bazilan1 biyokimyasal 6zelliklerine gore
(SHV, NBC), bazilar1 genlerine (Amp, CepA), bazilar1 izole edildikleri bakterilere (AER,

PSE), suslara (P99), hasta isimlerine (TEM,

ROB), hastaneye (MIR, RHH), eyaletlere

(OHIO), bazilar da bulan kisilere gére (HMS) ad almiglardir (55). Buna karsmn, bunlardan
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bazilan gecerliliklerini yitirmistir. Ornegin, SHV, siilfidril variabil'dan kisaltilmustir, buna
karsin artikk SHV-1 enziminin aktif bolgesinin siilfidril degil, serin hidroksil oldugu
anlagilmigtir. Benzer bigimde, ilk kez Pseudomonos'dan izole edilmis olan PSE enziminin
artik enterobakterilerde de bulunabildigi bilinmektedir (5). Son yillarda biiyiik bir hizla
artmakta olan TEM enziminden tiireyen enzimlere ise CAZ (seftazidimaz), CTX
(sefotaksimaz) veya IRT (inhibitdr rezistan TEM) gibi tammlayic1 adlar verilmis ve bu da
bir karmagaya yol agmistir. Bu konuda 6nerilen ise, TEM'den kdken alan tiim enzimlerin

TEM-26, TEM-43 gibi numara ile belirtilmesidir (55).

4.2.3. Gram Olumlu Bakterilerin Beta-Laktamazlari

Beta-laktamazlariyla Onemli diren¢ problemi yaratan en yaygin Gram olumlu
patojenler stafilokoklardir. Gliniimiizde plazmid transferi ve sug seleksiyonu y;)luyla
penisilinaz sentezleyen stafilokoklarin orami % 80-90 ylikselmistir. Stafilokok enzimleri
molekiiler simf A, Bush grup 2a da yer almaktadir (5). Stafilokoklar digindaki Gram
olumlu bakteriler icinde beta-laktamaz sentezleyen en Onemli bakterilerden biri
Enterococcus faecium' dur. Gram olumlu bakterilerden Bacillus tiirlerinde kromozomal
beta-laktamazlar bulunmaktadir. Gram olumlu anaerobik bakterilerden beta-laktamaz
sentezledigi bilinen Clostridium tirleri C. butyricum. C. clostridioforme ve C.

ramosum'dur. Bu tiirlerin sentezledigi enzimler ¢ogunlukla kromozomal penisilinazlardir
" (40).

42.4. Gram olumsuz Bakterilerin Giincel Onem Tasiyan Beta-

Laktamazlar

4.2.4.1. Kromozomal Beta-Laktamailar

Kromozomal beta-laktamazlar Gram olumsuz basillerin hemen hepsinde yaygin
olarak olarak bulunmaktadir, ancak bunlarin miktari, sentez yolu ve direngteki rolleri
farkhdir. Enterobakterilerin biliylk ¢ogunlugu kromozomal enzimlere sahiptir. Bu

enzimlerden bazilar1 (K .pneumoniae’mn SHV-1’i, K. oxytoca’nm K1’i) Ambler suuf
A'de yer alir (5).
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Enterobakterilerin kromozomal enzimlerinin bilylik ¢ogunlugu siuf C’dedir. AmpC
olarak da tanimlanan bu enzimler Bush siiflandirmasmna gére Grup 1' de yer almaktadir.
Enzim ekspresyonu "indiiklenebilir", "‘yﬁksek diizeyde yapisal" veya "diisiik diizeyde
yapisal" olabilir. Ornegin E. coli ve Shigella'daki enzim sentezi yapisaldir ve miktar, dar
spektrumlu sefalosporinlere diren¢ olusturmayacak kadar diigitk diizeydedir. Buna karsin,
E. coli izolatlarmin %?2' sinde AmpC enzimlerinin agir1 sentezi sonucu yliksek diizeyde
direng olusabilmektedir (5).

P. aeruginosa, Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella
morganii, Providencia stuartii ve P. rettgeri' de bulunan Grup 1 beta-laktamazlar da E.
coli' dekine benzemektedir, ancak bu enzimler bu bakterilerde indiiklenebilen tiirdedir
(5,56,57). Antibiyotik yokken c¢ok diisiik diizeyde olan enzim sentezi beta-laktam
antibiyotigi varhginda yiikselmektedir. AmpC’nin indiiklenmesi igin bakteride AmpC,
AmpD, AmpG ve AmpR olmak tizere 4 gen bulunmalidir. E. coli’de AmpC normalde
diisiik diizeyde iiretilmektedir, ancak AmpR geni bulunmadig: igin enzim indiiklenemez
(56,57). Indiiksiyon etkisiyle yiiksek miktarlarda sentezlenen enzim, indiikleyicinin etkisi
kalkinca tekrar bazal diizeyde sentezlenmeye baglanir. Indiiklenebilir beta-laktamaza sahip
bakterilerde mutasyon sonucu indiiksiyona gerek olmaksizin devamlt yiiksek diizeyde
enzim sentezi (derepresyon) ortaya g¢ikabilmekte ve son yillarda klinik izolatlarda sik
olarak gozlenmektedir. Bu mutantlar, 3. kusak sefalosporinler, sefuroksim, piperasilin ve
aztreonam gibi zayif indiiksiyon yapip bu beta-laktamazlara duyarli olan beta-laktam
. antibiyotikler ile tedavi sirasinda ortaya gikabilir. Bunun nedeni sdz konusu antibiyotikler
indiiksiyon yapmadigindan diigiik diizeyde enzim sentezleyen bakterileri 6ldiirmekte, buna
karsin dereprese mutantlarin seleksiyonuna yol agmalaridir. AmpD geni defektli dereprese
mutantlarin indiiklenebilir beta-laktamaz sentezleyen bakteri toplumiarmda 107%-107
siklikta ortaya ¢ikabildigi bildirilmektedir. Bu olay, enfeksiyonun yeri, ilacin ulagabildigi
diizey ve kullamlan -beta-laktam antibiyotigi ile iligkilidir. Pnémoni ve bakteriyemi gibi
enfeksiyonlarda seleksiyon olasihmmn yiiksek olmasma karsin, {iriner sistem
enfeksiyonlarinda, ulagilan ilag diizeyinin dereprese mikroorganizmalar Igin MIK
degerlerinin tizerinde olmasi nedeniyle diisiik oldugu belirtilmektedir (5,56,57).

AmpC enzimlerine 4. kusak sefalosporinler goreceli olarak dayamkhdir.
Karbapenemler iizerine etkileri son derece az olmasma kargm, bu enzimlerin agin {iretimi dis
membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile birlestiginde karbapenem direncine

yol agabilmektedir. Bu enzimler, aktif bolgelerinin yapisal 6zellikleri nedeniyle klavulanik
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asit ve sulfonlarin beta-laktam halkalanina baglanmazlar. Bu nedenle de bu beta-laktamaz
inhibitérlerine direnglidirler (3,58).

Dereprese suglar in vitro testlerde direngli bulundugundan klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin bildirimi agisindan bir sorun yaratmamaktadir. Esas sorun indiiklenebilen
AmpC sentezleyen mikroorganizmalardadir. Bu tip suslar bir hastadan izole edildiginde
ugtinci  kugak sefalosporinlere duyarhi bulunabilir buna kargin bu ilaglar klinikte
kullanildiginda dereprese mutantlar seleksiyona ugrar ve tedavi basarisiz. olur. Bu riskin
Enterobacter bakteriyemilerinde %20 lere ¢iktig1 belirlenmistir. Gegmiste, Enterobacter spp.,
C. freundii, Serratia spp, Providencia spp. ve M. morganii gibi tiirlerin iigiincii kusak
sefalosporinlere in vitro testlerde duyarh goériinseler bile direngli olarak bildirilmeleri onerilse
de (59) giniimiizde bu kabul edilmeyen bir yaklagimdir. Laboratuvardan IBL varhig
bildiriimese bile yukanda. sayilan tarlerin bu Ozellikte oldugu bilinmelidir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakterilerin tur diizeyinde tammlanmasi bu nedenle biiyiik
onem tagimaktadir. Bu tiirlerle gelisen infeksiyonlarda 2 ve 3. kusak sefalosporinlerin ve
aztreonamin tek bagina kullamlmasindan kaginilmas: ve uzun siireli tedavi sdz konusu ise bu

turlerin antibiyotik duyarhlik testlerinin 3-4 giinde bir tekrarlanmasi énerilmektedir (3).

4.2.4.2. Plazmid Aracihg ile Sentezlenen Beta-Laktamazlar

Plazmidler bakteri hiicre kromozomundan bagimsiz, sitoplazmada yer alan gembersel
DNA pargalandir. Tapidiklan genetik sifre bakterinin yasamas: i¢in mutlak gerekli degildir,
-.bakteriye antibiyotik direnci gibi gevre kosullanna dayanma yetenegi saglarlar (60). Bir
plazmid izerinde birden fazla antibiyotik direng geni bulunabilir. Omegin bir bakteri,
plazmidleri Gzerinde farkhi beta-laktamazlan kodlayan genlerle birlikte aminoglikozidleri
par¢alayan enzimi kodlayan genetik sifreyi birlikte tasiyabilir. Bakteriler plazmidleri
aracihiyla antibiyotik direng genlerini birbirlerine aktarabilirler. Boylece plazmidin aracilik
ettigi bir direng kolayca bakteriler arasinda yayilabilmektedir (61).

Plazmid aracilif) ile sentezlenen ¢ok sayida beta-laktamaz mevcuttur. Plazmid- kaynakli
beta-laktamazlari 1. Dar spektrumlu enzimler, 2. Oksasilinazlar, 3. Karbenisilinazlar, 4.
GSBL’ler, 5. TEM, SHV veya OXA disinda diger simf A oksimino-beta-laktamazlar, 6.
Sefalosporinazlar ve 7. Karbapenemazlar bigiminde yedi grupta toplanmaktadir (Tablo 4)
(60).

Plazmidlerce kodlanan beta-laktamazlardan en 6nemli olanlann gram negatif bakterilerde
bulunan TEM ve SHV enzimleri ve bunlarin genislemis spektrumlu tiirevleridir. Bunlarin
timit Ambler molekuler simuf A’da yer alir.
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Tablo 4. Baz plazmid kékenli beta-laktamazlann 6zellikleri

Beta-laktamazlar Sikhig -Konak bakteri Spesifik dzellikler
* DAR SPEKTRUMLULAR
TEM-1 Cok sik Enterobacteriaceae En yaygin plazmid kaynakh
P. aeruginosa beta-laktamaz, hemen
H. influenzae hemen biitiin bakterilerde
N. gonorrhoeae bulunur.
Vibrio cholerae
TEM-2 Sik Enterobacteriaceae TEM-1 'den bir aminoasit
‘ degisikligi vardir.
SHV-1 Sik Enterobacteriaceae Siklikla K. pneumoniae'da
kromozomal
genlerle kodlanir.
¢ OKSASILINAZLAR
OXA-1 Sik Enterobacteriaceae E.coli'de 2. siklikla bulunur.
P. aeruginosa
OXA-2 Sik Enterobacteriaceae Salmonella’da 2. siklikla
P. aeruginosa bulunur.
0XA-3....10 Enterobacteriaceae OXA-1 'e giire daha genis
bir aktiviteye sahiptirler.
*KARBENISILINAZLAR
CARB-1 Nadir Enterobacteriaceae
P. aeruginosa
CARB-2 (PSE-1) Sik P. aeruginosa P aeruginosa'da en sik
Enterobacteriaceae bulunur.
CARB-3...6 Nadir P. aeruginosa
* GSBL
TEM tiirevi: Nozokomiyal K. pneumoniae, TEM-1 ve TEM-2'den 1 ile
TEM-3..29 salginlarda daha az siklikta diger 5 aminoasit
TEM-42,43,47,48,49  siktir. Enterobacteriaceae degisikligi sonucu
50, 52, 60, 61 olugurlar.
SHV Tirevi: Nozokomiyal K. pneumoniae, SHV-1'den 1ile 3
SHV-2-9 salginlarda daha az siklikta diger aminoasit degisikligi
siktir. Enterobacteriaceae sonucu olusur.
OXA Tiirevi: Tiirkiye nozokomiyal P. aeruginosa
OXA-11, izolatlar
OXA-14-OXA-16
CTX-M-1 (MEN-1) Fransa ve Almanya klinik  E. coli
izolatlari
PER-1 Tirkiye’nin farkh P. aeruginosa
hastanelerinden klinik K. pneumoniae
izolatlar Acinetobacter
* SEFALOSPORINAZLAR
CEP-1 Nadir P. mirabilis
CEP-2 Nadir Achromobacter
CMY-2...5 Nadir K. pneumoniae Citrobacter’in kromozomal
beta-laktamazina benzer.
LAT-1 Yunanistan nozokomiyal K. pneumoniae Citrobacter’in kromozomal
izolatlar beta-laktamazina benzer
* KARBAPENEMAZLAR
IMP-1 Nadir P. aeruginosa Imipenemi pargalayan
metalloenzimlerdir.
Kaynak ‘60’ dan uyarlanarak giincellestirilmigtir.
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4.2.4.2.a. TEM ve SHYV beta-laktamazlar

TEM-1, TEM-2 ve SHV-1, Gram olumsuz bakterilerdeki en 6nemli enzimler olup
Bush grup 2b'de yer almaktadir (14,52,62). Bunlardan ilk kez TEM-1 ampisiline difengli
bir E. coli’den izole edilmis ve enterik bakterilerin %20-60'ma yayilmug durumdadir (62).
Enterobacteriaceae tiyelerinin yamswra Haemophilus, Vibrio ve Neisseria tiirlerinde de
bulunmaktadir. P. aeruginosa 'larda ise az gorilliir. SHV-1 ve TEM-2 beta-laktamazlarin
kodlayan plazmidler ise TEM-1 'e oranla gok daha az bulunmaktadirlar. SHV- 1 esas
olarak K. pneumoniae suslarinda saptanmaktadir (52,62). Beta-laktamazlar arasinda TEM ve
SHV grubu enzimler, mikrobiyoloji laboratuvarmda sik soyutlanan tiirlerde yaygin olmalan
ve plazmidler araciifiyla taginmalari nedeniyle klinkk Onem agisindan 6n planda
gelmektedirler. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri benzer beta-laktamlara karsi etki
gosterirler. Penisilinler ve 1. kusak sefalosporinleri etkin olarak hidrolize ettikleri halde, 3.
kusak sefalosporinlere etkisizdirler. Beta-laktam inhibit6rlerine duyarhdirlar. (1,62).

TEM ve SHV tipi enzim tasiyan bazi bakterilerde, bu enzimlerin asin {iretimi s6z
konusu olabilir. Enzim miktari, gesitli beta-laktam antibiyotiklere direng derecesinde &nemli
bir belirleyicidir. Fazla miktarda salgilanan enzim bu durumda sadece penisilin tiirevlerine
degil, daha o6nceden bakterinin duyarh oldugu beta-laktam/beta-laktamaz inhibit6r
kombinasyonlar1 (ampisilin-sulbaktam, amoksisilin-klavulanat) ve 1 ve 2. kusak

sefalosporinlere karsi da direng gelismesine neden olur. Karbapenem tiirevieri bu tiirden
direng tagtyan bakterilere kars: etkilidirler (20,62).

4.2.4.2.b. Genisletilmis Spektrumlu Beta-Laktamazlar

GSBL’ler tiim diinyada ¢ok sayida izole edilen beta-laktamazlarm majér grubunu temsil
eder ve plazmid kaynakli beta-laktamazlarin siirekli biiyliyen bir koludur. Cogunlukla da
Enterobacteriaceae iiyeleri tarafindan eksprese edilirler (11,12). Bu enzimlerin &zellikle
oksimino-beta-laktamlara karsi etki spektrumlarmin genis olmasi nedeniyle genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar olarak adlandirilmiglardr. Giintimiizde 150°den fazla GSBL
tanmmlanmustir (10). GSBL’lerin ¢ogunlugu aktif bdlgelerinde serin tagir ve Ambler molekiiler
siif A’da yer alir. Bush smiflandirmasmna gére GSBL’ler, oksiminosefalosporinleri hidroliz
eden ve klavulanik asit ile inhibe olan beta-laktamazlar olarak fonksiyonel grup 2be’de yer
alirlar (52). GSBL’ler sefamisinlere etkili degildir. GSBL sentezleyen ¢ogu sus, sefoksitin ve
sefotetana hassastir (10). Ancak GSBL olusturan suglar, di membran porin protein kaybi
nedeniyle sefamisinlere de direngli olabilir (63).
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Genislemis spektrumlu sefalosporinlere direng, 1980°1i yillarin ortasinda klinik &nemi
olan Gram olumsuz bakterilerde ortaya ¢tkmugtir. Bu direncin nedeni, genislemis spektrumlu
beta-laktamazlardir. Dar spektrumlu SHV-1 veya TEM-1 beta-laktamazlarindan tiirev alan bu
mutantlar Klinik agidan onemli problemler yaratmustir. Bu mutantlari kodlayan genlerin
hareketli genetik elemanlar lzerinde yer almasi nozokomiyal patojenler arasinda yayilimini
kolaylagtirrmstir (13,14). GSBL genlerinin plazmidlerde yer almasi, beta-laktamlar yaninda
diger ajanlan da kapsayan ¢oklu direnci agiklamaktadir. Ciinkii aminoglikozid, kloramfenikol,

tetrasiklin ve siilfonamid gibi ajanlann direng genleri de plazmidlerce tasmabilmektedir
(11,47).

4.2.4.2.b.1. GSBL Tipleri

Ik GSBL, 1983 yilinda Almanya’da Klebsiella tiirlerinde ortaya ¢ikmuis ve SHV-1’e
benzerligi nedeniyle SHV-2 olarak literatiire gegmistir (50). GSBL’lerin ¢ogunlugu TEM ve
SHV kokenlidir. Giiniimiizde 90'm iizerinde TEM ve 25'in tizerinde SHV tipi GSBL vardir
(10). Bu iki tip enzim, genlerinde birkag nokta mutasyonu sonucu geniglemis spektrum
fenotipi kazanmuglardir. TEM ve SHV tipi GSBL'ler en sik E. coli ve K. pneumoniae
kokenlerinde bulunmaktadir. Proteus spp., Providencia spp. ve diger Enterobacteriaceae

tiyeleri de bu enzimleri bulundurabilir (12,47,50,51).

4.2.4.2.b.1.1. TEM Tipi GSBL ’ler

TEM-1, Gram olumsuz bakterilerde en yaygin bulunan beta-laktamazdir. E. coli'de
ampisilin direncinin %90’mndan sorumlu iken (5), artan oranlarda H. influenzae ve N.
gonorrhoeae'de goriinen ampisilin ve penisilin direncinden sorumludur. TEM-1'in yapisinda
bir aminoasit degisikligine neden olan mutasyon sonucu TEM-2, bu enzimin yapisinda 2
aminoasit degisikligi ile de TEM-3 ortaya ¢ikar. TEM-1 ve TEM-2 etki spektrumu agisimdan
benzer (penisilin ve tiurevlerine kary1 aktif) birer penisilinaz iken, TEM-3 3. kusak
sefalosporinleri de pargalayabilmektedir. Ilk olarak 1989 yilinda bildirilen TEM-3, GSBL
fenotipi gosteren ilk TEM tipi beta-laktamazdir. TEM enziminde olusan aminoasit
degisikliklerinin kombinasyonlan, izoelektrik noktalari 5.2-6.5 arasinda degisen, seftazidim
ve sefotaksim gibi spesifik oksiimino-sefalosporinleri hidroliz etme yeteneginde farkli GSBL
fenotiplerini ortaya ¢ikarmustir. TEM tipi enzimlerin 6zellikleri Tablo 5, GSBL tiirevlerinin
amino asit degisiklikleri Tablo 6’da gosterilmistir(10).
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TEM tipi beta-laktamazlar en sik E. coli ve K pneumoniae’da bulunmakla birlikte, diger
Gram olumsuz bakterilerde de artan sikhikta goriilmektedir. TEM tipi beta-laktamazlar E.

aerogenes, M. morganii, P. mirabilis, P. rettgeri ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae

tirlerinde rapor edilmigtir (64-71). TEM-24 ve TEM-42 P. aeruginosa kokenlerinde

saptanmustir (72,73 ).

Tablo S. TEM tipi beta-laktamazlann ézellikleri

izoelektrik Enzimler e Enzim Tipii o
nokta (pl) enis GsplL, | Inhibitor
spektrum direngli
TEM-12, TEM-55, TEM-57, TEM-58 X
5.2 TEM-30, TEM-31, TEM-35, TEM-36, TEM-37, TEM-38, X
TEM-41, TEM-45, TEM-51, TEM-73, TEM-74
53 TEM-25 X
TEM-1 X
5.4 TEM-7, TEM-19, TEM-20, TEM-65 X
TEM-32, TEM-33, TEM-34, TEM-39, TEM-40, TEM-44 X
5.42 TEM-29 X
5.55 TEM-5, TEM-17 X
5.59 TEM-9 X
TEM-2 X
iy TEM-10, TEM-11, TEM-13, TEM-26, TEM-63 X
TEM-50 X X
TEM-59 X
5.7 TEM-68 X X
5.8 TEM-42 X '
59 TEM-4, TEM-6, TEM-8, TEM-27, TEM-72 X
60 TEM-15, TEM-47, TEM-48, TEM-49, TEM-52, TEM-66, X
TEM-92
6.1 TEM-28, TEM-43 ‘ X
6.3 TEM-3, TEM-16, TEM-21, TEM-22 X
6.4 TEM-56, TEM-60 X
6.5 TEM-24, TEM-46, TEM-61 X
TEM-14, TEM-53, TEM-54 X
Bilinmiyor [TEM-76, TEM-77, TEM-78, TEM-79, TEM-81, TEM-82, X
TEM-83, TEM-84
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Tablo 6. TEM GSBL tiirevlerinde amino asit degisiklikleri

TEM-1 TEM GSBL tiirevleri
Leu21  Phe TEM-4, 9,25 48,49, 53,63
GIn39 Lys TEM-3,7,8, 11,13, 16, 18,21, 22, 42, 46, 56, 60, 61, 66, 72
Ala42  val TEM-42
Leu 51 Pro TEM-60
Gly92  Asp TEM-57, TEM-66
Glu104 Lys TEM-3,4,6,8,9, 14,15, 16,17, 18, 21, 22, 24, 26, 43, 46, 50%, 52_ 56. 60. 63. 66
His153  Arg TEM-21, TEM-56
Argl164 Ser TEM-5,7,8.9,10, 12,22, 25,26, 46, 53, 60, 63
His TEM-6, 11, 16,27, 28, 29, 43, 61
Met 182 Thr TEM-20, 43. 52, 63. 72
Gly218 Glu TEM-55
Ala237 Gly TEM-22
Thr TEM-5, TEM-24
Gly238 Ser TEM-3, 4,8, 14, 15, 18,19, 20, 21, 22, 25, 42, 47, 48, 49, 52, 66, 68*. 72
Glu240 Lys TEM-5, 10, 24, 27, 28, 42, 46, 47, 48, 49, 61, 68*, 72
Ser TEM-50
Arg244 Leu TEM-54
Ser TEM-38
Thr265 Met TEM=, 9, 13,25, 27, 42, 47, 48, 68*
Ser268  Gly TEM-49

*, TEM-50 ve TEM-68 her GSBL hem de IRT (inhibitor rezistan TEM) dzelligi tagtyan fenotiplerdir.

4.2.4.2.b.1.2. SHV Tipi GSBL’ler

SHV-1 beta-laktamaz en sik K. pneumoniae'da bulunarak, bu tiirlerde plazmid araciii
ampisilin direncinin %20'ye yakinindan sorumludur. TEM tipi beta-laktamazlara benzemeyen
SHV-lin az sayida tiirevi bulunmaktadir. SHV varyantlan yapisal genler iginde birkag
pozisyon degisikligi ile olusur. GSBL fenotipi bulunan SHV tiirevlerinde, SHV-1e gore 238.
pozisyonda glisin—serin, 240. pozisyonda glutamin—lizin degisimi vardir. Bu degisiklikler
TEM tip GSBL’lere bezerlik gostermektedir. Sonugta 238. pozisyondaki serin rezidiisii
seftazidime, 240. pozisyondaki lizin rezidisi ise sefotaksime kars: hidroliz etkinligi agisindan
6nemlidir (10).

SHYV tiirevlerinin biyiikk gogunlugu GSBL 6zelligindedir. SHV-10 ise inhibitor direngli
fenotip olarak rapor edilmistir (74).
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SHV tipi GSBL'nin cogu K. pneumoniae kokenlerinde bulunmugtur. Ancak bu enzimler
E. coli ve diger baz1 enterik bakterilerde ve P. aeruginosa'da da saptanmustir (14,21,75-77).
SHV tipi GSBL’lerin 6zellikleri Tablo 7, amino asit degisiklikleri Tablo 8’de gdsterilmistir
(10).

Tablo 7. SHYV tipi beta-laktamazlann dzellikleri

Lzoelektrik Enzimler Genis oo Tipl Inhibitor
nokta (pl) spektrum GSBL direngli
10 OHIO-1, LEN-1 X
SHV-3, SHV-14 , X
7.5 SHV-24 X
SHV-1, SHV-11, X
7.6 SHV-2, SHV-2a, SHV-6, SHV-8, SHV-13, X
SHV-19, SHV-20, SHV-21, SHV-22
7.8 SHV-4, SHV-7 , SHV-18
82 SHV-5, SHV-9, SHV-12 X
SHV-10 X

Tablo 8. SHY GSBL tiirevlerinde amino asit degisiklikleri

SHV-1 SHV GSBL tiirevleri

. lle8 Phe SHV-7, SHV-14, SHV- 8

Len 35 Gln SHV-2a, SHV-12, SHV-13, SHV-25
Arg 43 Ser SHV-7, SHV-14

Leu 51 Pro SHV-60

Leu122 Phe SHV-21

Met 129 Val SHV-25

Ser130 Gly SHV-10

Asn158 Lys SHV-22~

Leul173 Phe SHV-19, SHV-20

Asp179 Ala SHV-6

Asn SHV-8

Gly SHV-24
Ala 187 Thr SHV-26
Arg205 Leu SHV-3,SHV-4
Gly 238 Ala SHV-13, SHV-18

Ser SHV-2, SHV-2a, SHV-3, SHV-4, SHV- 5, SHV-7, SHV-10, SHV-12, SHV-20, SHV-21, SHV-22
Glu240 = Lys SHV-4, SHV-5, SHV-7, SHV-10, SHV-12, SHV-18, SHV-20
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4.2.4.2.b.1.3. Inhibitor Direncli Beta-Laktamazlar

Inhibitér direngli beta-laktamazlar GSBL olmamasina ragmen, klasik TEM veya SHV
tipi enzimlerin ttrevleri oldugu igin ¢ogu zaman bu grupta tartigimaktadir. 1990'h yillarin
baglarinda klavulanik aside direngli beta-laktamazlar ortaya ¢ikmustir. Bu enzimler TEM-1
veya TEM-2 tiirevidir, 1nhibit¢')rlere direngli enzimlerin ¢ogu TEM tiirevi oldugu i¢in-
Inhibitorlere rezistan TEM (IRT) olarak adlandirthrlar. En az 19 farkh IRT beta-laktamazi
vardir. (10).

Molekiiler yapilarina ve islevsel ozelliklerine gore Bush, Jacoby ve Mederios tarafindan
yapilan son simiflandirmada Grup 2br'de yer almaktadirlar. Gerek TEM-1 ve TEM-2 gerekse
bunlarin geniglemis spektrumlu tiirevleri klavulanik asite duyarlidir. Ancak ana enzimdeki 69,
244 ve 276. pozisyonlardaki degisiklikler bu enzimlerden inhibitorlere direngli mutantlarin
gelismesine yol agmistir (78). IRT beta-laktamazlan esas olarak E. coli'nin klinik izolatlan

yamsira K. prneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis, C. ﬁeuhdii ve E. cloacae izolatlarinda da
bulunur (79-81).

Inhibitér direngli varyantlar klavulanik asit ve sulbaktam ile inhibisyona direngli
olmasina ve amoksisilin-klavulanat, tikarsilin-klavulanat ve sulbaktam-ampisilin = gibi
inhibitoér kombinasyonlarina klinik olarak direng gdstermesine kargin, tazobaktam ve boylece
.. piperasilin-tazobaktam inhibisyonuna duyarli kalir. Giinimiize kadar bu enzimler oncii olarak
Fransa ve birkag Avrupa tlkesinden rapor edilmistir (82). Fransa’da E. coli izolatlan ile

yapilan yeni bir gahgmada IRT beta-laktamaz varligi %41 olarak bulunmustur (83).

TEM enziminin yapisal genindeki birkag nokta mutasyonuna bagli amino asit
degisikligi inhibitor direngli fenotipin olusmasim saglar (82,84). Sirot ve ark. (85) bir E. coli
klinik izolatinda GSBL 6zelligi olan IRT enzimi saptamglardir. TEM varyantlarma ek olarak
SHV-1’in inhibitor direngli tiirevi (SHV-10) de bilinmektedir (74).

Beta-laktamaz inhibitorlerine direng gesitli mekanizmalarla geligsebilmektedir. Bu direng
sekli, OXA-1, kromozomal/plazmid kokenli AmpC tipi beta-laktamazlar gibi inhibitorlere
kismen veya tiimiyle dayamkli enzimlerin iiretimine ya da OmpF/OmpC mutasyonlanina
bagh olabilir. Bunlanin yamsira, TEM-1 enzim aktivitesinin yiiksek olmasi ve fazla miktarda

tretimi de klavulanik asit direncine neden olabilmektedir. Bu nedenlerle inhibitorlere direngli
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enzimler, amoksisilin’klavulanat kombinasyonlarma ortada veya direngli goziiken
Enterobacteriaceae izolatlarinda beta-laktamazlan kodlayan blatgm.iap ve blatemz genlerinin

polimeraz zincir tabanh yontemlerle cogaltimasi ve dizgi analizlerinin yapilmasi ile
tantmlanabilmektedir (78).

4.2.4.2.b.1.4. CTX-M Tipi GSBL ler

Son yillarda ozellikle sefotaksimi hidrolizleyen CTX-M olarak adlandinlan plazmid
aracili yeni bir GSBL ailesi tamimlanmugtir. Filogenetik ¢aligmalar CTX-M-1 (MEN-1), CTX-
M-3’den olusan CTX-M-1 tip, CTX-M-2-7"den olugsan CTX-M-2 tip, TOH6-1,2 ve CTX-M-
8 gibi bu ailenin dort Gyesi oldugunu gostermektedir. CTX-M tipi beta-laktamazlarin sefalotin
veya sefaloridini- benzilpenisilinden ve sefotaksimi de seftazidimden daha fazla hidrolize
edebildigi gosterilmigtir. Bu enzim, sefotaksimi hizh hidrolizlemesine ek olarak sulbaktam ve
klavulanattan daha ¢ok beta-laktamaz inhibitorii tazobaktam ile daha iyi inhibe edilir (10,47).
Bu enzimler TEM ve SHV enzimleri ile yaklasik %40 benzerlik gosterir. CTX-M grubunun
ozellikle bazi Enterobacteriaceae iyelerinin kromozomal Sif A enzimlerine %73-77

homoloji gosterdigi bildirilmistir (68.86).

CTX-M grubu enzimlerin sayisi hizla artmaktadir. Bu enzimler, diinyamn bir ¢ok
yerinden (Dogu avrupa, Giiney Amerika Japonya, Cin) rapor edilmis ve Enterobacteriaceae
izolatlarinda saptanmiglardir ( 86, 87-90). Ulkemizde de E. coli suslarinda CTX-M-3 (90A) ve
“bir Shigella sonnei sugunda CTX-M tipi (90B) GSBL varhig bildirilmistir.

4.2.4.2.b.1.5. OXA Tipi GSBLler

OXA tipi enzimler GSBL’lerin gittikge ¢ogalan diger bir koludur. Fonksiyonel grup 2d
ve molekiiler siuf D’de yer almalartyla TEM ve SHV enzimlerinden aynlirlar. Ampisilin ve -
sefalotine direnglidirler. Oksasiline karsi yiksek hidrolitik etkileri vardir. Klavulanik asitten
az etkilenirler (52).

OXA-1 den OXA-10'a kadar olan OXA enzimleri dar spektrumlu enzimlerdir. Son
yillarda bu enzimlerin de genislemis spektrumlu mutantlannin ¢iktift saptanmstir.
Bunlardan ilki OXA-11 enzimidir ve Hacettepe universitesi hastanesinde yatan bir
hastadan izole edilen bir Pseudomonas izolatinda bulunmustur (40). Daha sonra diinyada
ilk kez OXA-14, OXA-15, OXA-16 ve OXA-17 beta-laktamazlar Hacettepe'de izole

edilen farkhh P. aeruginosa kokenlerinde tanimlanmigtir. OXA-15 enziminin OXA-2'den,
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digerlerinin ise OXA-10'dan tiiredigi saptanmigtir. OXA-11, 14, 15 ve 16 seftazidim
direncine yol agarken OXA-17 sefotaksime direng olugturmaktadir. Bu enzimlerin 6nemi,
klavulanik asit ve sulbaktama direngli olmalar1 ve hastane enfeksiyonlarindan soyutlanan

kokenlerde saptanmalanidir (40). OXA tipi GSBL’ler esas olarak P. aeruginosa’da
bulunmaktadir (76,91-94).

4.2.4.2.b.1.6. Diger GSBL’ler

Bilinen GSBL aileleriyle iliskisi olmayan PER-1 enzimi ilk olarak Fransa’da bir Tiirk
hastadan soyutlanan P. geruginosa’da saptanmstir (95). Daha sonra {ilkemizde Vahaboglu ve
ark. (96-98) tarafindan S. typhimurium, A. baumannii ve P. aeruginosa kSkenlerinde
gosterilmigtir. Bu ¢alismalardan birinde seftazidim direngli 4. baumannii suslarmn %60’ mnda
PER-1 enzimine rastlamlmigtir (98). PER-1’e %86 homoloji g6steren PER-2, S
typhimurium’da Arjantin’den bildirilmigtir (99). Bunlardan bagka; VEB-1 ilk olarak
Vietnam’da E. coli’de (100), yine E. coli"de TLA-1 Meksika’da (101) bulunmustur. Diger
enzimler CME-1, SFO-1 ve GES-1 dir (10).

PER-1, VEB-1, CME-1 ve TLA-1 %40-50 benzerlik gosterirler. Bu enzimler oksimino-
beta-laktamlara direnglidir. Seftazidim ve aztreonamu daha etkin pargalarlar. Bacteroides spp.
kromozomal sefalosporinazlarma benzerlikleri nedeniyle bu cinsden koken almig
olabilecekleri belirtilmektedir.(10).

4.2.4.2.b.2 GSBL Arastirma Ydntemleri

4.2.4.2.b.2.1. Fenotipik Yontemler

GSBL olugturan Enterobacteriaceae'larn artan prevalansi,, klinik izolatlarda bu
enzimlerin varhgm dogru olarak belirleyecek laboratuvar testlerine geregi arttirmaktadir.
GSBL’lerin ¢ogu bir veya daha fazla oksimino-beta-laktama direngli olmasma karsm. MiK
degerleri her zaman NCCLS kriterlerine gore direngli kabul edilebilecek diizeye ulagmaz
(15,17). GSBL'yi arastrmak igin kullamlan testlerin duyarlihf: ve 6zgiilliigii test edilen
sefalosporinler ile degisebilmektedir. Baz1 aragtiricilar sefpodoksinﬁn diger sefalosporinlere
gdre- GSBL saptanmasinda daha etkin oldugunu belirtseler de (102,103) son ¢aligmalarda
yalanci pozitifliklere neden oldugu vurgulanmugtir (10). E. coli ve K pneumoniae
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kokenlerinde bir GSBL'nin varhgm giivenli olarak aragtirmak icin MIK veya disk difiizyon
testlerinin herhangi birinin tek bagina uygulanmasmin bagarisiz sonuglar verdigi belirtilmigtir
(103,104). Diinya Saghk orgitii destekli 130 laboratuvarn katddigi bir c¢ahsmada
laboratuvarlardan sadece 2’si GSBL (+) 6rnegi dogru rapor etmigtir (105).

GSBL tamsmda geleneksel duyarhlik testlerindeki duyarlibk ve Ozgiilliik problemi
nedeniyle klinik izolatlarda dogru tan saglayacak ¢ok sayida yontem Onerilmistir.

NCCLS, genislemis spektrumiu safalosporinlerden birinin 1 pg/ml’sini igceren swi
besiyerinde iiremenin test edilmesinin bir 6n tarama testi olmasm, pozitif sonuclarin kugkulu
GSBL varlig1 olarak rapor edilmesini ve dogrulama igin ileri inceleme yapilmasim, bunun
yanmnda figiincli kusak sefalosporinlerden herhangi birinin MIK degeri > 2 ug/ml olarak
saptandifinda ya da seftazidim ve sefpodoksim inhibisyon zon ¢aplarmm < 22 mm;
aztreonam ve sefotaksim zon caplarmmn < 27 mm; sefiriakson zon ¢apinin < 25 mm oldugu
durumlarda GSBL varli igin dogrulama testi yapilmasin Snermektedir (17). Dogrulama

testlerinde GSBL’lerin  beta-laktamaz  inhibitérlerine duyarlh olma &zelliginden
faydalamimaktadir.

NCCLS’e gore; Mikrodiliisyon testinde 4 pg/ml klavulanik asit eklenmesiyle geniglemis
spektrumlu beta-laktam ajanlann MIK degerlerinde > 8 kat azalma saptanmasi veya
klavulanik asit (10 pg) iceren genislemis spektrumlu beta-laktam disklerinin zoﬂ caplarinda

.,,25 mm genisleme saptanmasi1 GSBL varhgm gésterir (17).

Cift disk sinerji (CDS) Testi, Jarlier ve ark.(7) tarafindan gelistirilen ve GSBL’nin
belirlenmesinde en yaygmn kullamlan testlerden biridir. Bu testte mikroorganizma Mueller
Hinton Agar plag: ylizeyine yayiwr, bir amoksisilinklavulanik asit diski plagin merkezine,
sefotaksim, seftazidim, aztreonam ve sefepim diskleri amoksisilin/klavulanat diskinin 30 mm
uzagma (merkezden merkeze) yerlestirilerek 35°C'de 18 saat inkiibasyona birakilr.
Genislemis spektrumlu beta-laktam disklerinden herhangi birinin inhibisyon zonunun
amoksisilin/klavulanat diskine dogru genislemesi pozitif sonug kabul edilmektedir.

Bu test GSBL'yi aragtrmak icin giivenilir olarak benimsenmekle birlikte test
duyarhgmin diskler arasindaki mesafenin 20 mm'ye indirilmesi ile artacagi gosterilmigtir
(106). Alternatif bir yontem, Mueller Hinton agara klavulanat (4 pg/mL) eklenerek bir ya da
daha c¢ok genis spektrumlu sefalosporinin inhibisyon zonundaki genislemenin incelenmesidir
(107).
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Benzer bir test Jacoby ve ark. (104) tarafindan dizayn edilmistir. Oksimino-beta-laktam
diskine 20 pg sulbaktam ilave edilmis, sulbaktam igeren disk zonunda 5 mm’lik artig pozitif
olarak degerlendirilmigtir. Son yillarda bu mekanizmayla ¢abgan ticari kombine disk
yontemleri (Oxoid “Combination Discs” , Mast “MAST DD”) kullamma sunulmustur. Oxoid
kombine diskleri; sefpodoksim (10 pg) ve sefpodoksimrtklavulanat (10 pg+l pg)’tan
olusurken Mast diskleri; seftazidim (30pg), sefotaksim (30pg), seftazidimtklavulanat (30
ng+10 pg) ve sefotaksim+klavulanat (30 .pg+10 ug) kombinasyonundan olusur (59).

Ug Boyutlu Test, GSBL varhigm inceleyen diger bir yontemdir. Bu testde de disk
difizyon yontemi esas almir, disk difiizyon testinden teknik olarak farki ek olarak petri
kutusunun merkezine yakin tarafta ve antibiyotik disklerinin 3 mm uzagmndan besiyerinin
dairesel bir gekilde kesilmesidir. Eger yariga ekilen sus GSBL iiretiyorsa antibiyotiklere ait
inhibisyon zonunda yarik hizasinda bozulma ya da kesilme goriilecektir. Bu test direkt ve
indirekt olarak uygulanabilir. Direkt yontemde 0.5 McFarland bulamkhigma esit olacak
sekilde hazirlanan test edilecek bakteri siispansiyonu 4 mm kalinliginda hazirlanan Mueller-
Hinton Agarn yiizeyine siiriiliir. Kesilen yarigm icerisine ise yaklasik olarak 10°-10'° bakteri
yogunluuna esit olacak sekilde hazirlanan aym bakterinin siispansiyonu inokiile edilir.
Indirekt ydntemde ise besiyerinin ylizeyine kullanilan antibiyotiklere duyarh oldugu bilinen
bir sus siiriiliir. Yarigm igerisine de yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan test edilecek sus
inokiile edilir.Yontemde sefiriakson, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam diskleri kullanilir,
besiyeri 37°C'de 18-20 saat inkiibasyona birakilir ve sonuglar ¢iplak gézle degerlendirilir

(19). U¢ boyutlu yontem duyarl olmasmna ragmen diger yontemler gore teknik olarak
uygulamasi zordur.

“E-test ESBL” stripleri (AB Biodisk), ticari GSBL arama testlerinden biridir. E-test
GSBL striplerinin bir ucu seftazidim diger ucu ise seﬁazidirn/kiavulanat igermektedir.
Seftazidim/klavulanik asit MiK degerinin, seftazidim MIK degerine gore > 8 kat azalma
gostermesi GSBL (+) olarak yorumlanir. Duyaihhk konusunda farkh goriigler olmas) yaminda
testi yorumlamak da her zaman kolay degildir (18,108).

“VITEK ESBL” (BioMerieux Vitek Inc., St. Lois, Missoiri); Otomatik mikrobiyal
duyarhibk test sistemi olan VITEK’in GSBL testidir. Tek bagma seftazidim veya sefotaksimin
klavulanat (4 pg/ml) ile kombinasyonunu igeren kuyucuklardan olusan bir sistemdir. Tek
basmna ilag iceren gozlerle karsilastirildiginda klavulanat igeren kuyucuklarda iireme azalmasi,
GSBL varligm gdsterir. Bu sistemin de bakteri tiiriine gére duyarhhgmda problem oldugu
vurgulanmaktadir (109,110).
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Yukarida tammlanan yontemlerden hi¢ birisi GSBL iireten tiim suglarda dogru saptama
yapamamaktadir. Vercauteren ve ark.(108) seftazidimi kullanan E-test GSBL’nin GSBL’lerin
%81°ini saptarken, ii¢ boyutlu yéntem %91, CDS ise %97’sini saptamigtir. MAST DD, E-test
GSBL ve CDS testlerini birlikte inceleyen M’Zali ve ark.(111) GSBL varhgm E-test ve
MASST DD ile %93, CDS testini ise daha baganih bulmuslardir. Tzelepi ve ark.(112) VITEK
GSBL’nin enterobakter suslarinda basarisiz oldugunu gostermistir.

Laboratuvarlar GSBL saptanmasinda hata yapabilmektedirler. 38 laboratuvarm katildig:
bir caligmada laboratuvarlarin sadece %18’i GSBL’leri dogru saptamistir (110). Avrupa’da
yapilan bir bagka c¢aligmada GSBL fiireten suglarn %37°si genislemis spektrumlu
safalosporinlere duyarh rapor edilmistir (113).

CDS ve NCCLS s diliisyon dogrulama testi en kolay uygulanabilen ve en ekonomik
y6ntemler olarak goériilmektedir. Fenotip temeline dayali dogrulama y6ntemlerden hi¢ birisi
Gram olumsuz klinik izolatlarda GSBL varhigim dogru saptamada %100 duyarh ve 6zgiil
degildir. Giintimiizde klinik izolatlarda GSBL’nin dogru tammlanmas: gerekliligi artik iyice
anlagilmugtir (27).

Yalanci pozitiflik veya negatiflik GSBL fenotipik tarama testleri igin 6nemli bir
sorundur. TEM-1 ve SHV-1’in asin sentezinin MIK degerlerini GSBL pozitiflik smirmna
¢ikarabildigi bilinmektedir (20,23,24). Beta-laktamaz  yapmmina dis membran protein
. degisikliginin eslik etmesi de yalanci pozitiflife neden olmaktadir (21,25). GSBL varh:
AmpC enzimi ile maskelenerek yalanci negatifliklere neden olabilir (22,26). Beta-laktamaz
inhibitorlerinin az da olsa AmpC’yi indiikleme olasihfi olmasi, duyarliik smrlarm
degistirebilir. AmpC tireten suslarla GSBL {ireten suslarin ayrimi i¢in CDS testinde sefoksitin
ve sefepim diskinin kullanilmasi yararl olabilir (114).

4.2.4.2.b.2,2. Molekiiler Tant Yontemleri

Yukarida tammlanan testler sadece GSBL varhgim belirlemeye yonelik testlerdir.
GSBL tipinin klinik izolatlarda belirlenmesi isi karmagiktr. GSBL'min ik belirlendigi
dénemlerde izoelektrik noktanmin saptanmasi varolan GSBL'leri gostermek igin yeterli idi.
Ancak sayilar1 90'n {izerinde olan TEM tipi enzimlerin ¢ogu 6zdes izoelektrik noktasmna
sahip oldugundan, bu test daha uzun siire yararh olamamugtir (10).
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Spesifik GSBL tipini belirlemek i¢in molekiiler yontemlere gerek vardir. En sik ve en
yaygm kullamlan molekiiler yOntem beta-laktamaz genlerine spesifik oligoniikleotid
onciillerin kullamldigi PCR’dir. Bu yontemle ancak enzimin bagh oldugu aile saptanabilir,
enzim varyantlar1 arasinda aymrmm yapilamaz. DNA dizi analizi disinda GSBL’lerin aymrmumn
yapan ¢esitli ydntemler tanimlanmgtir (10).

Ik molekiiler yontem oligotiplendirmedir. blarem genleri igin 6 noktada mutasyonlari
saptamaya y6neh’k oligoniikleotid problar kullaniir (28). TEM enzimleri i¢in diger bir
uygulama PCR-restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP)’dir. Bu yontemde
TEM PCR iirlinler restriksiyon enzimler ile kesilir ve kesim driinleri elektroforez ile
goriintiilenir (29).

SHV tiirevler icin de farkh yontemler uygulanmaktadir. En basit olam Niiesch-
Indebinen ve ark. (30) tarafindan 6nerilen SHV PCR f{iriiniiniin Nhel restriksiyon enzimi ile
kesilmesidir. Nhel enzimi SHV tipi GSBL genlerinde ortaya ¢ikan, 238. pozisyondaki
glisin—»serin degisimine neden olan G—A niikleotid degisikligine 6zgtildtir. Dolayistyla SHV
tipi GSBL’ler SHV-1’den ayirt edilebilmektedir. Ancak GSBL tipi bu yontemle belirlenemez.
238. amino asit pozisyonunda degisiklie ugramayan yeni enzimlerin bulunmasiyla bu
yOntem etkisiz kalmgtir (21).

PCR-single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) teknigi hem SHV tipi (32-
33) hem de TEM tipi (115) GSBL’ler i¢in kullamlmaktadir. Bu yontem gen iginde spesifik
. bolgelerde tek baz mutasyonlarim belirlemek i¢in kullamlir. OXA enzimleri ig¢in de OXA tipi
GSBL’leri digerlerinden ayirmay: saglayan PCR-RFLP’i yontemi geligtirilmistir (34).

DNA dizi analizi TEM ve SHV genlerindeki niikleotid degisikliklerini tam olarak

saptayabilen tek yOntemdir. Bu analiz spesifik beta-laktamaz genlerini saptamada standart
olma 6zellifini korumaktadir (35,116)

4.2.4.2.b.3. GSBL’lerin Tibbi Onemi

GSBL olugturan mikroorganizmalarla infekte olan hastalar genislemis spektrumlu beta-
laktam antibiyotikler ile safaltimin bagarisizhii acismdan yiiksek risk altindadir. GSBL
varhif1 dogrulanan izolatlar, NCCLS kriterlerine gdre duyarhhk test sonucuna bakilmaksizin
biitiin genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere direngli rapor edilmelidir (17,59).
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GSBL’ler sefalosporinleri hidrolize etmelerine ragmen, GSBL iireten bakteriler in vitro
testlerde tiim sefalosporinlere direngli bulunmazlar. Bunun sonucunda da antimikrobiyal
duyarhilik  yanlig dégerlendiﬂlerek genislemis spektrumlu bir beta-laktam ile tedavi
baglanabilmekte ve oOzellikle bakteriyemi gibi ciddi infeksiyonlarda fatal olabilen tedawvi
basarisizliklan gorilebilmektedir (116A).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarimn bir ya da daha ¢ok yontem ile GSBL aragtirmasi
onemlidir. - Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlarinin duyarhiliklari da rapor
edilmelidir. Bu inhibitérli kombinasyonlanin, 'GSBL iireten mikroorganizmalar tarafindan
olustunﬂan infeksiyonlarin sagaltiminda 1yi birer alternatif olduguna iligkin ¢aligmalar vardir
(117,118).

GSBL’lerin dogru saptanmas iki agidan ¢ok onemlidir; birincisi, GSBL’lerin tiim diinyada
hizla artmasi, ikincisi ise GSBL dreten bakterilerin, bazi genislemis spektrumlu beta-laktam
ajanlara duyarli gibi gorinseler de MIK degerlerinde goriilen inokiilum etkisidir. Inokiilum etkisi,
bakteri sayisinin yiiksek olmasina paralel olarak direng diizeyinin de artmasim tamimlayan bir
ifadedir. Duyarhilik testlerinde énerilen inokillum miktar1 10°'ten 107 bakteri/ml’ye ¢ikanldiginda
sefalosporinlerin MIK degerlerinde dramatik bir artig olur. Onerilen inokilum miktarinda MIK
degerleri digik olur, infeksiyon yerinde inokiilum sayismun artmasi saSaltimda basansizliga
neden olabilir (4,13).

Oksimino beta-laktamlarin klinik kullanima girmesi ve yaygin kullanimi sonucunda K.
pneumoniae, E. coli ve diger birka¢ tirde GSBL’lerin ortaya ¢iktifi ve bunlann plazmidler
araciifnyla diger bakterilere aktarildigi bilinmektedir (13). Bu beta-laktam ajanlann yaygin
kullanimi sonucunda 1995 yilindan giiniimiize kadar GSBL sayist hizla artarak 150’yi ge¢mistir
..(4).

Hastanelerde seftazidim ve sefotaksim gibi 3. kusak sefalosporinlerin ampirik tedavide
kullanirmmnin kisitlanmasi genellikle GSBL ireten sug prevalansinda diigme ile sonlanmaktadir.
GSBL prevalanst 6zellikle geniglemis spektrumlu sefalosporinlerih klinik tedaviye girme zamamn

ve yaygin kullanimu ile iligkili oldugu i¢in GSBL iireten sus sayist iilkeden iilkeye, sehirden
sehire, hastaneden hastaneye hatta aym hastanedeki servisler arasinda degismektedir. Ozellikle
yatak sayisi ¢ok olan egitim hastanelerinde GSBL iireten sug prevalansi daha yiiksektir. Ayﬁca
hastaya ait altta yatan hastahk, disik dogum agirhi, prematirite, iiriner/santral-vendz/arteryel
kateter varligi, entiibasyon, dnceden sefalosporin kullanimi gibi faktorler GSBL iireten suslarla
kolonizasyon/infeksiyon riskini arttirmaktadir. GSBL's1 bulunan ve bulunmayan bakterilerle
gelisen infeksiyonlar, mortalite, morbidite ve saglik giderleri agisindan karsilastinldifinda, ilk
tedavi olarak karbapenemlerin kullanildizi hastalar harig, GSBL ireten suglarla gelisen
infeksiyonlarda mortalitenin daha yiiksek, yatig siiresinin daha uzun ve saghk giderlerinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (3). E.coli ve K pneumoniae ile gelisen bakteriyemilerde ESBL
sentezinin fataliteyi onemli derecede arttirdig: saptanmistir (119).

30



Yakin zamanda  bildirilen salginlarda ¢oklu  beta-laktamazlara . sahip
mikroorganizmalarin rol aldig1 goriilmektedir (75,120). Ornegin, Yan ve ark.(121) bir K.
pneumoniae klinik izolatinda tek bir plazmid tarafindan kodlanan SHV-12, TEM-1 ve bir
metallo-beta-laktamaz varligi rapor etmislerdir. Bu tiir kombinasyonlara bagh olarak

imipenem dahil tiim beta-laktamlara direng goriilebilir (22)

4.2.4.2.b.4. Epidemiyoloji

GSBL’ler tiim diinyada yatan hastalarda Onemli bir problemdir. Amerika’da
Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL pozitifligi %0-25dir (10). Avrupa’da iilkeler arasinda
farklilik vardir. Fransa’da hastane kdkenli Klebsiella' lardaki GSBL oram 1985 yilinda %
1, 1989'da % 11 olup gﬁnﬁmﬁzde %40°a ylikselmistir (10,40). Glinlimiizde Avrupa'da
yogun bakim iinitelerinden izole edilen Klebsiella tiirlerinin %20-25'inde GSBL
saptanmaktadir. Tiirkiye'de 1998 yilinda 554 hastane izolat1 gram negatif bakteri ile
yapilan ¢ok merkezli bir ¢cahgmada belirlenen en yiiksek GSBL oranlar1 Klebsiella spp.’de
%86, E. coli'de %27 olmustur. Son ¢aligmalara gore Tiirkiye Avrupa lilkeleri i¢inde en
yiiksek GSBL sikligina sahip ilk ti¢ tilke arasmdadir (40).

Ulkemizde GSBL sikliga konulu aragtirma sonuglarinda farkhliklar olmakla birlikte
GSBL {ireten bakterilerin yillar icerisinde artig gosterdifi bazi galiymalarla gosterilmistir.
..Giilhane Askeri Tip Akademisi’nde yapilan ¢ahsmalarda 1994-1996 yillann arasmda
K pneumoniae kokenlerinde GSBL varhigr %14,9 iken, bu oranin 1997-1999 yillan arasmda
%29a yiikseldigi bildirilmistir (54). Ulkemizde GSBL sikliinin -arastirildig bazi cahsmalar
Tablo 8'de verilmistir.

Bazi GSBL tipleri cografik farklihik -gbsterebilmektedir. Ornegin, TEM-10 yillardir
Amerika’da salgmlar yapmus (10), oysa yakin zamanda Avrupa’dan rapor edilmistir (122).
Bezer olarak TEM-3 Fransa’da (47), TEM-47 Polonya’da (123), TEM-52, SHV-12 ve
SHV-2a Kore’de bulunmaktadir (124,125). SHV-5 ise bir ¢ok iilkede yaygindir. Tiirkiye
dahil diinyada en yaygin olan enzim ise SHV-2"dir (14,40).
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Table 9. Tiirkiyede hastane kékenli E. coli ve Klebsiella tiirlerinde GSBL siklig:

Kaynak Yil Bakteri GSBL sikhigi(%)
Abacioglu (126) 1995 | K. pneumoniae ' 62.5
Giilay (36) 1996 | K. pneumoniae 88.6
Eskiturk (127) 1996 Klebsiella turleri 52
Kaygusuz (128) 1997 K. pneumoniae 70

, E. coli : 6
Giltekin (37) 1999 K. pneumoniae 54
E. coli 21
Ulkar (38) 1999 | Klebsiella turleri 325
E. coli 11.5
Giilay (39) 2000 K. pneumoniae 84
Gokahmetoglu (129) 2001 Klebsiella tirleri 58
E. coli 13
Loker (130) 2001 K. pneumoniae 42.6
E. coli 3.1
Aktas (131) 2001 K. pneumoniae 583
E. coli 19.2
Ozkan (140) 2002 | K. pneumoniae 66
E. coli 39
4.2.4.2.c. Plazmid Kontrolundaki AmpC Beta-Laktamazlar

Kromozom kontrolunda olan ve yukandaki bolumlerde soz edilen AmpC
enzimlerinin 1989 yilindan itibaren plazmid kontrolunda olan tirleri bulunmus ve
_.sefamisinlere kargi direng aktanlabilir hale gelmigtir. Bu enzimler indiiklenebilen AmpC
sentezledigi bilinen Enterobacter ve Citrobacter disinda E. coli, Klebsiella spp,
Salmonella spp, ve P. mirabilis gibi bakterilerde de gozlenmektedir. Bu enzimlerin hepsi
koken aldiklart kromozomal enzimlerle aym substrat profiline sahiptirler. Ancak plazmid
kaynakli AmpC enzimlerinin kromozomal olanlardan farki indiiklenemez olmalaridir
(114,57).

Tim beta-laktamazlarda oldugu gibi bunlarda da bir isim kargasasi yasanmig ve
direngli olduklan ilaca gore;, CMY, FOX, LAT, MOX gibi isimler. yaminda AmpC tipi
(ACT), Ambler siif C (ACC), arastirma yerin gore (MIR-1) veya (DHA) ve hasta adina
gore (BIL-1) gibi isimler almiglardir. Enzimler arasinda farkhliklar olabilmekle birlikte
genel olarak bu enzimler de penisilinlere ve sefalosporinlere direng olusturmaktadir ve
beta-laktamaz inhibitorlerine direnglidirler. Bu gruptaki enzimler karbapenem grubu

antibiyotiklere kargt diren¢ olusturmamakla birlikte permeabilitesi azalmig olan
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bakterilerde bu grup antibiyotiklere karsi da diren¢ olusmaktadir. Plazmid kontrolunda
AmpC beta-laktamaz sentezleyen mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugu yogun bakimda
yatan, beta-laktam tedavisi almug, altta yatan hastalifi olan veya immiinbaskilanmig
kisilerden izole edilmis ve izolatlarm ¢ogunda bu enzimin yaminda baska bir beta-

laktamazin, hatta GSBL'nin de bulundugu gosterilmigtir (57).

4.2.4.2.d. Karbapenemazlar

Meropenem ve/veya imipenemi hidrolizleyen beta-laktamazlar olarak tanimlanabilir.
Kazamlms dirence dahil olan karbapenemazlar, Ambler molekiiler simflamasmda A, B ve D
grubundadirlar, Smif A klavulanik asit ile inhibe edilen karbapenemazlardir ve nadirdir.
Kromozomal olarak (E. cloacae, S. marcescens) veya plazmidler (K. pneumoniae, P.
aeruginosa) ile kodlanmaktadir. Smif B karbapenemazlar klinik olarak en &nemli
karbapenemazlardir (132). IMP ve VIM serisi olanlar metalloenzimlerdir. Diinyada yaygin
olmakla birlikte en sik olarak Japonya ve Avrupa'dan bildirilmistir (4). Genleri plazmid ya da
integron {izerinde bulunan metalloenzimler monobaktamlar hari¢ biitlin beta-laktamlan
hidrolize ederler. Smuf D karbapenemazlar artan siklikta 4. baumannii’de tespit edilmitir.

Imipenem ve meropenem duyarliiinda kismi bir azalma s6z konusudur (132).

Metallo-beta-laktamazlar aktif bolgelerinde bir Zn™ iyonu bulunan enzimlerdir. Beta-

laktamaz inhibitSrlerinden etkilenmezken EDTA ile inhibe olurlar. Cinko iyonuna baglanarak

_enzimi inaktive eden EDTA, 2-merkaptopropionik asit gibi bilegikler kullamlarak ¢ift disk
sinerji testine benzer bir ydntemle tammlanabilirler (133).

Baslangigta kromozom kontrolunda olan bu enzimlerin son yillarda plazmid kdkenli
olanlarmm  ortaya ¢ikmasi karbapenemlerin gelecegi konusunda endise dogurmustur.
Ozellikle Avrupa {ilkelerinde IMP ve VIM ailesi liyeleri giderek artmaktadir (132).
Ulkemizde ¢esitli P. aeruginosa izolatlarinda bu tiir enzimlerin bulundugu saptanmistir
ancak heniiz bunlann tipleri tammlanmamistir Bu konudaki arastirmalarin siirdiigii
belirtilmektedir. Karbapenem antibiyotiklere karsi direng olusturan bu enzimlerin artigi
ileride beta-laktamazlara kars: etkili olabilen karbapenem grubu antibiyotiklerin de etkisiz

kalacagim diigiindiirmektedir (40).



5. GEREC ve YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1. Calisma Grubu

Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde, Nisan-Aralik 2000
tarihleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik o6rneklerden soyutlanan.

Enterobacteriaceae iiyesi olan ardisik 250 bakteri toplandi.

Bakterilerin tamimlanmasi geleneksel bakteriyolojik testlerle yapildi ve belirsiz olan
izolatlar i¢in otomatize identifikasyon sistemi, VITEK (BioMerieux) kullamldi. Aym
hastadan gelen birden fazla ornekten izole edilen benzer suslardan ilki disindakiler elendi.
Rutin antibiyotik duyarlilik testleri ile ampisilin direngli olan 167 izolat potansiyel beta-
laktamaz iireticileri olarak secildi ve tez kapsamina alindi. Segilen izolatlar 1,5 mL'lik

Eppendorf tiipleri iginde, bir gecelik sivi besiyeri kiiltirine %1 gliserin eklenerek calisma
zamamna dek -70 °C'de stokland:.

5.1.2. Ayraglar

_.1- 1 M Tris-Cl (pH= 8.0)
Trisma base (Sigma T8524) 465¢
Trisma HCI 183 ¢

Distile su 500 ml’ye tamamlandi

2- EDTA (ethylenediaminetetraacetate) (Sigma E5134)

0.5 M o2M
Na,EDTA 18.6¢g 744 ¢
Distile H;0 100 ml 100 ml

EDTA pH=8.0 ‘da erir. 1-2 g NaOH pelleti ile istenen pH elde edildi ve otoklavland:.
3- TE (10:0.1) buffer:10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA pH=8,0

4- TE (10:1) buffer: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH=8,0



5- 2N NaOH
NaOH 8g
dH,0 100 mL’ye tamamland.

6- %10 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) (Sigma L 3771)
SDS 1g

dH,0 10 ml Filtre ile steril edildi.

7- Fenol ( 10 mM Tris HCl ile satiire edilmis, pH=8.0 ) (Sigma P4557)

8- Kloroform : iscamilalkol
Kloroform (Sigma C2432) 49 kisim
Isoamilalkol (Sigma 19392) 1 kisim
Her ¢ahismada taze ve koyu renkli sisede hazirland:.

9- Fenol/kloroform/izoamilalkel(25:24:1):

50 mL Fenol
48 ml. kloroform
2 mL izoamilalkol

Her ¢ahgsmada taze ve koyu renkli sisede hazirland:.
10- % 95 Etanol

11- %70 Etanol
%95 EtOH 74 ml
Distile su 26 ml

12- Sodyum asetat 3 M (pH=5.2) (Sigma S2889)
NaOAc (anhidroz) 2461 g
yadaNaOAc.3H,0 39.01g
Distile su 100 ml’ye tamamland:.

pH glasiyel asetik asit eklenerek ayarlandi. Otoklavlandi.
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13- TBE (5X)
Tris base (Sigma T8524) 54 g
Boric asid (Sigma B6768) 275¢
0.5MEDTA 20 ml
Distile su 1000 m!’ ye tamamland:.
Otoklavlandi. Oda 1sisinda 1 ay stabildir.

14- Agaroz (Sigma A9539)

15- Etidyum bromid (1000X, 5 mg/ ml) (Sigma E8751)
Etidyum bromid 05g
Distile su 100 ml
Isiktan korumak igin aluminyum folyo ile kaplandi. + 4°C de sakland.

16- Jel yiikleme tamponu (Tip III, 6X)
%0.25 bromfenol mavisi (Sigma B5525) (%10 stoktan) 0.75 ml

%0.25 xylene siyanol FF (Sigma X4126) (%5 stoktan) 1.5 ml
%30 gliserol (su igindeki karigimi) 9 mi
Distile su 18.75 ml

'17- Nitrosefin (Oxoid SR112C), 1 mg
Kendi ¢dziciisii iginde (Fosfat tamponu + DMSO) sulandinldi, 500 pg/mL

18- ANTP kangimu (25 pmol her biri) ( Fermentas R0181)
(2,5 mM / herbiri, toplam 10 mM)

dATP (100 mM) 25 ul
dCTP(100 mM) 25 pl
dGTP(100 mM) 25 pl
dTTP (100 mM) 25 ul
Distile su 900 ul
-20°C de sakland1.

19- Marker’lar:
ADNA Hind Il (Fermentas SM0101)



GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus, (Fermentas SM0323)
MassRuleer DNA Ladder Low Range, (Fermentas SM0323)
IEF-MIX 3.6-9.3, (Sigma I 3018)

20- Restriksiyon enzimleri:
EcoRl, restriksiyon enzimi (Fermentas ER0271), 10 U/uL
Nhel, restriksiyon enzimi (Fermentas ER0971), 10 U/uL.

21- Taq DNA Polimeraz, (Fermentas EP0402), 5U/uL
Icerigi:
10X PCR buffer
25 mM MgCl,

22- Fosfat tamponu 0,1 M pH 7.0
A- 0,2 M sodyum fosfat, mono-sodyum tuzu
13,8 g NaH,P0,-1 H,0 (MW=138) distile suda ¢6ziip, 500 mL’ye tamamlandi.
B- 0,2 M sodyum fosfat, di-sodyum tuzu

26,81 g NaHPO4-7 H,O (MW=268,1) distile suda ¢dziip, 500 mL’ye
tamamlandi.

A (39 mL) + B (61 mL) + distile su (100 mL) seklinde karistirild1.

5.2. YONTEM

5.2.1. Plak Konjugasyon Deneyi

Izolatlarm plazmidler aracihfiyla beta-laktam direncini aktarabilme yetenekleri kati faz
konjugasyon deneyi ile incelendi (134)

Gerekli malzemeler:

Antibiyotikler: Streptomisin (1000 pg/mL), ampisilin (10 pg/mlL.), seftazidim (2 pg/mL)

e Segici plaklar: Mueller Hinton Agar (Oxoid) (streptomisin + ampisilin) ve (streptomisin +
seftazidim)

. | Nutrient Broth (Oxoid)

e Nutrient Agar (Oxoid)

¢ EMB (Eosin Methylene Blue, Oxoid)

e Serum fizyolojik (SF)
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o Alic1 sus: Streptomisin direngli laktoz negatif E. coli K-12 SA362 (Str")
» Verici suslar: Tez kapsamimna aliman 167 ampisilin direngli sus.

Ydntem:

1. GOUN: Suslar kanh agarda canlandiriid.
2. GUN: Sugslar 4,5 mL nutrient broth’a pasajlands. Bir gece 37 °C de inkiibe edildi.
GUN: Kontrol amaciyla alici ve verici suslar segici plaklara ekildi.
- 4,5 mL nutrient broth igeren tiipler (verici sayist kadar) 37 °C’ye ismildL
- Tiiplere 0,1 mL verici + 1 mL alic1 sus ilave edilerek 35 °C de 2 saat inkiibe edildi.
- Tipler 3000 rpm de 20 dk santrifij edildi ve siipernatant atildi.
- Pellet 5,6 mL SF ile ¢oziiliip nutrient agar plaklara 100 pl ekim yapilds
- Plaklar 35 °C de 18 saat inkiibe edildi.
4. GUN: Segici plak kontrolii yapilarak tireme olup olmadigina bakild, iireme olmamahdir.
- Nutrient agar plaklarda {ireyen bakteriler 5,6 mL SF ile yikanarak toplandi.
- 3000 rpm de 20 dk santrifiij edildi, tist kisim atild: ve pellet 5,6 mL SF ile ¢6ziildii.
- Stispansiyondan segici plaklara 100 pL aktarildi ve 1 gece 35 °C’ de inkiibe edildi.
5. GUN: Ureyen bakteriler 2. kez segici plaklara ekildi ve bir gece inkiibe edildi.
6. GUN: Ureme olan plaklardan EMB’ye pasaj yapild1.
7. GUN: EMB de laktoz (-) koloni varlig1 konjugasyonun gergeklestigi seklinde yorumland.

5.2.2. Plazmid Ekstraksiyonu ve Restriksiyon Analizi

Transkonjugantlardan plazmid eldesi igin sicak alkali lizis (135) ve soguk alkali lizis
(136,137) yontemleri kullamldi.

Sicak alkali lizis yontemi:
Cozeltiler:

Eritme ¢ozeltisi:
Tris 50 mM

SDS %3

Distile su i¢inde hazirlandi, 2 N NaOH ile pH 12,6’ya getirildi. Her ¢aliymada taze
hazirlandi.
Etanolasetat: % 95 etanol/0.12 M Na asetat

% 100 etanol 95 ml

3 M Naasetat 4 mL

dH20 1 ml
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Yontem:

Plazmidi alinacak bakterilerin nutrient agardaki 1 gecelik kiiltlirtinden steril kiirdanlar
ile 9-10 koloni almarak 300uL alkali lizis soliisyonu-1 igeren 1,5 mL’lik ependorf tiipii icinde
iyice kanstirildi.
o Tiipler 56 °C’lik su banyosunda 45 dakika bekletildi.
. Esit hacimde fenolkloroform/izoamilalkaol karigimi eklendi ve 5 saniye vortekslendi.
) + 4 °C’de 14,000 devirde 5 dakika santrifiij edildi, {ist faz yeni bir tlipe aktarildi. Bu
kisim akiskan olmadiginda 6nceki basamak yenilendi.
. Plazmid DNA’smu ¢oktiirmek igin 2,5 hacim etanol/asetat soliisyonu ilave edildi ve
buz tizerinde en az 10 dk bekletildi.
o + 4 °C’de 14,000 devirde 15 dakika cevrilerek DNA pelleti elde edildi. % 70’lik etanol
ile pellet yikandiktan sonra oda 1sisinda kurutuldu.
° Cokelti mL bagina 50 pg RNaz igeren 50 pL TE buffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM
EDTA) ile sulandinlarak oda isismda 30 dakika bekletildi ve —20 °C’de saklandi Bu
yontemle elde edilen iriinler sadece elektroforez igin kullamidi.

Soguk alkali lizis yontemi:
Cozeltiler:
I- 50 mM glukoz
25 mM Tris.Cl
10 mM EDTA Otklavda steril edilip 4 °C’de sakland1.
“II-  0.2N NaOH

% 1 SDS Her ¢alismada taze hazirland:.
III- 3 M sodyum asetat (pH 5,2)

Yintem:

Cah:smdya baslamadan 6nce gﬁielti I ve III buza kondu.

° 1,5 mL bakteri siv1 kiiltiirleri 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine aktarildi. + 4 °C’de 14,000
devirde 30 saniye santrifiij edildi, sv1 kisim atilarak pellet elde edildi.

. Pellet 100 pL soguk ¢ozelti I’de vorteks ile siispansiyon haline getirildi.

. 200 pL ¢ozelti I1 eklendi, galkalamadan elle gevrilerek karigtirild1.

° 150 pL ¢6zelti 111 eklendi, nazikge ¢alkaland1 ve buz {izerinde 10 dakika bekletildi.

° 14,000 devirde + 4 °C’de 5 dakika gevrildi, {ist siv1 temiz bir tiipe aktarild1 (aktarma
yaparken stvinin hacmi yaklagik olarak 6l¢iildii).
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o Toplam hacmin iki kat1 kadar en az % 95’lik etanol ekleyip ¢alkalandi ve 2 dakika oda
1s1sinda bekletildi.

. 14,000 devirde + 4 °C’de 5 dakika ¢evrildi. Hi¢ siv1 kalvayacak sekilde iist sivi atild1.

. % 70 etanol ile ¢okelti yikanip yeniden ¢oktiiriildii ve oda 1sisinda kurutuldu.

o Plazmid DNA ¢okeltisi 50 pg/ml RNaz igeren 50 uL. TE buffer (10 mM Tris-HCI, 0,1
mM EDTA) ile sulandirilarak oda 1sisinda 30 dakika bekletildi ve —20 °C’de saklandi.

Bu yontemle elde edilen plazmid DNA’s1 agaroz jel elektroforezi, restriksiyon analizi
ve PCR reaksiyonlarinda kullamldi.

Agaroz jel elektroforezi

Sonuglarin degerlendirilmesi amaci ile, 1X TBE iginde % 0,7 agaroz jel hazirlandi ve
mikrodalga firinda eritildi. 75 ml eriyik i¢ine 5 mg/ml etidyum bromid ¢6zeltisinden 5 pl
eklendi ve jel kasetine dokiildii, taraklar yerlestirilerek donmaya birakildi. Plazmid DNA’lar1
| jel yiikleme buffer: ile 1/6 oraminda (4 pL jel ylikleme buffer + 20 pl. plazmid) karistirilarak
her bir kuyuya 24 pl olacak sekilde pipetlendi. Her jelde 6rneklerin yamsira A DNA Hind III
marker biiyiikliik belirleyici olarak kullamldi. Jel, 1X TBE i¢inde 120 V’da, bromfenol mavisi
bandi jelin sonuna ulasana kadar yiiriitiildii. Sonuglar ultraviyole transiliiminatorde 280-340
nm dalga boyunda incelendi ve goriintiilendi.

Degerlendirme: Marker ve drneklere ait bandlarin kuyudan uzakliklar: 6lgiildd, marker
..DNA pargalannin yiirime mesafesi (cm cinsinden) “X” eksenine, marker DNA pargalarmin
baz uzunlugunun (bp cinsinden) log;o’u “Y™ eksenine gelecek sekilde (137), Microsoft Office
2000 Excell programu kullanilarak X/Y dagiim grafigi olusturuldu. Elde edilen egrinin
(R>>0,98) egim formiiliinden 6rnek plazmid DNA’larin baz uzunlugu hesaplandi. Coklu band
izlenen Orneklere karsilik gelen parental suslarin da plazmid ekstraksiyonu yapildi ve plazmid

transferinin gerceklesip gergeklesmedigi kuskusunu gidermek igin parental ve transkonjugant
plazmidleri karsilagtiriidi. '

40



Restriksiyon analizi

Tek plazmid bandi izlenen &rneklerde plazmid DNA’s1 EcoRI enzimi ile kesildi. Bu
islem, enzim miktar1 1-5 U arasinda, plazmid extrakti miktar1 da 10-20 pL arasinda
degistirilerek yapildi. Reaksiyon hacmi 30 pL olacak sekilde enzim ve plazmid ekstraktma
enzim buffer1 ve distile su ilave edilerek kanstirildi 2-3 saat 37 °C’lik su banyosunda
bekletilerek yukarida anlatildig: gibi agafoz jel elektroforezi yapild: ve degerlendirildi.

5.2.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Izolatlarm ve transkonjugantlarm minimal inhibitér konsantrasyonlan (MIK),
mikrodiliisyon ytemi ile NCCLS &nerilerine uyularak belirlendi (17). Bu test igin U tabanh
96 kuyucuklu mikrodiliisyon plakiar1 kullanilda.

Antibiyotikler: Amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit (2:1), sefoksitin, aztronam,
seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve imipenem. Antibiyotiklerin 1024 pg/ml. olacak sekilde
stok sulandirimlan hazirlanarak —40 °C’de saklandi.

Besiyeri: Mueller Hinton Broth

Kalite kontrol susu: E. coli ATCC 25922

Yirmidort saatlik bakteri kiiltiirtinden 0.5 McFarland bulaniklifina esit olacak sekilde
direkt koloni silispansiyonu yontemiyle inokiilum hazirlanip, mikrodiliisyon plagindaki son
inokiilum konsantrasyonu 5 x 10’ koloni/mL olacak sekilde sulandirm yapildi. Bir bakteri
i¢in bir plak kullanildi ve bir plakta 8 antibiyotik degerlendirildi.

Steril plaklara 50 pL Mueller-Hinton sivi besiyeri dagitildi. Birinci kuyulara 50 pL
antibiyotik soliisyonlan1 (amoksisilin 1024 pg/mL; 3. kusak sefalosporinler, aztreonam ve
sefoksitin 512 Qg/mL; imipenem 256 pg/mL) eklenip 10. kuyuya kadar seri diliisyonlar
yapilip 10. kuyudan 50 pL digari atildi. 11 (bakteri liremesinin kontrolii) ve 12. (besiyeri
kontrolil) kuyular kontrol amaciyla kullamldi. Bakteri silispansiyonundan 12. kuyu hari¢ ttim
kuyulara 50 uL dagitildi. Plaklar 35 °C’de 16-20 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda {ireme
goriilmeyen en diistik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi.
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S.2.4. Beta-laktamaz ¢alismalari

5.2.4.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlarin (GSBL) Arastiriimasi

NCCLS kriterlerine gore (17) izolatlarda, 3. kusak sefalosporinlerden herhangi birinin
MiK degeri > 2 pg/mL olarak saptandiginda kuskulu GSBL varligi olarak degerlendirilip
dogrulama testleri yapildi.

1- Cift disk sinerji (CDS) ydntemi: Antibiyotik diskleri, Amoksisilin/klavulanat: AMC
(20/10 pg), seftazidim: CAZ (30 pg), sefotaksim: CTX (30 pg), seftirakson: CRO (30 pg),
aztreonam: ATM (30 pg). Sefoksitin: FOX (30 ug) olarak se¢ildi. McFarland 0.5 eseline gore
ayarlanmig bakteri siispansiyonu Mueller Hinton Agar yiizeyine yayildiktan sonra, merkeze
bir amoksisilin/klavulanat (AMC) (20/10 pg) diski ve gevresine, disk merkezleri aras1 uzakhk
30 milimetre olacak sekilde yukanda belirtilen diskler yerlestirildi. 35 °C’de 18 saat
inklibasyondan sonra beta-laktam diskleri cevresindeki inhibisyon zonunun AMC diskine
dogru belirgin genislemesi GSBL olumlu olarak degerlendirildi (7). Sefoksitin diski,
sefoksitin direncine neden olan AmpC enzimi {ireten suslar agisindan kullanildi.

2- Modifiye ¢ift disk sinerji (MCDS) yontemi: Dirence bagh olarak beta-laktam
ajanlarm zon ¢aplari daraldiginda standart yontem ile GSBL olumsuz bulunan suglar, AMC
ve difer beta-laktam diskleri arasindaki uzakliik 20 mm’ye indirilerek yeniden incelendi
" (106).

3- Beta-laktam disklerine klavulanik asit ilavesi: CDS ve MCDS ydntemleri ile
GSBL olumsuz veya kuskulu olan suslar, geniglemis spektrumlu beta-laktam disklerine 10 pg
klavulanik asit ilave edilerek tekrar incelendi. Beta-laktam disklerinin herhangi birinin zon
¢apinda > 5 mm genisleme goriilmesi GSBL olumlu olarak degerlendirildi (17). |

5.2.4.2. Indiiklenebilir Beta-Laktamazlarin (iBL) Arastirilmas:

Disk indiiksiyon testi: Kuvvetli bir indiikleyici ajan olarak imipenem diski ile 3. kusak
sefalosporin diskleri, aralarmmdaki mesafe 1,5-2 cm olacak sekilde yan yana antibiyotik
duyarliik plagma yerlestirildi. Sefalosporin diskinin inhibisyon zonunda, imipeneme bakan
tarafta bir diizlesme olmasi IBL varlig olarak degerlendirildi (61).
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5.2.4.3. Beta-Laktamaz Eldesi

Transkonjugant beta-laktamazlarimin eldesi igin sonikasyon yontemi kullanildi.
Bunun igin suglarin Nutrient Agardaki kiltirleri 1 mL 100 mM (pH 7.0) fosfat tamponu
ile yikanarak 1,5 mL’lik mikrosantrifiyj tiiplerine toplandi ve siispansiyon haline getirildi.
Buzlu su tizerinde sonikator (Vibracell, Sonics & Materials, Danbury Connecticut USA)
probu tip igine daldirilarak 8 mikron genlikte 15’er saniyelik 3 islem (aralarda dinlenme
yaparak) ile bakteriler pargalandi. Sonikat, + 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika ¢evrilerek
beta-laktamazlart igeren st sivi toplandi ve — 40 °C’de saklandi. Sonik ekstrede beta-
laktamaz varlig1 nitrosefin yontemi ile saptandi. 30 pL sonik ekstre, 100 pL nitrosefin (50
pg/mL) ¢ozeltisi ile kanstirildi. Enzimin, nitrosefinde bulunan beta-laktam halkasindaki
amid bagmm pargalamasiyla rengin saridan kirmiziya doniismesi olumlu olarak
degerlendirildi. Renk degisimi olmayan ve renk degisim siiresi 5 dakikayi asan ornekler
icin sonikasyon islemi tekrarlandi. Ayrica her enzim igin renk degigim siireleri kaydedildi.

Izoelektrik odaklama yonteminde aym siirelere sahip drnekler bir arada incelendi (8).

5.2.4.4. Beta-Laktamazlarin izoelektrik Odaklama (Isoelectric Focusing;

IEF) Yontemi Ile incelenmesi

Izoelektrik odaklama, proteinlerin ayinminda yaygin olarak kullanilan ve
sabitlenmis bir pH gradientinde gergeklesen elektroforez olarak tamimlanan bir yontemdir.
“Proteinler sahip olduklan yiitke gore anod veya katoda go¢ ederler ve net yikleri sifir
oldugunda sabit kalarak yogunlagirlar ve bant verirler. Sabit kaldiklan nokta, izoelektrik
nokta (pl) veya izoelektrik pH olarak tammlanir. Bu yontem, beta-laktamazlarin
izoelektrik noktalarini belirlemek amaciyla kullanildi (138). Bunun igin yari otomatize bir

elektroforez sistemi olan "PhastSystem" (Pharmacia, Uppsala, Sweden) kullamldi.
Poliakrilamid jel hazirlama ve izoelektrik odaklama:

Uretici firma (Pharmacia) ydntemine uygun olarak hazirlandi.
e TEMED (N, N, N'N’-Tetramethylenediamine) ( Sigma T 7024)
e APS % 40 (Ammoniumpersulfate) (Sigma A 9164)

APS 04g

Distile su 1ml 4°C’de 1 hafta stabil



e Akrilamid / Bisakrilamid stok soliisyonu (T= % 30, C= %3)

Akrilamid 291g

Bisakrilamid 09¢g

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanip filtre edildi. + 4 °C’de 2 hafta stabildir.

e Pharmalyte (amfolin) pH 3-10 (Pharmacia 17-0456-01)
e Jel dokme aparatlan (Pharmacia)

Poliakrilamid izoelektrik odaklama jelini hazirlamak igin; 2,5 mL akrilamid/bis stok
soliisyonuna 0,75 mL pharmalyte ilave edilip distile su ile 15 mL’ye tamamlandi, Gizerine 7
uL. TEMED ve 30 uL APS ilave edilerek kangtinldi, hizh bir sekilde enjektore gekilerek
camlarin araligi 0,5 mm olan jel kasetine aktanildi, polimerizasyonun gergeklesmesi igin 2

saat bekledikten sonra jel 40 x 50 mm ebatlaninda kesilerek nemli ve kapali ortamda + 4 °C’de
saklanarak kullaruldi,

Hazirlanan jeller PhastSystem cihazina yerlestirildikten sonra firma Onerilerine
uyularak beta-laktamaz igeren sonik ekstreler yiirutildi. 100 uL nitrosefin ¢ozeltisi (500
ng/mL) jel iizerine yayilarak enzim bandlar1 gorinir hale getirildi. Enzimlerin izoelektrik

noktalan referans enzimler (TEM-1:5.4, SHV-1:7.6) ve protein marker (IEF-MIX 3.6-9.3;
Sigma 1 3018) ile karsilastirilarak saptandi.

Hazrladigimiz jellerin kalitesinden emin olmak igin, kullamma hazir jel (PhastGel IEF
pH 3-9; Pharmacia 17-0543-01) kullanildi ve 6rneklerin yansi tekrar incelendi.

5.2.5. PCR ile blargy Ve blagyy Beta-Laktamaz Genlerinin Saptanmasi
PCR ile TEM ve SHV genlerinin varlig: transkonjugant plazmid ekstrelerinde

arastirildi. TEM ve SHV varh bilinen iki érnek (+) kontrol, alic1 E. coli susu ise (-) kontrol

olarak kullandmustir.
Tablo 10. PCR’da kullanilan Onciil setleri
Onciil Polarite Dizi Bilge | Uriin Uzunlugu

TEM-F sense 5’-gaagacgaaaggegcctcgtg-3’
blatem gaagacgaasges e 6-1079* 1074 bp
TEM-R | antisense | 5’-ggtctgacagttaccaatgce-3’

SHV-F | sense | 5’-cgccgggttattcttatttgtcge-3’ '
blasuy seosest gice 3-1018° 1016 bp
SHV-R | antisense | 5’-tctttccgatgecgecgecagtea-3’

a: gen bankas: J01749 (139), b: gen bankas1 X98098 (30) kokenlerine gore
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1- Reaksiyon karigtmi: Her bir 6rnek i¢in Ependorf tiipiine, buz tizerinde toplam hacim

50ul olacak sekilde asagidakiler konuldu;

e Steril distile su 37,95 ul

e 10X Taq buffer 5pl

e 25 mM MgCl, 3ul (1,5 mM/final)

e dNTP (2,5 mM/her biri) 2ul (100 uM/final)

e *Onciil F (50 pmol/uL) 0,4 nl (20 pmol/uL-final)
e *Onciil R (50 pmol/uL) 0,4 ul (20 pmol/pL-final)
e Taq polimeraz (5U/ul) 0,25 ul (1,25 U/final)

e Ekstraksiyon irtint 1 pl

* Her bir ornek i¢in blargy ve blasyy bolgelerine 6zgh iki ayn oncil seti igin de bu
karigim kullamld: (Tablo 10).

2- Isi dongii programi: Ependorflar 1s1 dongii cihazina (Perkin Elmer GenAmp 9600,
Roche, Germany) yerlestirilerek asagidaki sicakhiklarda 30 dongii gergeklestirildi;

TEM PCR i¢in:

94 °C’de da 5 dakika 6n denatiirasyon
94 °C’de 1 dakika denatiirasyon

55 °C’de 1 dakika birlesme

72°C’de 1 dakika uzama

72 “°da 10 dakika son uzatma

30 dongt

SHYV PCR i¢in:

94 °C’de da 5 dakika 6n denatiirasyon
94 °C’de 30 saniye denatiirasyon

68 °C’de 30 saniye birlesme 30 déngi
72°C’de 50 saniye uzama

72 °C’de 10 dakika son uzama

3-Elektroforez: Sonuglarin degerlendirilmesi amaci ile, 1X TBE iginde % 1,5 agaroz
jel hazirlandi ve mikrodalga finnda eritildi. 50 ml eriyik i¢ine 5 mg/ml etidyum bromid
cozeltisinden 5 pl eklendi ve jel kasetine dokuldi, taraklar yerlestirilerek donmaya birakildi.
PCR iriinleri jel yikleme buffenn ile 1/6 oramnda (2 pL jel yukleme buffer + 10 pL
cogaltilmg iiriin) karigtinlarak her bir kuyuya 12 pl, bir kuyuya da GeneRuler 100 bp DNA
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Ladder Plus marker olacak sekilde jele aktarildi. Jel 1X TBE iginde 80 V uygulanarak 60-90
dakika yiriitiildii. Sonuglar ultraviyole transiliiminatérde 280-340 nm dalga boyunda
incelendi. Bant biiyiiklikleri marker ile karsilagtirildt ve Tablo 10° da belirtilen {iriin
uzunluklar ile uyumlu bant biiyiikliikleri olumlu olarak degerlendirildi.

5.2.6. SHV PCR Uriinlerinin Nhel Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

Nhel enzimi SHV tipi GSBL’lerin ¢ogunlugunda, 238. aminoasit pozisyonunda
Glisin—»>Serin degisimine sebep olan G—A baz degisikligine dzgiidiir. Verici kdkenleri GSBL
(+) olan transkonjugantlardan SHV PCR (+) olanlar restriksiyon iglemine alindi. 3 U enzim,
enzimin kendi bufferi, Sul. PCR {irlinii ve distile su, reaksiyon hacmi 30 pL olacak gekilde
karigtirildi. Kangim 2 saat 37 °C’de bekletildikten sonra MassRuleer DNA Ladder Low Range
marker (80-1031 bp) (Fermentas SM0323) esliginde % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildii. 770 ve

247 bp uzunlugunda iki band izlenmesi, SHV-1"den tiirev alan SHV tipi GSBL varhi1 olarak
degerlendirildi (30).

5.2.7. DNA Dizi Analizi
Ornek secimi

GSBL pozitif 6rnekler, gonderildigi klinik servis, antibiyotik duyarhilik paternleri,
-+ izoelektrik nokta paternleri gibi benzer 6zellikleri dikkate almarak gruplandirildi. Her gruptan
bir veya iki temsilci secilerek dizileme reaksiyonuna alindi.

Dizileme reaksiyonu

TEM ve SHV DNA dizilerinin belirlenmesi i¢in, TEM PCR sonucu elde edilen 1074 ve
SHV PCR sonucu elde edilen 1016 bazhk bolgeler kullamildi. Dizileme reaksiyonu igin
secilen TEM, SHV PCR iirnleri DNA saflastirma kiti (DNA purification kit; Fermentas
KO0513) ile tiretici firmamn direktifi dogrultusunda saflagtirildi. Dizileme reaksiyonlari,
Sequitherm Excel II DNA Sequencing Kits-LC (Epicentre SE9202LC) ile iiretici firmamn
Onerileri dogrultusunda agagidaki sekilde gerceklestirildi;

L. Kit igerigi buz lizerinde ¢dziinmeye brakildi. Tiim malzemeler karistirilarak homojen
hale getirildi.
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I

Premiks olarak isaretlenen 0,2 ml’lik bir Ependorfa toplam hacim 17 ul olacak sekilde
asagidakiler konuldu;

e 3.5 x SequiTherm Excel II Sequencing buffer 7.2 uL

o Infrared dye (IRD800) isaretli 6nciil 2 pL * (2 pmol /uL)
e SequiTherm Excel Il DNA polimeraz 1 pL (5 U/uL)

e Kalip DNA (Piirifiye edilmis 100-250 fmol/uL) 1 uL **

e Deiyonize su ile 5,8 uL

* IRD800 isaretli onciil 1gikta bozuldugundan tiim islemler fazla 151Kk grmeyen bir odada
gerceklestirildi.
** Kabp DNA, premiks i¢ine farkl bir odada eklendi.

IIL.

IV.

VL

VIL

II.
1L
Iv.

Dizilenecek her 6rnek i¢in 4 adet 0,2 uL. Ependorf tiipii G, A, T, C olarak isaretlendi ve
buz lizerinde ;
e G tiipline 2 pl SequiTherm Excel II-LC Mix G
e A tiipiine 2 pl SequiTherm Excel II-LC Mix A
o T tiipline 2 pl SequiTherm Excel II-LC Mix T
e C tiipiine 2 pl SequiTherm Excel II-L.C Mix C ‘den eklendi.
Buz tizerinde premiks tiipiinden her bir “Termination Miks” tiipline 4 pL aktanld:.
A, T, C, G tipleri 95 °C’de 5 dakika isitilarak kalip DNA denatiire edildi.
Is1 dongii cihazinda asagidaki 1silarda 30 dongii gerceklestirildi.
95 °C’de 30 sn
50°C’de 45 sn
70°C’de 1 dk
3 uL stop/loading buffer eklendi. Elektroforez icin jele yiikleninceye kadar —20 °C’de
saklandi.

Jel hazarh@

LI-COR DNA dizileme cihazi aparatlar1 kullanilarak cam jel dskme kaseti hazirlandi.
100 mL beher igerisine sirasiyla; 21 g tire, 30,5 mL bidistile deiyonize su, 5,6 mL
Rapid-Gel XL %40, 10x Long Run TBE ve 500 pL DMSO eklendi.
Manyetik karistiricida ve oda 1sisinda tamamen berraklagincaya kadar kangtirildi.
Karisim 50 mL enjektore gekildi ve 0,45 pum filtre ile temiz bir beher igine filtre edildi.
Karisima 50 pLL TEMED ve 350 uL taze hazirlanmis %10 APS eklendi.
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V. Hizla 50 mL’lik temiz bir enjektore cekildi, enjektér ucu takiip havasi alindiktan
sonra cam kaset 45 ° aci ile yerlestirildi. Iki cam arasma ve 6n camn kulaklar arasmda
kalan boliimden baglayarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde jel bosaltildi. Camlar
derhal zemine paralel konuma getirildi.

VI. Tarak (0.25 mm) arka tarafi jel igerisine 0,5 mm girecek sekilde ve cama paralel
olarak yerlestirildi ve polimerizasyon igin 2 saat oda 1sisinda bekletildi.
VII. Tarak ¢ikarildi Camin agzinda kalan gel artiklan bir tel yardmi ile 1x TBE
kullanilarak temizlendi.
VIII.  Tarak digleri jeli delmeyecek ancak jele dokunacak gekilde yerlestirildi.
IX. Camm agzina buffer tanki takildi ve camlar LI-COR DNA sequencer cihazina
yerlestirildi.
X. Tampon tanki 1x TBE ile dolduruldu.

Orneklerin Yiiklenmesi

Jel yiikleme tamponu eklenmis ve G, A, T, C olarak isaretlenmis Srnekler 90 ° C’de 3
dakika denatiire edildikten sonra buz iizerine alindi ve her bir drnekten 2 pl. jele aktarldi
LICOR DNA sequencer cihazinda; 2200V voltaj, 40mA akmm, 45W gii¢ ve 45 dakika “pre-
run” kosullarda elektroforez uyguland: ve yaklagik sekiz saat sonra bant goriintiileri ve bu

bantlarin yar1 otomatik olarak degerlendirilmesi ile elde edilen DNA dizileri kayit edildi.

Degerlendirme

LI-COR cihazinda her denemede gii¢ kayb1 probleminin ortaya ¢ikmasi nedeniyle ¢ogu
denemede sonu¢ alinamadi veya giivenilir sonuglar elde edilemedi. Bunun {izerine dizileme
icin se¢ilen ve saflastinlan Ornekler Macrogen biyoteknoloji sirketinin DNA dizileme
merkezine génderildi (Macrogen DNA sequencing, Macrogen Inc., Seian Building # 116, 8th
F. Shinmun-Ro 1Ka, Chongro-Ku Seoul, Korea 110-061, http://www.macrogen.co kr).

Bu merkeze gonderilmek {izere; saflagtirlan TEM ve SHV PCR iiriinleri, DNA
konsantrasyonu 50 ng/mL ve reaksiyon bagina 20 pL olacak sekilde hazirlandi. Onciil setleri
ise reaksiyon bagma 10 pmol/uL olacak sekilde 100’er pL hazirlandi. Hazirlanan . setler
koruyucu kopiik iginde dokiilmeyecek sekilde ambalajlanarak uluslar arasi tagima sirketi
Fedex ile dizileme merkezine gonderildi. Bu merkezde ornekler, elde edilen bilgiye gbre tam
otomatik multi kapiller ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems) dizileme
cihazi kullamlarak, hem TEM hem de SHV gen bdlgesi igin ¢ift tarafli (both-end) olarak
dizilendi.
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Elde edilen dizilerin degerlendirilmesi

Dizilemenin ¢ift tarafli yapiimasi nedeniyle her PCR iirlinii i¢in elde edilen iki dizi
birlestirilip tek dizi haline getirildi. Gen bankasindan alnan referans diziler ile “BioEdit 5.0.9
Sequence Aligment Editor” (Hall TA. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment
editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl Acids Symp Ser 1999;41:95-98.)
programi kullanilarak hizaland1 ve aminoasit dizilerine ¢evrildi. Hem nikleotit hem de
aminoasit dizileri internet ortaminda “blastn” ve “blastp” (nucleotide-blast, protein-blast;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) program kullamlarak gen bankalarindaki var olan
dizilerde aranarak karsiliklar1 bulundu.
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6. BULGULAR

6.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Anestezi yogun bakim 36, ¢cocuk 13, dahiliye 11, genel cerrahi 10, pediatri 8, 6zel kat 7,
noroloji 6, ortopedi 6, fizik tedavi ve rehabilitasyon 6, kardiyoloji 5, dahiliye yogun bakim 5,
plastik cerrahi 4, infeksiyon hastabklari 3, tiroloji 3, beyin cerrahisi 3, g6giis kalp damar
cerrahisi 2, gégiis 2, KBB, hemodiyaliz, onkoloji 1’er ve servisi bilinmeyen 32 olmak iizere
kliniklerden gonderilen &rneklerden soyutlanan ve ampisilin direngli olarak segilen 167
kokenin tlirlere gore dagiim tablo 11°de goriilmektedir. Caligmalar esnasinda bir K
pneumoniae kOkeni kontaminasyon nedeniyle ¢alsmadan ¢ikarildi ve iglemler 166 koken

tizerinden yapildi.

Tablo 11. Ampisilin direncli izolatlarm tiirlere gore dagilim

Bakteri Say1
Klebsiella pneumoniae 92 (91)
Escherichia coli 53
Enterobacter cloacae 5
Klebsiella oxytoca 5
Serratia marcescens 4
Enterobacter aerogenes 3
Morganella morganii 3
Citrobacter freundii - 2
TOPLAM 167 (166)"

*: 1 izolat kontaminasyon nedeniyle ¢caligmalardan ¢ikarildi.
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6.2. Konjugasyon Deneyi fle Direng Aktarimi Bulgulan

Ampisilin direngli 166 izolatn 74’inde (% 44.,6) direng aktarim gergeklesti. Direng
aktarim oranlar1 Tablo 12°de g6sterilmistir. Konjugasyon orant XK. pneumoniae’da %49,5, E.
coli’de %45,3 bulunmustur. Transkonjugantlardan 38’inin (%22,9) seftazidim igeren segici
besiyerinde tiredikleri goriildi. Bu durum ampisilin direnci yénmda olast 3. kusak

sefalosporin direncinin aktarilabildigini gosterdi (Tablo 12).

Tablo 12. izolatlarn diren¢ aktarim oranlan®

Konjugasyon (+) Segici besiyerinde iireme (+)
Bakteri Say1 say1 (%) Sayi (%)
STR+AMP* STR+CAZ*
Klebsiella pneumoniae 91 45 (49,5) 45 (49,5) 28 (30,8)
Escherichia coli 53 24 (45,3) 24 (45,3) 8 (15,1)

Enterobacter cloacae 5 3 3 1
Klebsiella oxytoca 5 - - -
Serratia marcescens 4 - - -
Enterobacter aerogenes 3 1 1 1
Morganella morganii 3 - - -
Citrobacter freundii 2 1 1 -

TOPLAM 166 74 (44,6) 74 (44,6) 38 (22,9)

x: Baz1 sayilarda anlamh olmayacag igin % hesabi yapimamgtir. )
*: STR+AMP(streptomisin 1000 pg/mL + ampisilin 10 pg/mlL); STR+CAZ (streptomisin 1000 pg/mL + seftazidim 2 pg/mL)

6.3. Plazmid Analizi

Transkonjugantlar iizerinden yapilan plazmid analizi sonuglarma gére 59 Ornekte
(%79,7) 7-212 kb arasmda degisen biiyiikliiklerde plazmid saptandi. 15 transkonjugantta ise
plazmid belirlenemedi. Bazi plazmid band 6mek-leri. Resim 1’de goriilmektedir. Plazmid
biiytiklikkleri, ADNA HindIII marker DNA pargalarmin  biiyiikliikleri ve gd¢ araliklan ile
olusturulan Sekil 1°de goriilen grafiin egim formiili kullanlarak hesaplandi.

Plazmid izole edilebilen 59 transkonjugantta 18 farkh plazmid ve 36 farkh plazmid
profili belirlenmistir. Bu profillerin, koken aldiklari bakteri tiirlerine gore dagiim ve profili
olusturan plazmidlerin sayr ve biylikliikleri Tablo 13°de goriilmektedir. Bu profillerden
TPP28, TPP17 ve TPP29 sirasiyla, suslarin %15,3, %8,5 ve %6,8’inde yer almglardir.
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Plazmidlerin sikhiina baktigumzda; 67 kb’hk plazmid 59 kdkenin 20’sinde (%33,9) yer
almigtir. Bunu 123 kb (%25,4), 17 kb (%23,7) ve 212 kb’lik (%16,9) plazmidler izlemektedir
(Tablo 14). Plazmidlerin birlikte bulunma durumlar incelendiginde, 67 ve 123 kb %13.6, 123
ve 144 %10.2, 67 ve 102 kb %8.5, 28 ve 212 kb %8.5 sikhkta saptanmuglardir. 3°li ve 4’li
birlikteliklerin sikhig1 ise %1,7-5,8 arasinda degismektedir (Tablo 14).

Tek plazmid band: izlenen 6rneklere EcoRI enzimi ile restriksiyon islemi uygulandi.
Ancak yeterli DNA miktar1 elde edilemediginden kesilen DNA pargalar1 elektroforez ile
goriintillenemedi. Ayrica ¢oklu band izlenen 24 transkonjugant, parental kokenleri ile
karsilagtirilarak plazmidlerin aktariimug oldugu dogrulands.
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Resim 1. Plazmid band goriiniimleri
M: ADNA HindITl marker; 5: alic1 E.coli sugu; 1-4, 6-15: trandkonjugant &rnekleri
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Tablo 13. Transkonjugantlarin plazmid profili

TPP* No Ps* | Plazmid (kb) Kpnt:‘:ggoniae ﬁ:;;l E.c::):azcae C.frne=u1ndii Topla;::ﬁ ;n=59)
TPP1 51| 7 17 | 67 | 123 | 144 1 1(1,7)
TPP2 4 | 28 | 67 | 97 | 212 1 1(1,7)
TPP3 4| 28 | 42 | 123 | 212 1 1(1,7)
TPP4 4 | 67 | 123 | 144 | 160 1 11,7
TPP5 | 4 | 7 | 67 | 7 | 160 1 1.7
TPP6 | 3 | 67 | 123 | 144 3 3(51)
TPP7 3| 67 | 123 | 212 2 2(34)
TPP8 3| 82 | 123 | 212 1 1(1,7)
TPP9 3| 28 | 42 | 212 1 1(1.7)
TPP10 | 3 | 17 | 123 | 144 1 100.7)
TPP11 | 3 | 10 | 67 | 123 1 1(1,7)
TPP12 | 3 | 102-| 123 | 182 1 1(1.7)
TPP13 | 3 | 48 | 67 | 82 1 1(1,7)
TPP14 | 3 | 67 | 97 | 160 1 1(1,7)
TPP15 | 3 | 35 | 82 | 123 1 1(1,7)
TPP16 | 3 | 17 | 82 | 123 1 101,79
TPP17 | 2 | &7 | 102 2 2 1 5(8,5)
TPP18 | 2 | 67 | 82 1 1 2(34)
TPP19 | 2 | 28 | 212 2 2(3.4)
TPP20 | 2 | 54 | 82 2 2(34)
TPP21 | 2 [ 28 | 42 1 1(1.7)
TPP22 | 2 | 17 | 144 1 1017
TPP23 | 2 | 10 | e7 1 1(1,7)
TPP24 | 2 | 28 | 35 1 10,7
TPP25 | 2 | 48 | 82 1 1(1,7)
TPP26 | 2 | 17 | 102 1 101,7)
TPP27 | 2 | 9 | 48 1 1017
TPP28 | 1 | 17 7 2 9(15,3)
TPP29 | 1 | 10 2 2 468
TPP30 | 1 | 24 1 1 2(34)
TPP31 | 1 | 212 2 234
TPP32 | 1 | 28 1 1(1,7)
TPP33 | 1 | 144 1 1(1,7)
TPP34 1 | 102 1 1(1,7)
TPP35 | 1 | 42 1 1047
TPP36 | 1 | 123 1 1(1,7)
Toplam| 33 23 2 I 59

x: TPP (transkonjugant plazmid profili); *: PS (plazmid sayist)
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Tablo 14. 59 transkonjugantta plazmidlerin bulunma sikhg:

Plazmid (kb) K.pneumoniae E.coli E.cloacae C.freundii Toplam (%)
7 1 1 2(3,4)
10 5 2 7(11,9)
17 8 6 14(23.7)
24 1 1 2(3,4)
28 6 2 8(13,6)
35 1 1 2(3,4)
42 3 1 4(6,8)
48 2 1 3(5,1)
54 2 2(3,4)
67 9 10 1 20 (33,9)
82 3 6 9(15,3)
97 2 1 3(5.1)
102 3 4 1 8(13,6)
123 7 8 15 (25,4)
144 1 7 8(13,6)
160 1 2 361
182 1 1(1,7)
212 9 1 10 (16,9)
7,67 1 1 2(34)
7, 67,97, 160 1 1(1,7)
7,17,67,123, 144 1 1017
10, 48 1 1(1,7)
10, 67 2 ' 2(34)
10, 67,123 1 10,9
17,102 1 1(1,7)
17,123 1 2 3(51)
17,144 1 2 3(5.1)
17,123,144 1 1 2(3.4)
17,82,123 1 10,7
28, 35 1 1.7
28, 42 2 1 361
28, 212 4 1 5(8,9)
28, 42,212 1 1 2(3.4)
28, 42,123,212 1 1117
28, 67,97, 212 1 11,7
38, 82,123 1 11,7)
48, 82 1 1 234
48, 67, 82 1 101,79
54, 82 2 2(34)
67, 82 1 2 3(6.1)
67, 97 2 1 361
67,102 2 2 1 585
67,123 6 2 8(13,6)
67,160 1 2 3(5.1)
67,212 3 3(51)
67, 97, 160 1 1 234
67, 123, 144 3 2 5(8.,5)
67,123, 212 2 2(34)
67, 123, 144, 160 : 1 : _ 10.7)
82, 123 1 2 3(5.1)
82, 123, 212 1 11,7
102,123,182 1 1(1.7)
123,144 1 5 6(10,2)
123,212 : 2 2 4(6,8)
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6.4. Antibiyotik Duyarhlik Sonug¢lan

Caligmaya alnan 74 koken ve 74 transkonjugantm tamami ampisiline direngli ( MIK
>256 pg/mL) bulunurken, imipeneme direng goriilmedi. Diger beta-laktam ajanlara duyarhhk
sonuglar1 Tablo 15°de gosterilmistir. Transkonjugantlarda sefoksitin direnci izlenmezken,
sirastyla amoksisilin/klavulanat (2:1) kombinasyo_nu, aztreonem, scftazidim, seftriakson ve

sefotaksime % 5.4, % 33.8, % 20.3, % 14.9 ve % 13.5 direng goriilmiistiir (Tablo 15).

6.5. GSBL Varhg

CDS, MCDS ve oksimino-beta-laktam disklerine klavulanat ilavesi yOntemleriyle
ampisilin direngli 166 kokende GSBL varligi arastiildi. GSBL pozitiflii acisindan X
pneumoniae % 57,1 ile birinci, E. coli %17 ile ikinci srrada yer aldi. Ayrica 9 kdkende IBL
varlig1 saptandi (Tablo 16).

Transkonjugantlarin %62,2’sinde GSBL (+)’1igi saptandi. Burada da en fazla pozitiflik

% 77,8 ile K. pneumoniae’da bulundu. Aktarim oranlarina bakildiginda, GSBL’lerin %73

diizeyinde aktarildid1 g6zlendi (Tablo 17). 5 E. cloacae verici kokeninde 1 GSBL saptanirken,

transkonjugantlarinda 3 GSBL saptanmustir. Bu 2 fazlalifa karsibk gelen verici kokenlerde
inhibisyon zonu ¢ok dar oldugu i¢cin GSBL varli: agisindan yorum yapilamamustir.
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Tablo 16. Ampisilin direngli izolatlarda GSBL ve IBL varh@’

Bakteri Say GSBL (+) IBL (+)
Klebsiella ppeumoniae 91 52 (%57.1) -
Escherichia coli 53 9 (%17) -
Enterobacter cloacae 5 1 3
Klebsiella oxytoca 5 - 1
Serratia marcescens 4 - -
Enterobacter aerogenes 3 1 3
Morganella morganii 3 - 2
Citrobacter freundii 2 - -
TOPLAM 166 63 (%38) 9(%5.4)

*: Bazi sayilarda anlamh olmayacag igin % hesab1 yapilmamgtr.

Tablo 17. Verici kokenlerde ve transkonjugantlarda GSBL dagilini”

Bakteri adt Verici kdken Transkonjugant Aktarim oran
Sayi  GSBL+ (%) sayt GSBL + (%) (%)
Klebsiella pneumoniae 91 52 (%57.1) 45 35(77.8) 35/52 (67.3)
Escherichia coli 53 9 (%17) 24 7(29.2) 7/9 (717.8)

- Enterobacter cloacae 5 1 3 3 3
Klebsiella oxytoca 5 - - - -
Enterobacter aerogenes 3 1 1 1 1/1
Morganella morganii 3 - - - -
Citrobacter freundii 2 - 1 - -
TOPLAM - 166 63 (%38) 74 46 (62.2) 46/63 (73)

+. Baz1 sayilarda anlamli olmayacag1 igin % hesabi yapilmamustir.
x: GSBL+IBL; *: Asini direng nedeniyle transkonjugantlara karsilik gelen 2 verici kokende GSBL saptanamad.
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Tablo 18. Transkonjugantlara gore beta-laktamazlarn izoelektrik noktalanr

Transkonjugant NO |GSBL TEKGC];HV 3:2; /.l‘g;f); izoelektrik nokta (pI)
K.pneumoniae 2 + -+ + 8,7 9,1
n=45 4 + | - + + 76 | 80 | 87
5" + -+ + 7,6
7 + | - 4+ + 8,0
8 + | - + + 8,1
23° + | -+ + 81 | 85 | 9,1
25 + -+ + 7,6
35 + |+ o+ + 54 | 58 [6,9-7,0 8,2-8,3
36 + |+ o+ + 54 | 58 [69-7,0 8,2-8,3
40 + | - o+ + 81 | 85 | 9,1
41 + | -+ + 8,7 | 9,1
42 + | - + + 81 | 85 | 9,1
43 + |+ 4+ + 54 8,0 8,7
457 1 o+ | -+ + 8,0
477 | + | -+ + 8,0
43 + | -+ + 76 | 80 | 87
6553 | - | - + | Incelenmedi 72 | 7,6
6741 + -+ + 7,6
7363 | + | -+ + 83 | 87 | 91
8338 | + | - + + 82 | 85
9252 | - | - 4+ U0 7,0-7,2| 7,6
9334 -+ -b 72 | 7,6
9415 | - | - + b 72 | 7,6
9446 - -+ A 7,6
974 | - | - + b 71 | 71,6
11823 | + - + + 8,6 9,1
11888 - -+ | incelenmedi
15524 - + - | incelenmedi | 5,4
15636 - + - | incelenmedi | 5,4 7,6 8,0 8,5
15681 | + | + + + 5,4 80 | 87
15780° | + | -+ + | 86 | 9.1
16863 | + | - - | incelenmedi 7,2-7,4 7,8-8,0
17684 | + | - + + 83 |8,6-8,7| 9,1
17720 | + + o+ + 5,4 6,6 7,6
18782" | + | - + + 7,6
9111 | + | - + + 8,6-8,7| 9,1
20658 | + + o+ + 54 9,1
20766 | + + o+ + 54 9,1
20820" | + | + + + 54 7,6 8,8
20072° | + |+ + + 54 7,6 8,8
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Tablo 18’in devam

Transkonjugant NO |GSBL TEBI’)IC%HV E:Isym;:); Izoelektrik nokta (pI)
23232 | + - + + 7,6
23774 | + + o+ + 54 8,0 8,5
K.pneumoniae | 27403 + + + + 5.4 8,0 8,5
27449 | + | + + + 54 80 | 85
27795 - - + -b 7,1 7,6
E.coli 0 |+ | + + + 54 | 58 [7,07,1 8,2-8,3
n=24 33 + + + + 54 | 58 |69-7,0 8,2-8,3
6855 - + - incelenmedi | 5,4 8,7
7134 - + - incelenmedi | 5,4
7320 - + - incelenmedi | 5,4
7898 - + - incelenmedi | 5,4
8844 - - - incelenmedi | 5,4
9223 - + - incelenmedi | 5,4
9331 - + - incelenmedi | 5,4
11231 - + - incelenmedi | 5,4
12056 | + + o+ + 5,4 |(6,0-6,1/6,8-6,9 8,2-8,4
16526 - + - incelenmedi | 5,4
16792 | + + + + 7,6 8,0 8,7
17276 - + - incelenmedi | 5,4 9,0
17706 | + - + + 7,6 8,0
17862 - + - incelenmedi | 5,4
18443 - + - incelenmedi | 5,4
19229°| - | + + | incclenmedi | 5.4
19512 - - - incelenmedi | 5,4
19940 | + + o+ + 76 | 80 | 87
20267 | + + o+ + 54 | 58 |6,8-7,0 8,5
20817 - + - incelenmedi | 5,4
21392 - + - incelenmedi | 5,4
22243 - + 4+ | Incelenmedi | 5,4
E.cloacae 8154" | + -+ + 8,5 9,1
n=3 8262 +- + o+ +. .54 8,2
10962 | + + + + 5,4-5,7 8,2-8,5
Eacrogenes |angs™| + | + 4 + 54 | 66 7,4 8,7
Clroundii— \atiaa | - | + + | Incolenmedi | 5,4

*: Bu transkonjugantlarda plazid saptanamamistir.

a: GSBL ve SHV PCR (+) drneklere uygulanmigtir, SHV/Nhel (+) olmasi SHYV tipi GSBL varlifim gosterir.
b: Verici k6kenlerde GSBL (+) oldugu igin isleme alinmistir.
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6.6. Izoelektrik Odaklama Bulgulan .

Transkonjugant enzim ekstrelerine (n=74) uygulanan IEF iglemi sonrasi ekstrelerde 1-4
ayr1 band saptanmigtir. Beta-laktamazlarm izoelektrik noktalar1 degerlendirildifinde, en sik
(%52.7) pl 5.4 olan bandin gozlendifi bunu siras1 ile pI’lan 7.6 (%28.4), 8.2-8.5 (%27), 8.0-
8.1 (%23), 8.6-8.8 (%21.6), 9.0-9.1 (%18.9), 7.1-7.4 (%10.8), 5.8-6.1 (%10.8), 6.8-7.0 (%8.1)
olan bandlarm izledigi goriildli (Tablo 18). E. coli transkonjugantlarinda pI 5.4 olan enzim
daha yaygm iken, K. pneumoniae’larda pl 7.0 ve iizerindeki enzimlerin daha yaygm oldugu
gorildi. Izoelektrik odaklama bulgular1 Tablo 18°de ve baz enzim bandlarni Resim 2°de
verilmistir.

GSBL (+) transkonjugantlardaki (n=46) duruma bakildiginda, ekstrelerin 19’unda
(%41.3) TEM ile uyumlu bandlar, 44’tinde (%95.6) SHV ile uyumlu bandlar, 17 &rnekte
(%37) TEM ve SHV ile uyumlu bandlar bir arada ve PCR sonucuna gére TEM, SHV varhig
bilinen 2 (%4.3) 6rnekte sadece TEM ile uyumlu bandlar izlenmistir. GSBL (-) drneklerde
(n=28) ekstrelerin 20’sinde (%71,4) TEM, 8’inde (%29.6) SHV ve 1’inde TEM ve SHYV ile
uyumlu bandlar izlenirken 1 6rnekte bant saptanmamustir (Tablo 18).

PCR ve IEF sonuglar1 dikkate alindigmda; 2 6rnek disinda (#16792, 19940) TEM PCR

ve 6 drnek digimda (#11888, 20658, 20766, 19229, 2243, 21144) SHV PCR sonuglarmnin IEF
sonuglari ile uyumlu oldugu goriildii (Tablo 18).

1 2 3 4 S5 6 1 2 3 4 5 6
9.0
8.7
7.6 . 7.6
7.0
6,1
5.4
5.4
(O (2)

Resim 2. IEF sonras: beta-laktamaz bandlan
PH arahi1 3-9 poliakrilamid jel. 1. TEM-1, 2: SHV-1 (jel 1) referans enzimleri
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6.7. TEM ve SHV PCR Sonuclari

Yetmis dort transkonjugant plazmid ekstresi TEM ve SHV genlerinin varhi@ agisindan
incelenmigtir. PCR sonuglanina goére, 74 transkonjugantin 39’unda (% 52.7) blargn geni,
55’inde (%74.3) blasyv geni saptandi. K. pneumoniae ve E. coli transkonjugatlarinda sirasiyla
TEM geni %31.1 ve %87.5 oranlarinda bulunurken, SHV geni %93.3 ve %33.3 olarak
saptanmugtir. Orneklerin 24’iinde (% 32.4) TEM ve SHV genléri birlikte saptanmugtir. Alict F.
coli susu her iki enzim agisindan da (-) bulunmustir. TEM,; SHV PCR sonuglan Tablo 19°da,
PCR irinlerinin bant goriinimleri Resim 3 ve 4’de gosterilmigtir. PCR ile IEF sonuglan

kargilagtinidiginda 6nemli 6lgiide uyumlu oldugu gorilmistiir (Tablo 18).

6.8. SHY PCR / Nhel Restriksiyon analizi

Verici kokenleri GSBL (+) olan transkonjugantlarin SHV-PCR iiriinlerinin Nhel enzimi
ile kesilmesi sonucunda, 51 ormegin 45’inde 770 ve 246 bp uzunlugunda iki kesim triinii elde
edilmis ve olumlu olarak degerlendirilmistir (Tablo 19). Bu sonug, transkonjugantlarda
bulunan 46 GSBL enziminden 45’inin SHV tiirevi oldugunu gosterdi. GSBL agisindan verici
kokenleri olumlu transkonjugantlari olumsuz olan 6 6mekte Nhel restriksiyon olumsuz
bulunmasi, SHV tipi GSBL aktannminin gergeklesmedigi seklinde yorumlanabilir. SHV/Nhel

restriksiyonun triinii 6rnek bandlan Resim 5’de gosterilmigtir.

Tablo 19. TEM, SHV PCR ve SHV/Nhel restriksiyon bulgular’

TEM-PCR SHV-PCR TEM+SHV  SHV/Nhel Restriksiyon

Transkonjugant + (%) +@%) PCR+ (%) _ﬁ‘nynek s o
Klebsiella pneumoniae- 45 14 (31.1) 42(93.3) 12(26.7) s‘:i‘(l)Sl 34(85) 6(15)
Escherichia coli 24 21(87.5) 8(333) 8(333) 7 7 (100) -
Enterobacter cloacae 3 2 3 2 3 3 -
Enterobacter aerogenes 1 1 1 1 1 1 -
Citrobacter freundii 1 1 1 1 - - -

TOPLAM 74 39(52.7) 55(743) 24(324) 51 45(88.2) 6(11.8)
*: Baz1 saylarda anlamli olmayacagi igin %o hesabi vapilmanugtr.
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Resim 3. TEM-PCR bant drnekleri
M1: Mass ruller low range marker, M2: 100 bp DNA ladder marker, NK: negatif kontrol, 2-13: 1074 bp &rnekler

Resim 4. SHV-PCR bant érnekleri
M1: Mass ruller low range marker, M2: 100 bp DNA ladder marker, 2-15: 1016 bp dmekler




Resim 5. SHV/Nhel restriksiyon analizi 6rnekleri

‘ M: Mass ruller low range marker, PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, 2-4,10-
12,14,15: pozitif 6rnekler, 9: negatif drnek.
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6.9. DNA Dizi Analizi Bulgular

Dizileme reaksiyonuna alinacak Orneklerin se¢imi i¢in, GSBL agisindan hem verici
kéken hemde transkonjugant pozitif olan 45, verici kdken pozitif ancak transkonjugant
negatif olan 6 olmak iizere toplam 51 Srnek Tablo 20°de goriildiigi sekliyle gruplandirildi.
Buna gore 18 sus grup temsilcileri olarak segildi. 18 sustan 9°u TEM ve SHV, 9’u SHV (27
ornek) agisindan incelendi. Tabloda koyu renkle gsterilen grup temsileilerinin ¢ift iplik DNA
dizi analizi sonucunda, TEM genleri i¢in yaklagik 1030, SHV genleri i¢in de yaklasik 960 baz
uzunlugunda diziler elde edildi. Dizilerin referans beta-laktamaz dizileri ile hizalanmug halleri
Sekil 2 ve 3’te goriilmektedir. Hizalanan niikleotid dizileri referans enzimler esliginde
aminoasit dizilerine gevrildi. Baz ve aminoasit dizileri, bilinen enzimlerle karsilastirilarak ve
ayr1 ayr1 GenBank’ta sorgulanarak tiplendirildi.

Incelenen tiim TEM &rmeklerinin, referans enzime gére (TEM-1) bazi niikleotid
degisiklikleri goriilse de (Sekil 2) aminoasit diizeyinde TEM-1 enzimini kodladiklar gortildii
(Tablo 21). SHV dizilerinin aminoasit degisikliklerine bakildifinda, incelenen- 18 k&kenin
17’sinde SHV varyanti GSBL enzimleri (SHV-2, SHV-5, SHV-12), I’inde SHV-1
bulunmugtur. Dokuz kékende ise TEM-1 ile SHV enzimleri birlikte yeralmistir (Tablo 21).
Enzimlerin 3’ disinda digerlerinin 6nceden saptanan izoelektrik noktalan ile uyumlu oldugu
gorildi. SHV-5 saptanan #2, SHV-12 saptanan #41 nolu suglarda pl 8,7 band1 goriilmiis,
SHV-2 saptanan #20658 nolu susta ise SHV-2 ile uyumlu band izlenmemistir (Tablo 20).
DNA diizeyinde tiplendirilen grup temsilcisi enzimlerin diger 6zellikleri incelendiginde diger
grup fiyelerinin de aym enzim tipine sahip olma olasili1 yiiksektir (Tablo 20).

Tablo 21. Beta-laktamaz tipleri ve SHV enzimlerindeki aminoasit degisiklikleri

Aminoasit pozisyonlari

Sus No Beta-laktamaz | spv.1+ | Leu35 | Gly 238 | Glu 240 |
K pneumoniae | 9446 SHV-1 SHV-1
K pneumoniae |5 SHV-2
K.pneumoniae | 17720, 20658, 21072 TEM-1 + SHV-2* SHV-2 Ser ‘
E.coli 16792 TEM-1 + SHV-2 . ‘;
K.pneumoniae |2,4,7 SHV-5 ‘
E.cloacae 8154 SHV-5 i
K pneumoniae | 43 TEM-1+ SHV-5* SHV-5 Ser Lys |
Ecloacae | 10962 TEM-1+ SHV-5
E.aerogenes 21195 TEM-1 + SHV-5 |

" | K.pneumoniae | 8, 40, 41 SHV-12 '

E.coli 33 TEM-1+ SHV-12* SHV-12 Gin Ser Lys
K pneumoniae |35 TEM-1+ SHV-12

*: GebBank X98098 nolu SHV-1 kdkeni, x: SHV-2, SHV-5, SHV-12 GSBL tipi beta-laktamazlardir.
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Sekil 2. TEM niikleotid dizileri

Numaralandirma referans susa (J01749, TEM-1) gére yapilmigtir. Dizilerin uzunlugu 1035 bp olmasina ragmen,
sekilde sadece degisiklik izlenen bolgelerin sonuna kadar gosterilmistir
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Numaralandirma referans susa (X98098, SHV-1) gére yapilmigtir. Aym diziye sahip &rnekler bir

gOsterilmigtir

Sekil 3. SHV niikleotid dizileri

arada
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7. TARTISMA

Beta-laktamlar en yaygmn kullailan antibiyotikler ve beta-laktamazlar da bunlara karg:
en Onemli direng mekanizmasidir (59). Enterobacteriaceae liyeleri basta olmak iizere Gram
olumsuz patojenler; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemleri inaktive
edebilen, say1 ve etki spektrumlan hzla artan »beta-laktamaz enzimleri sentezlerler.
Giiniimiize kadar aminoasit dizileri veya fenotipik 6zellikleri farkhilik gosteren en az 340
beta-laktamaz tanimlanmistir (3,4).

Giiniimiizde c¢aligmalar, beta-laktam ajanlarm segici etkileri sonucu TEM-1 ve SHV-1
enzimlerinde nokta mutasyonlar sonucu olusan, 6zellikle oksimino-beta-laktamlara karsi etki
spektrumlan genis olan GSBL enzimleri lizerinde yogunlagmustir. Bu enzimlerin sayis1 150°yi
asmustir(10). GSBL sentezleyen Enterobacteriaceae iiyelerinin hizla artmasi, bu enzimleri
klinik izolatlarda dogru saptama gerefini de beraber getirmistir. Uglinci kusak
sefalosporinlere direngli olmalarina ragmen rutin duyarhlik testlerinde duyarh goriinebilirler
(15,109).

GSBL enzimlerinin tiim diinyada hizla artmasi, klinik izolatlarda yaygin olmalar,
plazmidlerce aktarilabilmeleri ve salgnlar, sagaltim basarisizlifi, artan mortalite gibi ciddi
. klinik problemlere neden olmalari nedeniyle dogru saptanmalarm zorunlu kimustir. Beta-
laktamazlarin asgir1 {iretimi, birkag enzimin birlikteligi veya enzime bagh dirence diger direng
mekanizmalarinin eslik etmesi gibi nedenlerden GSBL’leri dogru saptamada fenotip temeline
dayali yontemler yetersiz kalabilmektedir (20-25). Giinlimiizde 6zgiil enzim tipini belirlemek
icin molekiiler yontemler mutlaka gereklidir (28-33). Ozgiil beta-laktamaz tipini belirlemede
DNA dizi analizi halen standart olma 6zelligini korumaktadir (35)

Calismamizda plazmid kokenli TEM ve SHV tipi beta-laktamazlar fenotipik ve

genotipik ydntemlerle incelenmis, 6zgiil GSBL tiplerini belirlemek icin DNA dizi analizi
yontemi kullamlmugtir.
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Klinik 6rneklerden izole edilen, ampisilin direngli olmalar1 nedeniyle potansiyel beta-
laktamaz {ireticileri olarak segilen 166 enterik bakteride GSBL sikhgi %37,7 olarak
saptanmistir. Bunlar arasinda K. pneumoniae ve E. coli sirasiyla %57,1, %17°lik oranlarla ilk
sirada yer almuglardir. Ulkemizde 1999-2002 yillar1 arasinda yapilan ¢ahsmalarda GSBL’lerin
yliksek oranda saptandigy gériilmektedir. Bu galigmalarin sonuglan gesitlilik gosterse de bizim
oranlarimiza yakin 61anlar ¢ogunluktadir. Giiltekin ve ark.(37) hastane infeksiyonu etkeni K
pneumoniae ve E. coli izolatlarinda sirasiyla %54 ve %21, Gokahmetoglu ve ark. (129) klinik
Klebsiella ve E. coli izolatlarinda sirastyla %62 ve %13, Aktas ve ark. (131) yine klinik
Klebsiella ve E. coli izolatlarinda sirasiyla %58,3 ve %21,2 ile bizim ¢ahsmamiza benzer
oranlar elde etmislerdir. Ulkar ve ark. (38) klinik Klebsiella ve E. coli izolatlarinda sirasiyla
%17,1 ve %3,5, Loker ve ark.(130) hastane infeksiyonu etkeni K. pneumoniae ve E. coli
izolatlarinda srrasiyla %42,6 ve %3,1 ile bizim ¢ahsmamizdan daha dtstik, Ozkan ve ark.
(140) ise yine hastane infeksiyonu etkeni K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda sirasiyla %66
ve %39 ile bizim ¢aligmamzdan daha yiiksek oranlar saptamuglardir. GSBL sentezleyen
bakteriler tiim diinyada yaygmdir. Hasta ozellikleri, farkh antibiyotik kullanma politikalar
gibi nedenlerden GSBL siklif1 filkeden iilkeye, bdlgeden bolgeye hatta aym birim iginde
farkliliklar gostermektedir (3,141,142).

Calismaya alinan 166 kokenin 9°unda (E. cloacae 3, E. aerogenes 3, M. morganii 2,
K oxytoca 1) IBL varhg da saptanmustir (Tablo 16). IBL varligi tam olarak gésterilememisse
" de Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp., C. freundii ve M .morganii tiirlerinde
bu Ozelligin bulunabilecegi diiglintilmelidir. Bu suglarin, in vitro testlerde 3. kusak
sefalosporinlere duyarh goriinseler bile direngli rapor edilmeleri 6nerilmektedir. Ciinki. bu
ilaglarm kullaimm ile dereprese mutantlarm se¢ilme ve tedavinin basarisiz olma olasihifi
yuksektir (59).

GSBL’ler oksimino-beta-laktamlara direngli. olmalarina kargin rutin duyarliik
testlerinde MIK degerleri direngli kabul edilebilecek diizeye her zaman ulagmaz (15). Moland
ve ark. (103) ile Jacoby ve ark. (104) GSBL varhgm glivenli olarak aragtirmak igin MiK veya
disk difiizyon testlerinden herhengi birinin tek bagma kullamlmasinmn basarisiz sonuglar
verdigini belirtmiglerdir. Kullamlan testlerin duyarhhigi ve 6zgiilliigli test edilen sefalosporin
ile degisebilmektedir (103). Geleneksel duyarhlik testlerindeki duyarhihk ve &zgillik
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problemi nedeniyle GSBL tamsinda c¢ok sayida oOzel yontem Onerilmistir (7,17-
19,59,104,107,109). Bunlar arasinda ¢DS ve NCCLS siv1 diliisyon dogrulama- testleri en
kolay ve en ekonomik yontemler olarak kabul gormektedir (10). Ayrica CDS testinin E Test,
iic boyutlu yontem ve diger testlere gore daha basanli sonuglar verdigi bildirilmistir
(108,111). Buna karsin direngli suslarda inhibisyon zon ¢aplani daralacagindan CDS testi ile
GSBL varhg saptanamayabilir. Bu gibi durumlarda diskler arasi uzaklik azaltilarak
uygulanan MCDS testi ile duyarlibk artmaktadir. Giilay ve ark. (106) standart yontemle
GSBL varligim %56,8 oraminda saptarken modifiye yontem ile bu orani %88,6 bulmuglardir.

Bugiine degin GSBL’ler en sik K. pneumoniae ve E. coli kokenlerinde saptanmustir.
Ancak diger enterik bakteriler de bu enzimleri sentezlemektedir (47). Enterobacter turlerinde
ozellikle E. cloacae kokenlerinde GSBL sikhigi genellikle disiik diizeyde rapor edilse de
(102,109,143), De Champs ve ark. (71) Fransa’da E. aerogenes kokenlerinde %53,5 GSBL
varlig saptamuglardir. Tzelepi ve ark. (112) standart CDS testi ile Enterobacter tiirlerinde
GSBL (+)’ligini %16, modifiye yontemle birlikte %71 bulmuglardir. Buna ek olarak modifiye
yontemde 3. kusak sefalosporin yerine sefepim kullandiklaninda GSBL (+) lik oranim %90°a
kadar c¢ikararak ashnda Enferobacter tirlerinde GSBL (+)’liginin yiksek oldugunu
bildirmislerdir. Biz de ¢ahsmamizda 8 Enterobacter spp. kokeninden 4’unde (E. cloacae 3,

E. aerogenes 1) GSBL varligina rastladik (Tablo 17).

Bu ¢alismada CDS, MCDS ve kombine disk (sefalosporin disklerine klavulanat ilavesi)
yontemleri GSBL dogrulama testi olarak kullamimistir. Ugiincii kusak sefalosporinlerden
seftazidim, seftriakson ve sefotaksim yaminda monbaktamlardan aztreonem indikator ajanlar
olarak testlerde yer almuslardir. Ayrica AmpC enzimlerinin degerlendirilmesi igin sefoksitin
kullamlmgtir. Ik1 K. pneumoniae izolatinda CDS ve MCDS testleri basansiz olurken,
sefalosporin disklerine klavulanik asit eklenmesiyle bu iki izolatta GSBL varhg saptanmustir.
Iki E. cloacae kokeninin (transkonjugantlannnda GSBL varlig: dogrulandi) fazla direngli
olmasi nedeniyle bu ii¢ yontemle de olumsuz sonu¢ alnmustir (Tablo 17). Bu tiirlerde

kromozomal enzimlerin yalanci negatifliklere neden oldugu bilinmektedir (59).

Beta-laktamazlan kodlayan plazmidlerin konjugasyon yoluyla gram olumsuz bakteriler

arasinda aktanlmasi beta-laktamazlann yayilmasinda en 6nemli mekanizmadir. Bu ¢aliymada
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diren¢ aktarimi plak konjugasyon deneyi ile incelenmistir. Toplam konjugasyon oram 74/166
(%44,6) bulunurken, bu oran K. pneumoniae kbkenlerinde %49,5, E. coli kékenlerinde %45,3
olarak gergeklesmistir. Transkonjugantlarin se¢ilmesinde ampisilin igeren segici besiyeri
yaninda seftazidim iceren secgici besiyerinin de kullanilmasi ve transkonjugantlarin
%22,9’unun  burada iliremesi, olast 3. kusak sefalosporin direncinin de aktarildigim
gostermigstir. Transkonjugantlarda GSBL (+)’ligi %62,2, GSBL aktarim orani ise %73 olarak
gbzlenmigtir. Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalarda; Pai ve ark.(125) 16 E. coli’den 14’{iniin
ve 12 K pneumoniae’nin tamaminm, Gniadkowski ve ark. (144) toplam 12 K pneumoniae
ve E. coli’den 10’unun, Shannon ve ark. (145) 10 K pneumoniae’nn tamammn GSBL
6zelligini alici susa aktardiklarm gostermislerdir. Chanawong ve ark.(146) 43 enterik
bakteriden 29’unun GSBL enzimlerini aktardiklarim saptamiglardir.

Beta-laktam duyarliliklar1 incelendiginde verici kokenlerin ve transkonjugantlarin
tamammm ampisilin  direngli (MIK >256 pg/ml) bulunurken, imipeneme direg
saptanmamugtir. Transkonjugantlarda s1ras§11a amoksisilin/klavulanat, aztreonam, seftazidim,
seftriakson ve sefotaksime %5.4 (MIK >32 pg/mL), %33.8 (MiK >32 pg/mL), %20.3 (MIK
>32 pg/ml), %14.9 (MIK 264 pg/mL)ve %13,5 (MIK =64 pg/ml) direng saptanmasi,
oksimino-sefalosporin direncinin 6nemli Olgcide  aktanldifim gostermistir. Sefoksitin
direncinin ise aktarilmadi gézlenmistir.

Bu c¢aligmada transkonjugantlarn 59’unda 7-212 kb arasinda degisen biiyiikliikklerde
plazmidler saptanmis ve 36 farkli plazmid profili elde edilmigtir. Onbes transkonjugantta ise
plazmid saptanmamugtir. Bu 15 rnekte TEM ve/veya SHV PCR (+) olmas: ve IEF bulgulari
ile uyum gostermesi (Tablo 18) nedeniyle plazmid ekstraksiyonu agmasinda saptanacak
diizeyde iiriin elde edilemedigi diigiiniilmiistiir. Pitout ve ark. (147) plazmid saptayamadiklan
transkonjugantlarda SHV tipi GSBL’lerin varhgmi dogrulamuglar ancak bu duruma bir
aciklama getirmemiglerdir.

Yapilan ¢aligmalar bir ¢ok GSBL geninin biiyiikliikleri 41-300 kb arasinda plazmidler
lizerinde yer aldigim ve kolayhkla bakteriler arasinda transfer oldugunu gostermistir
(9,73,125,144,148). Calsmamizda GSBL (+) 46 transkonjugantin 24’tinde >42 kb
biiytikliigiinde plazmidler goriilirken, 10’unda biiyiiklikleri 10-28 kb arasinda degisen
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plazmidler saptanmustir. %73 lik GSBL aktarim oram bu plazmidlerin kolay aktarildiginin bir
gostergesi olarak degerlendirilmistir. Bu galiymada plazmidlerin sikhgi degerlendirildiinde,
en sk (%33,9) 67 kb’lik plazmidin g6zlendigi bunu 123 kb (%25,4), 17 kb (23,7) ve 212 kb
(%16,9)’lik plazmidlerin izledigi saptanmustir (Tablo 14). Bazi kdkenler hari¢ enzim tipi ile
plazmidler arasinda iliski kurulamamugtir.

GSBL {ireten bakterilerin neden oldugu salgnlarda, ¢ok sayida hasta izolatnda aym
plazmid ve/veya plazmidlerin goriilmesi sik rastlanan bir durum olsa da (10), Shannon ve
ark.(145). ii¢ yillk bir zaman diliminde hastane salgmlarma neden olan GSBL (+) K
pneumoniae ve E. coli kokenlerinde enzimler ve plazmidler arasindaki iligkiyi incelemisler,
GSBL kodlayan plazmidler arasinda bir benzerlik saptamamuglardir. Chanawong ve ark. (146)
SHV-12 tagtyan 15 transkonjugantin plazmid analizi sonucunda bu direncin 13 farkh plazmid
ile tagindigim géstermislerdir.

Plazmidler bakteri genomunun sabit bir pargasi olmadig: i¢in suglarm aymrt edilmesinde
iyi bir belirleyici degildir. Silva ve ark. (149)’da populasyonda spontan degisikliklerin
meydana gelmesi nedeniyle klinkk izolatlarda plazmid sayisinda gesitliik olacagm
vurgulamiglardir.

IEF bulgularma goére transkonjugant enzim ekstrelerinin 1-4 ayn band igerdigi
.. saptanmgtir. Beta-laktamazlarm izoelektrik noktalar1 degerlendirildiginde, en sik (%52,7) pl
5.4 olan bandin gozlendigi bunu sirasi ile pI’lan 7.6 (%28.4), 8.2-8.5 (%27), 8.0-8.1 (%23),
8.6-8.8 (%21.6), 7.1-7.4 (%10.8), 5.8-6.1 (%10.8), 6.8-7.0 (%8.1) olan bandlarin izledigi
gbzlenmistir. E.coli transkonjugantlarmda pl 5.4 olan enzim daha yaygm iken, K
prneumoniae’larda pl 7.0 ve lizerindeki enzimlerin daha yaygm oldugu goériilmiigtiir. (Tablo
18). Giilay ve ark. (150) hastane infeksiyonu etkeni K. pneumoniae kdkenlerinde en sik
(%84.1) pl 7.6 olan bandi, bunu siras: ile izoelektrik noktalar1 8.4 (%34.1), 8.2 (%29.5), 5.4

(%29.5), 7.8 (%20.5), 8.6-8.8 (%9.1), 7.2 (6.8), 8.8-9.2 (%4.5), 6.8 (%2.3), 7.0 (%2.3) olan
bandlarin izledigini gostermislerdir.

GSBL (+) transkonjugantlarda (n=46), enzim ekstrelerin 19°unda (%41,3) TEM uyumlu

bandlar, 44’{inde (%95,6) SHV uyumlu bandlar, 17 6rnekte (%37) TEM ve SHV ile uyumlu
bandlar bir arada ve PCR sonucuna gére TEM, SHV varhg: bilinen 2 (%4,3) 6rnekte sadece
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TEM uyumlu bandlar izlenmistir (Tablo 18). Ulkemizde GSBL (+) klinik kdkenlerde yapilan
cabigmalarda; Loker ve ark. (130) SHV-1 veya SHV-2 uyumlu bandlar1 %92, TEM-1 uyumlu

bandlar %56 oraninda saptamglar, Cavusoglu ve ark. (150) %80 pI 7,6 olan (SHV uyumlu)
ve %20 pl 5,4 olan (TEM uyumlu) enzimler saptamiglardir.

Calismamizda ¢ogunlukla GSBL (+) transkonjugantlarda TEM veya SHV ile uyumlu
olabilecek bandlar yaminda pI >8.0 iizerinde bandlarin goriilmesi, Bradford (10)’un belirttigi

gibi son yillarda Enterobacteriaceae liyelerinde saptanan CTX-M gibi TEM ve SHV dis1
GSBL’lerin var olabilecegini diiglindiirmiistiir.

GSBL (-) drneklerde (n=28) ekstrelerin 20’sinde (%71,4) TEM, 8’inde (%29,6) SHV ve
1’inde TEM ve SHV  uyumlu bandlar izlenirken bir &rnekte bant saptanmamustir. Bu
orneklerin, klasik TEM-1 ve SHV-1 direng fenotipine sahip olmalari, bu enzimlere sahip
olabileceklerini diiglindiirmiistiir. Enzim band1 saptanamayan bir rnekte (#11888) ise SHV
PCR (+) olmas1 enzimin bant verecek diizeyde sentezlenmedigi seklinde yorumlanabilir.

PCR sonuglar1 dikkate alindiginda ; 2 6rnek diginda (#16792, 19940) TEM PCR ve 6
ornek diginda (#11888, 20658, 20766, 19229, 22243, 21144) SHV PCR sonuglarmm IEF
sonuglar1 ile uyumlu oldugu goriildii. #16792 ve #19940 nolu 6rneklerde TEM PCR (+)
olmasma ragmen uyumlu enzim bandlar1 izlenmemigtir. Benzer durum SHYV igin de gegerli
“olup, #11888, #20658, #20766, #19229, #22243 ve #21144 nolu 6rneklerde SHV PCR (+)
olmasma ragmen uyumlu enzim bandlari goriilmemistir (Tablo 18). Bu durum bant
saptanamayan Orneklerde beta-laktamazlarm saptanacak diizeyde eksprese olmadigi
bigiminde agiklanabilir.

TEM ve SHV genlerinin varhg PCR ile aragtirilirken, kullamlan dnciil setleri dizileme
reaksiyonunda enzimin tiim aminoasit dizisini gosterebilecek sekilde segilmigtir. PCR
sonuglarina gore, 74 transkonjugantm 39’unda (% 52,7) blargm geni, 55°inde (%74,3) blasuv
geni saptandi. K. pneumoniae ve E. coli transkonjugatlarinda sirastyla TEM geni %31,1 ve
%87,5 oranlarmda bulunurken, SHV geni %93,3 ve %33,3 olarak saptanmugtir. Orneklerin
24’tinde (% 32,4) TEM ve SHV genleri birlikte saptanmustir (Tablo 19). TEM ve SHV
genlerinin birlikteligi bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (21,125,142,146,152).

75



PCR calismarmzda 3 érnekte TEM ve SHV genleri saptanmamugtir. GSBL (-) olan 2
ornekte (#8844, 19512) pl 5.4 oaln 1’er bant, GSBL (+) olan érnekte (#16863) ise pl 7.2-7.4
ve 7.8-8.0 olan 2 bant saptanmustir (Tablo 18). GSBL (-) orneklerin klasik TEM-1 direng
fenotipine sahip ancak PCR sonucunun olumsuz olmasi yorum yapmayn giiglestirmistir.

GSBL (+) ornekte ise TEM ve SHV disi GSBL’lerin var olabilecegi diisiiniilmiigtiir.

Caliymamizda transkonjugantlarda SHV tipi GSBL varhgim goéstermek ig¢in SHV
PCR/Nhel restriksiyon testini kullanlmigtir. Bu test ile GSBL (+) 46 transkonjugantin
45’inde SHYV tipi GSBL varlig1 saptanmustir (Tablo 19). SHV tipi GSBL enzimlerini SHV-
1’den ayrrmay1 saglayan bu yéntem Niiesch-Indebinen ve ark.(30) tarafindan gelistirilmis ve
%100 duyarli oldugu belirtilmistir. Nhel enzimi SHV tipi GSBL genlerinde ortaya gikan, 238.
pozisyondaki glisin—»serin degisimine neden olan G—A niikleotid degisiklifine 6zgildir. Bu
arastincilar seftazidim MIK degeri 0,5 pg/mL altinda olan ve E Test ile GSBL (-) negatif
bulduklan suslarda bu yontemle GSBL varhgiu gostermislerdir. Bu durumu bla genlerinin
diisiik diizeyde ekspresyonu seklinde agiklamiglar, blasuv.gssr geni tasiyan her kokenin bu
geni diigiik diizeyde eksprese efse bile yiiksek derecede direngli hale gelme potansiyeli oldugu
icin bunun o6nemli bir bulgu oldugunu vurgulamuglardir. Bu g¢alhsmada da 3. kugak
sefalosporin ve aztreonam MIK degerleri, tekrarlayan ¢aligmalarda <0,5 pg/mL bulunan 7
) transkonjugantta GSBL varligi Nhel restriksiyonu ile saptanmigtir. Bush (11) bu durumu iki
sekilde agiklamustir. Birincisi, zayif promoter igeren genlerin diigiik diizey GSBL aktivitesine
neden olabilecegi, ikincisi de bir insersiyon elementi varhginda SHV genlerinin inaktive
olabilecegidir. Bu nedenlerden dolay: aktif enzim sentezlenmese bile genetik testlerin beta-

laktamaz varhgm gosterebilecei vurgulanmustir. Bu durum daha 6nce konu edilen PCR

olumlu ancak IEF bandi olumsuz olgulan agiklayabilir.

Nhel restriksiyon testi 238. aminoasit pozisyonunda glisin—>serin degisikligi olan SHV
tipi GSBLler igin ¢ok duyarl bir yontem olarak onerilse de (30) bu aminoasit degisikligini
sergilemeyen SHV-8, -18, -19, -24 (21,153-155) gibi enzimlerin ortaya cikist bu yontemi

etkisiz kilmistir. Bu ¢ahgmada daha sonra deginilecek olan dizi analizi bulgularina goére
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tiplendirilen SHV tipi GSBL’lerin tamammda 238. pozisyonda glisin—»serin degisikligi
g6zlenmistir.

Bu ¢alhismada Nhel restriksiyon analizine dncelikle GSBL ve SHV PCR (+) 6rneklerin
yanmisira, GSBL agisindan verici kokenleri olumlu, transkonjugantlar1 olumsuz ve SHV PCR
(+) olan 6 Ornek (#9252,9334,9415,9446,9674,27795) alinmustir. Bu 6 6rnek benzer IEF
paternine sahiptir (Tablo 18). Caliyma sonrasmda bu orneklerde SHVgspy varhg:
saptanmamugtir. Bu durum SHYV tipi GSBL’lern aktarilmadif: seklinde yorumlanabilir. Direng
fenotiplerinin klasik SHV-1 tipine uygun olmasi bunu desteklemektedir.

Bu galiyjmada, TEM ve SHV varyanti GSBL’leri tiplendirmek amaciyla blatey ve
blasyy genlerinin DNA dizi analizi, ulagabildigimiz kaynaklara gore iilkemizde ik kez
uygulanmugtir. Bunun igin GSBL (+) verici ve transkonjugant kokenler, &rneklerin
gonderildigi servis, bakteri tiir(i, antibiyotik duyarhlik paterni, IEF paterni ve PCR sonucuna
gére guruplandimlmustir (Tablo 20). Bu gruplardan rastgele bir veya iki 6rnek segilmis, PCR
tirlinleri ve PCR’da kullamilan 6nciil setler kullanilarak ¢ift iplik DNA dizi analizi yapilmstir.
Dizilemede enzimin tam aminoasit dizisini saglayacak bolge hedeflenmistir. Dizileme
sonrasmda TEM ve SHV genleri igin sirasiyla yaklagik1030 ve 960 bp uzulugunda niikleotid
dizileri elde edilmistir. Bu dizilerin kargihginda TEM 6meklerjnin tamammda TEM-1, SHV
Orneklerinde ise SHV-1 ve GSBL o6zelliginde SHV-2, SHV-5 ve SHV-12 enzimleri
" bulunmustur.

Amino asit numaralandirmalann Ambler modeline uygun olarak yapilmistr. TEM
Orneklerinin aminoasit dizilerinin TEM-1 beta-laktamaz yapisal geni ile aym oldugu
gorlilmiistir. SHV aminoasit dizileri i¢in SHV-1 yapisal geni esas alinmug, 238. pozisyonda
Gly—Ser degisimi goriilenler SHV-2, bu degisime ilave olarak 240. pozisyonda Glu—Lys
degisimi goriilenler SHV-S, bu iki bolgeye ilave olarak 35..pozisyonda Leu —Gln degisimi
goriilenler SHV-12 olarak adlandirilougtr. Bu bulgular, 6rneklerin hem niikleotit hem de
aminoasit dizileri internet ortammnda (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) sorgulanarak da
dogrulanmstir.

Calismamizda dizi analizi yapilan 18 kokenin 5’inde SHV-2, 7’sinde SHV-5, 5’inde
SHV-12, 1’inde SHV-1 saptanmustir. Ayrica kdkenlerin 4’tinde SHV-2 ile, 3’tinde SHV-5
ile, 2’sinde SHV-12 ile birlikte TEM-1 varhg: goériilmiistiir. Bu GSBL’lerin SHV varyanti
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olmalann Nhel restriksiyonu sonuglarim dogrulamigtir. TEM-1’in SHV-5 veya SHV-12 ile
birlikteligini Chanawong ve ark. (146) inceledikleri K. prneumoniae ve E. coli kokenlerinin
¢ogunlugunda gostermiglerdir.

SHV-1 ve SHV-2 7.6, SHV-5 ve SHV-12 8.2 olan izoelektrik noktalarina sahiptirler
(10). Caliymamizda bu enzimlerin 3’ diginda digerlerinin dnceden saptanan IEF paternleri ile
uyumlu oldugu goriilmiistir (Tablo 20). SHV-5 saptanan #2 ve'SHV-lZ saptanan #41 nolu
suglarda yinelenen tiim ¢ahigmalarda pl 8,7 olan bandlar gériilmiig ancak yorum getirilememis
ve gerekli bir kaynak bulunamamistir. SHV-2 saptanan #20658 nolu susta ise SHV-2 ile
uyumlu band izlenmemis, transkonjugant direng fenotipine bakildiginda enzim etkinliginin
zayif oldugu bu nedenle enzim sentezinin saptanacak diizeyde olmadigi disiiniilebilir. Baz1
enzimlerin izoelektrik noktalarinda + 0,2-0,3 sapma gorilmiigtiir. Matthew ve ark. (138)

izoelektrik noktalarinda ¢aligmadan galigmaya + 0,2 degisiklik olabilecegini gdstermislerdir.

Verici koken ve transkonjugantlarin antibiyotik duyarliliklan temel alindiginda SHV-2
enzimine sahip olanlarin, SHV-5 ve SHV-12’ye sahip olanlara gore beta-laktam ajanlara
etkinliklerinin genelde daha az oldugu gériilmiistiir. SHV-5 ve SHV-12’nin etkinliklerinin ise
benzer oldugu gorulmiistir. Direng fenotipi agisindan Nilesch-Inderbinen ve ark.(156) bu 3
enzimin, Chanawong ve ark (146) SHV-5 ve SHV-12  enzimlerinin 6nemli Olgide
benzedigini saptamuglardir.

Transkonjugantlanin  hi¢ birinde sefoksitin direnci goriilmemistir. Amoksisilin  /
klavulanat direngli veya orta duyarh verici kokenler ve transkonjugantlar Tablo 20’de 5, 6 ve
7. gruplarda yer almuslardir. Grup temsilcilerinin SHV-5 + TEM-1 (grup 5, 7) ve SHV-2 +
TEM-1 (Grup 6) tagimasi nedeniyle bu kokenlerde TEM-1 agin iiretiminin olabilecegi
digtnilebilir. TEM-1 agin dretiminin basta amoksisilin/klavulanat olmak iizere gesitli beta-

laktam ajanlara direng olusturdugu bir ¢ok ¢aligmada gosterilmistir (20,23,24).

GSBL agisindan verici kokenleri olumlu transkonjugantlant olumsuz olan (SHV
PCR/Nhel testi ile dogrulanmustir), direng fenotipi kasik SHV-1 tipine uyan, 6 K.
preumoniae kokenini igeren grubun (Tablo 20, Grup 12) temsilcisinde DNA dizi analizi

sonucu SHV-1 varlifi saptanmustir. Bu grubun diger iiyelerinin de aym enzime sahip olma
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olasilig yliksektir. DNA diizeyinde tiplendirilen diger grup temsilcisi enzimlerin bulunduklar
grubu temsil etme olasiliklarinin yiiksek oldugu diistiniilmiistiir.

SHV-2 Tiirkiye dahil tiim diinyada en yaygmn bulunan SHV tipi enzimdir (14,40). SHV-
2 kadar olmasa da SHV-5’te diinya ¢apinda yaygmdir (14). SHV-12 ise ilk olarak Isvicre’de
bulunmug (156) daha sonra Kore’de sik goriilmeye baglamistir (124,125). Son yillarda Italya
(142) ve Tayland’da (146) siklikla gériilmektedir.

Ukkemizde ~ SHV-5 ve SHV-12 saptandigmna iligkin bir literatiir bilgisine
ulagilamamugtir,. Bu ¢aliyma sonucunda K. preumoniae kokenlerinde SHV-5 ve SHV-12, E.
cloacae ve E. aerogenes kokenlerinde SHV-5, E. coli kékenlerinde ise SHV-12 varhgnm ilk
kez gosterildigi diigtiniilmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

GSBL enzimleri tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de yaygmn olarak bulunmaktadir.
Son 15 yilda tibbi Onemleri nedeniyle lizerinde yogun arastrma yapilan bir konu haline
gelmigtir. Tarihi gelisimlerine bakildifinda her yeni enzinﬁn ortaya ¢ikiginin arkasinda yeni
kullanima giren beta-laktam ajanlarm oldugu goriilmektedir. Beta-laktam ajanlarin yaygin
kullanimi ve bu antibiyotiklerin segici etkisi, GSBL {ireten bakteri sikhfinin artigina ve yeni
enzimlerin ortaya ¢gikisina neden olmusgtur.

Klinik &rneklerden izole edilen Enterobacteriaceae iiyeleri en sik GSBL sentezleyen
Gram olumsuz patojenlerin baginda gelmekte olup GSBL yaninda diger beta-laktamazlan da
siklikla iiretirler. Bu 6zelliklerini plazmidler aracihiiyla birbirlerine ve aile digindaki diger
tiirlere de aktarabilirler.

Calisilan hastaneye, gruba, kullamlan yontemlere gére GSBL olusturan bakteriler ve
oranlann degismekle birlikte, GSBL varhigimin gittikge bliyliyen bir sorun oldugu gergektir.
Klinik izolatlarda GSBL wvarhgm belirlemek icin ¢ok sayida yontem Onerilmistir. Bu
yontemlerden hi¢ birisi %100 duyarh ve 6zgiil degildir. Enzimin agin ve belki yetersiz
_tretimi, ¢oklu enzim varhg:i ve difer diren¢ mekanizmalan ile birliktelik yanls test
sonuclarina neden olabilmektedir. Fenotipik yontemler arasinda CDS, ekonomik ve kolay
uygulanir olmasi nedeniyle GSBL saptanmasindaki yaygmlifim korumaktadir. Direngli
kokenlerde standart yontemle olumsuz sonug alindiginda diskler arasi uzakhgn azaltilmasiyla
GSBL saptanmasindaki bagari artmaktadir. Glinlimiizde, yaklagik 350 beta-laktamazin
bilinmesi ve bunlarm bir ¢ogunda izoelektrik noktalarm benzer olmasi beta-laktamazlarin
tiplendirilmesinde IEF yontemini etkisiz kilmaktadir. Fenotipik yOntemlerde ortaya ¢ikan
sorunlar nedeniyle molekiiler yontemlerin gerekliligi artmustir. PCR en sk kullamlan
yontemdir ancak sadece enzim smifini belirleyebilmektedir. PCR-RFLP ve PCR-SSCP gibi
PCR tabanh testlerin tiplendirme yetenekleri kisithdir. Nikleotid dizi analizi tiim beta-

laktamaz varyantlarini belirlemede altin standart olarak goriilmektedir. Bu ¢aligma da GSBL
tipleri bu yéntemle belirlenebilmistir.
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Tiirkiye’nin Avrupa iilkeieri icinde GSBL sikhigmin en yiiksek oldugu ik ii¢ {ilke
arasinda yer almasi, hastanelerde GSBL iireten bakterilerin sikhgmm titizlikle izlenmesini
zorunlu kilmaktadir. Bu ¢ahsmada hastanemiz klinik &rneklerinden soyutlanan kokenlerde
saptanan SHV-2, SHV-5 ve SHV-12 baz iilkelerde salgmnlar bigiminde ortaya ¢ikmmgtir.
GSBL’lerin hizh artigt .ve salgmlar, sagaltim basarisizhfi, artan mortalite gibi ciddi klinik
sorunlara neden olmalan dogfu saptanmalarini ve tiplendirilmelerini gerektirmektedir.

Yeni GSBL’lerin saptandifi giiniimiizde, beta-laktam direncine karsi savagm igin her
hastanede infeksiyon ve antibiyotik kontrol programlarmm giincellenmesi ve etkin
uygulanmasi, hastane bakteriyel floras1 ve bunlarin direng profillerine bagh olarak en uygun
GSBL izleme ve dogrulama yéntemlerinin uygulanmas: gereklidir.
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