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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Escherichia coli Kékenlerinde CTX-M

Geninin Fenotipik ve Genotipik Olarak Saptanmasi

Bakterilerin direng gelistirmesinde en sik kullandiklar1 mekanizma sentezlenen
enzimlerle ilacin inaktive edilmesi veya modifiye edilmesidir. Beta-laktamaz sentezi basta
Enterobacteriaceae uUyeleri olmak (zere Gram negatif bakterilerin beta-laktam
direncindeki en Onemli mekanizmadir. CTX-M tipi genis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) iireten bakteriler diinyada ve iilkemizde hizla yayilmaktadir.

Bu calismada klinik 6rneklerden izole edilen Escherichia coli kdkenlerinde GSBL
varhigmin dort fenotipik yontemle arastirilmasi ve beta-laktamaz sentezinden sorumlu olan
blactx-m genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanmasi amaglandi.

Klinik 6rneklerden izole edilen ve Vitek 2 otomatize sistem ile saptanmis GSBL
pozitif 100 E. coli ve GSBL negatif 50 E. coli kokeni ¢alismaya dahil edildi. Vitek 2 ile
antimikrobiyal duyarliliklart ve GSBL varlig1 bakilan kdkenlere disk difiizyon tarama testi
(DDTT), kombine disk dogrulama testleri (KDDT) uygulandi.

Vitek 2, DDTT ve sefotaksim-sefotaksim/klavulonik asit (CTX/CTC) KDDT ile
125 (%83.3) koken pozitif veya negatif ayni sonucu verirken Vitek 2 ve seftazidim-
seftazidim/klavulanik asit (CAZ/CZC) KDDT’de 110 (%73.3) koken, CAZ/CZC KDDT
ve CTX/CTC KDDT ile de 135 (%90) kdken ayni sonucu verdi. DDTT ve KDDT’lerin
sonuglart karsilastirildiginda sonuglar1 birbiriyle daha uyumlu bulunmus olup DDTT ve
CTX/CTC KDDT ile 138 (%92), DDTT ve CAZ/CZC KDDT ile 133 (%88.7) kokende
ayn1 sonug alindi. Vitek 2 ile diger testler arasinda anlamli bir uyum saptamamiza ragmen
DDTT ve KDDT’ler ile daha uyumlu sonuglar alindi. Vitek 2 ile saptanan GSBL’lerin
diger KDDT ile dogrulanmasi gerektigi sonucuna ulasildi.

PZR ile 150 kokenin %67.3’linde blactx-m geni pozitif bulundu. Bu kdkenlerinde
siklik sirasina gore Grup 1 (%46), Grup 1V (%38.7), Grup II (%20) ve Grup III (%7.3)
blactx-m geni tasidigr tespit edildi.

CTX-M Dbeta-laktamazlarin alt tiplerinin belirlenmesinde PZR gibi molekdler
yontemlerin kullanilmasi faydali olacaktir. Ayrica, fenotipik GSBL tarama ve dogrulama
testleri ile CTX-M beta-laktamaz varligi bazen tespit edilemediginden, genotipik olarak
CTX-M sentezleyen kokenlerin saptanmasi diger hastalara bulasim1 onlemek icin de
onemlidir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, genis spektrumlu beta-laktamaz, CTX-M



ABSTRACT

Phenotypic and Genotypic Determination of blactx.m Gene in Escherichia

coli Strains Isolated from Clinical Samples

The most common mechanism used by bacteria to develop resistance is inactivating
or modifying the drug by enzymes. Synthesis of beta-lactamase is the most important
mechanism for beta-lactam resistance of especially members of Enterobacteriaceae and
Gram-negative bacteria. CTX-M type extended spectrum beta-lactamase (ESBL)
producing bacteria are rapidly spreading in our country and throughout the world.

In this study, it was aimed to investigate the presence of ESBL synthesis by four
phenotypic methods (disc diffusion screening test, combined disc confirmation test) and to
determine blactx-m genes responsible for beta-lactamase synthesis in Escherichia coli
strains isolated from clinical specimens by polymerase chain reaction (PCR). ESBL-
positive 100 and ESBL-negative 50 E. coli strains which were determined by Vitek 2
automated system were included in the study.

While 125 (83.3%) strains gave the same results as negative or positive with Vitek
2, DDST and CTX/CTC CDCT, 110 (73.3%) strains gave the same results with Vitek 2
and CAZ/CZC CDCT. Also 135 (90%) strains gave the same results with CAZ/CZC
CDCT and CTX/CTC CDCT. When the results of DDST and CDCT tests were compared,
their results were more compatible with each other. With DDST, CTX/CTC CDCT 138
(92%) strains gave the same results, and 133 (88.7%) strains gave the same results with
DDST and CAZ/CZC CDCT. Although we determined significant accordance with Vitek 2
results with the other tests, more compatible results were obtained with DDST and CDCT.
Thus, we reached the conclusion that ESBL results determined with Vitek 2 should be
verified with CDCT tests.

Based on PCR, blactx-m genes were found in 67.3% of 150 strains. According to
the order of frequency, group IV (38.6%), group Il (20%) and group Il (7.3%) blactx-m
genes were carried (46%) in these strains.

Molecular methods such as PCR will be useful for the determination of subtypes of
CTX-M beta-lactamases. Also, sometimes determination of CTX-M beta-lactamse
synthesis is not possible by phenotypic ESBL screening and confirmation tests, genotypic
detection of CTX-M producing strains is also important to prevent transmission to other
patients.

Key Words: Escherichia coli, extended spectrum beta-lactamase, CTX-M



1. GIRIS

Penisilinin  1929°’da kesfinden bugiine kadar c¢ok sayida yeni antibiyotik
gelistirilerek klinik kullanima girmistir. Antimikrobiyal ilaglara diren¢ infeksiyon
hastaliklarinin tedavisini gii¢lestiren ve zamanla giderek artan bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle de c¢oklu ilag direnci hastane infeksiyonlarinda tehdit
olusturmaktadir.

Bakterilerin antibakteriyel ajanlara karsi direng gelistirmesinde en sik kullandiklari
mekanizmalardan biri sentezlenen enzimler ile ilacin inaktive edilmesi veya degisiklige
ugratilmasidir. Ayrica bu enzimleri sentezleyen genlerin plazmidler iizerinde bulunmasi
direncin hizla yayilimmna neden olmaktadir. Beta-laktam grubu antibiyotiklerin beta-
laktamaz enzimleri ile hidrolizi bunun en iyi 6rnegidir. Beta-laktamazlar Gram pozitif,
Gram negatif ve anaerob bakterilerce iiretilmelerine karsin, beta-laktamaz sentezi basta
Enterobacteriaceae (yeleri olmak (zere Gram negatif bakterilerin beta-laktam
direncindeki en O©nemli mekanizmadir (Pool 2004). Genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL), beta-laktamazlar arasinda en 6nemli gruptur. GSBL (reten bakteriler,
cesitli beta-laktam antibiyotikleri inaktive etmektedir (Sturenberg ve Mack 2003).
GSBL’ler penisilinler, 1., 2. ve 3. kusak sefalasporinleri hidrolize ederler. Karbapenem,
sefamisin ve beta-laktamaz inhibitorleri ise bu enzimlere dayaniklidir (Philipon ve ark.
1994, Livormore ve Williams 1996). GSBL (reten mikroorganizmalar ile infeksiyon ve
kolonizasyon gelisimi i¢in genellikle hastanede uzun siire kalan ve invaziv islemler
uygulanan hastalar yiiksek risk altindadirlar. Gram negatif bakteriler arasinda GSBL
tireteminin en sik gézlendigi kokenler Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli'dir.

Gram negatif bakterilerde plazmid aracili ilk beta-laktamaz 1960 yilinda
tanimlanmis ve TEM-1 olarak adlandirilan enzim kan kiltiiriinden izole edilen E.coli
kokeninde bulunmustur (Datta ve Kontomichalou 1965). Diger sik karsilasilan enzim
SHV-1, K. pneumoniae izolatlarinda ¢ogunlukla kromozomal, E. coli’de ise genellikle
plazmid aracili sentezlenir (Bradford 2001). GSBL’lerin biiytlik bir kism1 1980’11 yillarda
tanimlanan TEM ve SHV enzimlerinden koken almistir. E.coli tarafindan tretilen TEM ve
SHV olmayan bir enzim 1989°da bildirilmistir. Daha sonra bu enzimin sefotaksime karsi

hidrolitik aktivitesi gosterilen CTX-M-1 olduguna karar verilmistir (Bernard ve ark. 1992).



CTX-M iireten izolatlarin 1990’larda diinyada yayilimi sinirli olmasina ragmen son on
yilda bu durum degismistir. Son epidemiyolojik c¢alismalar GSBL iireten bakterilerde
CTX-M enzimi varliginin arttifim1 gostermektedir (Canton ve Coque 2006, Bonnet 2004,
Rossolini ve ark. 2008).

Rutin olarak uygulanan antibiyotik duyarlilik testleri basta Klebsiella spp. ve E. coli
olmak Uzere Gram negatif bakterilerde beta-laktam direncini gostermede yetersizdir. Bu
testlerle in vitro beta-laktam antibiyotiklere duyarli olduklari saptanan bazi kokenlerin in
vivo direngli oldugu bulunmakta ve bu durum tedavide basarisizliga yol agmaktadir (Horan
ve ark. 1992).

Calismamizda Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2009 - Aralik 2010 yillar1 arasinda ¢esitli
bolimlerden gelen Klinik 6rneklerden izole edilen E.coli kokenlerinde GSBL varliginin
disk difiizyon tarama testi, kombine disk dogrulama testi ve otomatize sistem kullanilarak
arastirtlmasi ve alinan sonuglarin karsilastiritlmasi, GSBL pozitif izolatlarda blactx-m beta-
laktamaz iiretiminin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile saptanmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beta-laktam Grubu Antibiyotikler

Giliniimiizde en yaygin kullanilan antibiyotik tiiriidiir. Diisiik toksisiteleri, yiksek
bakterisid etkileri ve birgok infeksiyonun tedavisinde etkili olmalari bu grup
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilma nedenlerinden bazilaridir. Dolayisiyla da bu
yaygin kullanimlar1 hizla gelisen direng sorununu dogurmaktadir (Giir 2002).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, yapilarinda beta-laktam halkasi tasiyan, bu
halkaya baglanan farkli yan zincirler ile de gruplara ayrilan antibiyotiklerdir (Sekil 2.1).

? Penisilinler Sefalosporinler
|
R—C—NH s
S—R'
X \
o cooH & /
=
OH
Karbapenemler Monobaktamlar
3 ,
R—C—NH ¢ R—C—NH

P )l

0 C—Fr e} 50
COCH
Sekil 2. 1 Beta-laktam grubu antibiyotikler

Penisilinler, monobaktamlar, karbapenemler, sefalosporinler ve beta-laktamaz
inhibitorleri olarak bes grupta toplanabilirler (Colak 1999). Beta-laktam grubu
antibiyotikler, bakterilerde peptidoglikan tabakanin sentezinden sorumlu stoplazmik
membran Uzerinde bulunan penisilin baglayici proteinlere (PBP) baglanarak etki
gosterirler. Peptidoglikan tabaka, mikroorganizmanin hiicre duvar yapisimnin biitiinliigiini
saglar ve mikroorganizmay1 ozmotik basingtan korur. Beta-laktam antibiyotikler PBP’lere

baglaninca peptidoglikan sentezlenmez ve hiicre duvar yapisi bozularak bakteri lizise ugrar

(Kong ve ark. 2010).



2.2. Bakterilerde Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler, mikroorganizmalardan elde edilen, kiiciik dozlarda diger
mikroorganizmalar1 6ldiiren ve insan organizmasina zararl etkisi goriilmeyen dogal veya
sentezlenmis maddelerdir (Giilay 1999). Genellikle iirettikleri antibiyotiklere kars1 direngli
olan bu mikroorganizmalar farkli antibiyotiklerden etkilenirler. Alexander Fleming
tarafindan 1929 yilinda ilk antibiyotik olan penisilinin kesfi ile antibiyotik hayatimiza
girmis ve infeksiyon hastaliklarindaki basaris1 ile de kullanim1 giin gegctikge
yayginlagmistir. Yayginlasan antibiyotik kullaniminin dogal sonucu olarak direng gelisimi
de hizla artmistir (Kong ve ark. 2010).

Glinlimiizde antibiyotiklere karsi direncin bu kadar hizli gelismesinin nedenlerinin
en basinda yaygin ve bilingsiz antibiyotik kullanimi gelmektedir. Ayrica direngli
bakterilerin neden oldugu infeksiyonlara bagli 6liim oranlarindaki artista sorunun dnemini
ortaya koymaktadir (Oztiirk 2002).

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 gosterdigi diren¢ dogal ve kazanilmig

diren¢ olmak Uzere iki bélumde incelenebilir.

2.2.1. Dogal Direnc

Bakterinin tasidigi genetik 6zellikleri nedeniyle sahip oldugu direngtir. Bu 6zellik
sayesinde bakteri bazi antibiyotik tiirlerine karsi dogal olarak direnclidir. Tiir 6zelligi
olarak ilacin hedefi olan yapiyr tasimamalar1 veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolay1
hedefine ulasmasini &nleyen dogal engeller bu tip direngten sorumludur. Ornegin; ilacin
dis membrandan gecememesi nedeniyle Gram negatif bakteriler vankomisine dogal olarak

direnglidirler (Ylce 2001).

2.2.2. Kazamilmis Direng
Sonradan kazanilan direng tipidir. Bakterinin genetik 6zelliklerindeki degisimler
sonucunda, dnceden duyarli oldugu antimikrobiyal ajandan etkilenmemesidir. Giiniimiizde

antimikrobiyal ajanlara kars1 direnci saglayan ana mekanizmadir (Giilay 1999).



2.2.2.1. Kromozomal Direng

Bakteri kromozomunda kendiliginden (spontan) olusan mutasyonlar sonucu ortaya
cikar. Spontan mutasyonlar bazi fiziksel ve kimyasal faktorlerle olusabilir ve sonucta
bakteri hiicresinde yapisal degisimler olusur. Boylece hiicrenin ilaca permeabilitesi
azalabilir veya hiicre i¢inde ilacin hedefinde degisiklikler olabilir (Yiice 2001). Klinikte bu
tip direng nadir goralir.

2.2.2.2. Plazmidlere Bagh Direnc¢

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak ¢ogalabilen ekstrakromozomal genetik
elementlerdir. Klinikte goriilen direncin ana sorumlusu plazmide bagl direnctir. Direng
plazmidleri (R-plazmidi) bir veya daha c¢ok sayida antibiyotige karsi direng genlerini
tasimaktadir. Plazmid genleri genellikle ilaglar1 parcalayan enzimlerin iiretilmesinden

sorumludur (Oztiirk 2002).

2.2.2.3. Transpozonlara Bagh Direnc¢

Transpozonlar, bakteri kromozomunun degisik yerlerine yerlesebilen veya
kromozomdan plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden kromozomal DNA'’ya,
kromozoma veya bakteriyofaja aktarilabilen DNA dizileridir (Oztiirk 2002). Ozellikle

coklu ilag direncinin ortaya ¢ikisinda ve yayilisinda transpozonlarin biiytik rolii vardir.

2.3. Beta-laktam Grubu Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Gelisimi
Bakterilerde beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ dort yolla gelisebilir.

2.3.1. PBP’de Olusan Degisiklikler ile Antibiyotigin Hedefine Baglanmasinin
Engellenmesi
Beta-laktam antibiyotiklerin hedefi, hiicre zarinda yer alan ve peptidoglikan

sentezinden sorumlu olan penisilin baglayan protein (PBP) olarak adlandirilan enzimlerdir



(Yiice 2001). PBP’lerdeki degisiklikler; kromozomal mutasyonlar sonucu PBP’nin beta-
laktam antibiyotige baglanma 6zelliinin azalmasi, PBP sentezinde azalma olmas1 veya
beta-laktam antibiyotiklere diisiik baglanma 6zelligi gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi
sonucu olusabilmektedir. Bunlarin tiimii kromozomal mutasyonlar sonucu ortaya
¢ikmaktadir. PBP degisimine bagli direng bazi Gram pozitif koklarda ve Pseudomonas
spp.’de gozlenmektedir. Gram pozitif koklardan Streptococcus pneumoniae ’de gbzlenen
penisilin direnci ve Staphylococcus aureus’ta gézlenen metisilin direnci bu mekanizma ile
olugmaktadir (Giir 2002).

2.3.2. D1s Membran Proteinlerinde (OMP) Olusan Degisiklikler ile Ilacin Hiicre i¢ine
Girisinin Onlenmesi

Gram negatif bakterilerde beta-laktam molekiilleri digs membran protein (OMP) ad1
verilen kanallardan gegerek periplazmik bosluga ulasirlar (Giir 2002). OMP’lerin
ozellikleri ve sayilari ile antibiyotigin 6zellikleri (¢oziintirliik, biiyiikliik, yiik) hiicre i¢ine
giris hizin1 belirlemektedir. OMP eksikligi olan Enterobacteriaceae mutantlari klinikte
nadirdir (Glr 2002). Dis membranda bulunan OmpC ve OmpF beta-laktam
antibiyotiklerinin hiicreye giris yoludur. Dolayisiyla bakteri OMP’lerinin yapisinda
meydana gelen degisiklikler birden fazla antibiyotige karsi direng gelisimine neden

olabilmektedir.

2.3.3. Aktif Pompa Sistemi ile Antibiyotigin Hiicre Disina Atim

Bakterilerin beta-laktam grubu antibiyotikleri inaktive eden enzimleri (beta-
laktamaz) sentezlemeleri ile olusan direngtir. En sik rastlanan direng tipidir. Gram pozitif
bakterilerde beta-laktamazlar genelde dis ortama salgilanirlar. Gram pozitif bakteriler
icinde beta-laktamaz sentezleyen en 6nemli patojen S. aureus'tur. Stafilokoklarin beta-
laktamazlar1 plazmid kontroliindedir ve bakteriyofajlar araciligi ile duyarli bakterilere
aktarilmaktadir. Gram negatif bakterilerde ise beta-laktamazlar, dis membran ile
stoplazmik membran arasindaki periplazmik bosluga salgilanmaktadir. Gram negatif
bakterilerde beta-laktamaz enzimleri kromozom ya da plazmid kontroliinde sentezlenir.

Membrana bagli enzimler ender olarak bildirilmektedir (Gur 2002).



2.3.4. Beta-laktamaz Enzimleri ile flacin Inaktive Edilmesi

Antimikrobiyal ajanin hiicre iginde birikiminin engellenmesi ve digar1 atilmasidir.
Gram negatif mikroorganizmalardaki tetrasiklin direncinden genellikle bu mekanizma
sorumludur. Bu diren¢ gennelikle transpozon aracili olsa da kromozom ve plazmid aracili

da olabilir (Kuyucu 2007).

2.3.5. Beta-laktamazlar

Beta-laktam antibiyotiklere kars1 direnci saglayan enzimlerdir. Zamanla ¢ok sayida
beta-laktam antibiyotigin kullanima baslanmasiyla bu antibiyotikleri inaktive eden
enzimler ortaya ¢ikmis ve sayilari giderek artmistir. Gram negatif, Gram pozitif ve anaerob
bakterilerce iiretilmelerine karsin, beta-laktamaz sentezi basta Enterobacteriaceae Uyeleri
olmak Uzere Gram negatif bakterilerin beta-laktam direncinin ana mekanizmasidir (Pool
2004). Beta-laktam halkasindaki amid bagmi pargalayarak beta-laktam ajanlari inaktive
ederler (Sekil 2.2). Penisilinler, 1., 2. ve 3. kusak sefalosporinler ve benzeri beta-laktam

antibiyotikleri hidrolize ederler (Gulay 1999).
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Sekil 2.2 Beta-laktamazin etki mekanizmasi

Beta-laktamazlarin isimlendirilmesi ¢esitli sekillerde yapilabilmektedir. Ornegin;
ilk izole edildikleri bakterilere gore (PSE, Pseudomonas), etkiledikleri susbstratlara gore
(OXA, oksasilin), ilk izole edildikleri hastalara gore (TEM, Temoniera), biyokimyasal
Ozelliklerine gore isimlendirilebilirler (SHV, sulphidryl hiper variable). Bunun gibi birkag

farkli 6zellige gore de isimlendirilebilirler (Gur 1997).



Kromozom, plazmid veya transpozon araciligi ile sentezlenebilirler. Plazmid
araciligi ile sentezlenen ilk beta-laktamaz enzimi olan TEM-1, 1960’larin basinda kan
kaltarinden izole edilen bir E. coli kokeninde saptanmustir (Bradford 2001). TEM-1’in
diger bakterilerde transpozon ve plazmid aracili sentezi yayilimini kolaylagtirmistir.
izolasyonundan sonraki birkag yil icinde Enterobacteriaceae ailesi uyelerine ve
Pseudomonas, Haemophilus, Neisseria gibi tiirlere yayilimi hizla artmistir (Bradford
2001).

2.3.6. Beta-laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta-laktamazlarin siniflamasinda sik karsilagilan iki gruplama vardir. Birincisi
Ambler’in  molekiiler siniflamasi  digeri  Bush-Jacoby-Medeiros’un  fonksiyonel
siiflamasidir (Bush ve ark. 1995). Ambler, beta-laktamazlart molekiiler yapilarindaki
aminoasit ve niikleotid dizilerindeki benzerliklerini dikkate alarak A (Oncelikli olarak
penisilinleri hidrolize edenler. Ornek; TEM-1), B (aktivite gosterebilmeleri icin cinkoya
ihtiyac duyan metallo enzimler), C (esas olarak sefalosporinaz aktivitesi gosterenler) ve D
(oksasilinleri hidrolize eden enzimler) olmak tizere dort grupta toplamistir. A, C ve D grubu
beta-laktamazlar serin beta-laktamaz, B grubu beta-laktamazlar ise metallo beta-
laktamazlardir (Ambler 1980).

Bush-Jacoby-Medeiros’un fonksiyonel gruplandirmasinda ise bu enzimler substrat
profillerine ve biyokimyasal 6zelliklerine gore dort temel grup ve alt gruplara ayrilmistir
(Bush ve ark. 1995). Bugiin i¢in en gecerli siniflama budur.

Grup 1: Kromozomal beta-laktamazlardir. Molekiiler grup C’de yer alirlar.
Sefalosporinaz aktivitesi gosterirler. AmpC enzimleri, ayrica plazmid kontroliindeki (FOX-
1, CMY-1, MOX-1 vb.) beta-laktamazlar da bu grupta yer almaktadir. Klavulonik asit ve
sulbaktamdan etkilenmezler. Karbapenemlere karst duyarhidirlar.

Grup 2: Bu grup substrat profillerindeki farkliliklar nedeniyle alt gruplara
ayrilmustir.

2a: Penisilini hidrolize eden enzimler bu gruptadir. Molekiiler sinif A’da yer alirlar.
Klavulonik aside duyarhdirlar.

2b: Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eden enzimler bu gruptadir. Molekiiler

siif A’da yer alirlar. Plazmid kontroliindeki, TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamazlari



bu gruptadir. Klavulonik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine
duyarhdirlar.

2be: Bu grup TEM ve SHV tiirevi enzimlerden olusur. Genislemis spektrumlu beta-
laktamlar Gzerinde etkilidirler. Klavulonik asit gibi beta-laktamaz inhibitorlerine
duyarhidirlar. Ozellikle Klebsiella ve E.coli kékenlerinde yaygindirlar.

2br: Klavulonik aside direngli GSBL’ler bu gruptadir. Molekiiler sinif A’da yer
alirlar. Plazmid kokenlidirler.

2c: Karbenisilini hidrolize eden enzimler bu gruptadir. Molekiiler simif A’da yer
alirlar. Klavulonik aside duyarlidirlar.

2d: Oksasilini hidrolize eden enzimler bu grupta yer alir. Molekiiler sinif D’de yer
alirlar. Klavulonik asit ve sulbaktama direnclidirler. Plazmid kontroliinde sentezlenirler.

2e: Sefalosporinleri inhibe ederler. Klavulonik aside duyarlidirlar. Molekiiler sinif
A’da yer alirlar.

2f: Karbapenemleri hidrolize ederler. Molekiiler sinif A’da yer alirlar. Klavulonik
aside duyarhdirlar.

Grup 3: Klavulonik asit gibi beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen metallo
beta-laktamazlardir. Molekiiler simif B’de yer alirlar. Cogu beta-laktam grubu
(Sefamisinler ve karbapenemler de dahil) antibiyotige direnglidirler. EDTA ile inaktive
olurlar.

Grup 4: Klavulonik asit ve diger beta-laktamaz inhibitorleriyle inhibe olmayan
penisilinaz grubundan olusur. Yapilari heniiz tam olarak saptanamamistir ve molekiil sinifi
hentiz belirlenmemistir.

Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler siniflandirmalar1 Cizelge 2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler siniflandirmalari

Onemli Klavulonik
Bush-Medeiros- Ambler i
Alt Belli Bash Ozellikler Asit ile
Jacoby Sistemi Sistemi )
Gruplar Inhibisyon
Grup I Genellikle kromozomal,
sefalosporinazlar 1 C karbapenemler disinda tiim i
(Serin beta- beta-laktamlara direncli
laktamazlar)
23 A Stafilokok penisilinazlari N
2h A Genis spektrumlu TEM-1, N
TEM-2, SHV-1
Genislemis spektrumlu
2bhe A cogunlukla TEM ve SHV +
cesitleri,
Grup II CTX-M
penisilinazlar 2br A Inhibitorlere direngli TEM +
: 30 ile TEM-36, TRC-1
(Serin beta- —
laktamazlar) Karbenisilini hidroliz
2C A edenler, PSE-1, PSE-3, PSE- +
4
2e A Sefalosporinazlar +
of A Karbapenemazlar, NMC-A, N
IMI-1, GES-2, KPC-1
D Oksasilini hidroliz edenler
2d (oksasilin (OXA), OXA-1 ile OXA-11, -[+
hidrolizi) PSE-2(OXA-10)
3a B Cinko bagimlh
Grup III karbapenamazlar
(Metallo beta- 3b B -
laktamazlar) 3c 5
GruplV - Smiflanmamig | Bir¢ogu dizi analizi i

yapilmamus, ¢esitli enzimler
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2.3.6.1. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlar

GSBL’ler; TEM ve SHV enzimlerinden ¢esitli aminoasit degisiklikleri ile olusan
enzimlerdir. Genis spektrumlu antibiyotikleri inhibe edebilme yeteneklerinden dolay1 bu
isimle adlandirilmiglardir. Bakteriyel direnci saglayan beta-laktamazlar penisilinler, 1., 2.,
3. kusak sefalosporinler ve aztreonami (sefamisin ya da karbapenem hari¢) hidrolize
ederken, klavulonik asit gibi beta-laktamaz inhibitorlerine karsi ise aktivite gosteremezler
(Patterson ve Bonomo 2005). Ambler siniflamasinda grup A, Bush-Jacoby-Medeiros’un
fonksiyonel smiflamasinda grup 2be’de yer alirlar. En yaygin TEM ve SHV tip
GSBL’lerin gozlendigi kokenler K. pneumoniae ve E. coli'dir. Ayrica Proteus spp.,
Providencia spp. ve diger Enterobacteriacea tiirlerinde de bu enzimlere rastlanmistir
(Bradford 2001).

GSBL enzimleri aslinda TEM ve SHV enzimlerinin tiirevleri olsalar da son
zamanlarda bu enzimlerle ¢ok benzer olmayan CTX-M, PER, VEB, TOHO vs. gibi
genislemis spektrumlu, plazmid kaynakli GSBL’ler tanimlanmistir. Bu yeni enzimler

biitiin sefalosporinlere kars1 etkilidir (Bradford 2001).

2.3.6.1.1. TEM Grubu GSBL’ler

TEM grubu GSBL’ler Gram negatif bakterilerde en sik rastanan enzimlerdir. Ilk
TEM enzimi olan TEM-1, 1965 yilinda Yunanistan’da bildirilmistir (Datta ve
Kontomichalou 1965). E. coli’lerde plazmid aracilikli ampisilin direncinin %60’dan
fazlasindan sorumludur (Stiirenberg ve Mack 2003). H. influenzae ve N. gonorrhoeae’de
de ampisilin ve penisilin direncinden sorumlu enzimlerdir (Bradford 2001). Penisilin ve
birinci kusak sefalosporinleri hidroliz edebilirler, klavulonik asit ile inhibe olurlar. TEM-2,
TEM-1"1n ilk tiirevidir. TEM-1"in yapisindaki bir amino asit degisikligi ile ortaya ¢ikmistir
(Bradford 2001). TEM-1 ve TEM-2 dar spektrumlu enzimlerdir. GSBL fenotipini tasiyan
ilk TEM enzimi 1989 yilinda bildirilen TEM-3’tiir (Sougakoff ve ark. 1988). GSBL’lerin
fenotiplerindeki farkli aminoasit kombinasyonlari; seftazidim, sefotaksim gibi spesifik
oksiimino-sefalosporinlerin hidrolizine neden olur (Bradford 2001). TEM tip beta-
laktamazlar; E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis gibi
Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri ve Pseudomonas aeruginosa gibi bu aileye dahil

olmayan diger Gram negatif bakterilerce de tiretilirler.
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2.3.6.1.2. SHV Grubu GSBL’ler

SHV-1 tip beta-laktamaza en ¢ok K. pneumoniae’de rastlanir ve bu tiiriin %20’den
fazlasinda plazmid kaynakli ampisilin direncinden sorumludur (Tzouvelekis ve Bonomo
1999). SHV tip beta-laktamazlarin TEM tip beta-laktamazlara kiyasla daha az tiirevi
vardir. SHV tiirevlerinin ¢ogunda GSBL fenotipi, 238. pozisyonda glisin yerine serin
aminoasidi bulunmasiyla karakterizedir. Bu durum seftazidimin hidrolizinde 6nemlidir.
SHV-5 tiirevinde ise 240. pozisyonda glutamat yerine lizin aminoasidi vardir, bu aminoasit
varhigi ise sefotaksimin hidrolizinde 6nemlidir (Bradford 2001).

SHV tiirli enzimlerin genislemis spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda Almanya’da
(Knothe ve ark. 1983) Klebsiella ozaenae’de bulunmus ve SHV-2 olarak tanimlanmustir.

Bu enzimler ampisilin, tikarsilin ve piperasiline direncli, oksiimino-sefalosporinlere
kars1 ise duyarlidir (Giir 2005). SHV grubu enzimler K.pneumoniae 'dan baska Citrobacter
diversus, E.coli ve P.aeruginosa’da bildirilmistir (Bradford 2001).

2.3.6.1.3. CTX-M Grubu GSBL’ler

GSBL ailesine son zamanlarda katilan gruptur. CTX-M beta-laktamazlar ilk kez
1986 yilinda Matsumoto ve ark. (1988) tarafindan beta-laktam antibiyotiklerin
farmokokinetik caligmalar1 sirasinda deney hayvami bir kopegin gaita florasindan izole
edilen sefotaksime direngli E. coli kdkeninde FEC-1 enzimi olarak saptanmistir. 1995°ten
sonra Diinya’nin bir¢ok yerinde ve bakteriler arasinda dramatik olarak artmistir (Bonnet
2004). Almanya’da 1989 yilinda Bauernfeind ve ark. (1990) klinik olarak sefotaksime
direncli goriinen E. coli kdkeninde sefotaksime karsi hidrolitik aktivitesinden dolay1 CTX-
M-1 olarak isimlendirdikleri enzimi saptamiglardir. Ayn1 zamanlarda Giiney Amerika’da
sefotaksim direncli Salmonella spp. kokenlerinin yayiliminda biiyiik bir artis gdzlenmistir
(Bauernfeind ve ark. 1992, Power ve ark. 1999). 1992 yilinda, ayni tip GSBL klinik E. coli
kokeninden izole edilmis ve MEN olarak isimlendirilmistir (Bernard ve ark. 1992).
Barthelémy ve ark. (1992) aymi yil bu enzimi dizilemis, TEM ve SHV enzimleri ile %39
oraninda benzerlik gosteren bu enzimi MEN-1 olarak isimlendirmislerdir. Bu dizileme,
TEM ve SHV olmayan, plazmid iligkili, sinif A GSBL enziminin ilk dizilemesidir (Bonnet
2004). Ishii ve ark. (1995) Japonya’da izole edilen sefotaksim direngli E.coli kokeni
tarafindan iretilen TOHO-1 olarak enzimi saptamislardir. 1996 yilinda yapilan iki genin
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dizilemesi CTX-M-1’in MEN-1 ile ayni oldugunu ve 1990’da Arjantin’de izole edilen
sefotaksime direncli Salmonella spp. kdkeninde CTX-M-2 olarak adlandiritlan TOHO-1’in
varyant1 oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Bauernfeind ve ark. 1996). Gniadkowski ve ark.
(1998) 1996 yilinda Polonya’da Enterobacteriaceae ailesinin farkli tiyelerinden CTX-M-
I’in bir varyantini izole etmisler ve CTX-M-3 olarak isimlendirmislerdir. Bundan birkag
yil sonra FEC-1 enzimini kodlayan genin dizilemesi FEC-1 enziminin CTX-M-3
enziminden sadece 2 peptidle farklilik gostermektedir (Bonnet 2004). CTX-M enzimleri
ortaya ciktiklarindan beri hizla geliserek diinyanin farkli bolgelerine yayilmiglardir. Dogal
olarak beta-laktamlara diren¢ mekanizmalarinin arastirilmasi ile Kluyvera cinsinin gevresel
tirlerinden de CTX-M tanimlanmistir (Decousser ve ark. 2001, Humeniuk ve ark. 2002,

Poirel ve ark. 2001). CTX-M enziminin diinyadaki dagilimi Sekil 2.3’de gosterilmistir.

B crxmo

I crxmo [] crxm-14
'*_'_ F Digki kokenleri B crxmas W cromis
[] others

Sekil 2.3 CTX-M enziminin diinyadaki dagilimi (Hawkey ve Jones 2009)

CTX-M tip beta-laktamazlarin 40’dan fazla tipi vardir (Bonnet 2004). CTX-M’lere
en yakin beta-laktamazlar Serratia fonticola, Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris ve
Citrobacter koseri tirlerinin kromozomal simif A enzimleridir. CTX-M enzimleri

aminoasit dizilerindeki benzerliklere gore siniflandirilabilirler (Bonnet ve ark. 2000).
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CTX-M enzimleri yapilan ¢aligmalara gore bes grupta toplanabilirler (Bonnet
2004).

Grup 1 (CTX-M-1); CTX-M-1, -3, -10, -12, -15, FEC-1, -22, -23, -28, -29, -30
Grup 2 (CTX-M-2); CTX-M-2, -4, -4L, -5, -6, -7, -20, TOHO-1

Grup 3 (CTX-M-8); CTX-M-8

Grup 4 (CTX-M-9); CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -19, -21, -27, TOHO-2, -24
Grup 5 (CTX-M-25); CTX-M-25, -26

Kluyvera kokenlerinin dogal enzimleri ve kazanilmig CTX-M enzimleri arasindaki
aminoasit dizilerindeki benzerlik, K. georgiana ve K. ascorbata’min dogal beta-
laktamazlarimin ~ CTX-M-2  ve CTX-M-8  gruplarinin  kokeni  olabilecegini
diistindiirmektedir. Dogal CTX-M enzimi K. cryocrescens’den de tanimlanmistir
(Decousser ve ark. 2001).

Klinik kokenlerde CTX-M’leri kodlayan ve genellikle plazmidler de bulunan genler
7 kb-160 kb biiyiikligiindedir (Cao ve ark. 2002, Kariuki ve ark. 2001, Pai ve ark. 2001).
blatem-1 geni genellikle ayni plazmidde bulunur ve blatgm-2, blapxa-1 ve blasyy genleri ile
iligkilidir (Karim ve ark. 2001, Sabate ve ark. 2000). Bu plazmidler aminoglikozid,
kloromfenikol, siilfonamid, trimetoprim ve tetrasiklinleri iceren antibiyotiklere kars1 direng
genlerinide tasiyabilir. CTX-M kodlayan genler ¢ogu zaman in vitro ortamda
konjugasyonla aktarilirlar.

Yapilan c¢alismalar CTX-M kodlayan gen ekspresyonunun diizeyinin ¢ok zayif
oldugu Kluyvera turlerindeki CTX-M beta-laktamazlar disinda digerleri genellikle
aminopenisilin (ampisilin ya da amoksisilin), karboksipenisilin (karbenisilin ya da
tikarsilin), Greidopenisilin (piperasilin) ve dar spektrumlu sefalosporinlere (sefalotin,
sefaloridin, sefuroksim) karsi yiiksek diizey direng sagladigimi ortaya koymustur.
Sefoksitin ve karbapenemlere (imipenem ya da meropenem) duyarliliklar1 degismemistir
(Bonett 2004).

Bir¢ogu sefotaksim ve seftriakson gibi oksiimino sefalosporinlere yiiksek, sefepim
ve sefpiroma ise farkli diizeyde direng saglar. Aztreonam minimal inhibitor konsantrasyon
(MIK) seviyeleride yiiksektir. Beta-laktam/inhibitér kombinasyonuna kars: direng diizeyi
tiretilen enzimin miktarina baghdir. Amoksisilin/klavulonik asit ve tikarsilin/klavulonik
asit kombinasyonlarinin MIK’leri degiskendir ve birgogunda duyarlilik ya da diisiik diizey
direng gozlenir (Bonett 2004).
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TOHO-1 ve TOHO-2 enzimleri CTX-M tip beta-laktamazlarla yapisal iliskilidirler.
Bu enzimler de, ¢ogu CTX-M grubu enzimlerde oldugu gibi seftazidimden c¢ok
sefotaksime kars1 yiiksek hidrolitik aktiviteye sahiptirler (Paterson ve Bonomo 2005).

2.3.6.1.4. OXA Grubu GSBL’ler

GSBL’ler i¢inde biiyiiyen diger bir gruptur. TEM ve SHV’den farkli olarak
molekiiler simif D’de (Ambler), fonksiyonel grup 2d (Bush-Jacoby-Medeiros) de yer
alirlar. OXA tip beta-laktamazlarin, ampisilin ve sefalotine kars1 diren¢ kazandirmalari,
oksasilin ve kloksasiline kars1 yiiksek hidrolitik aktiviteleri ve klavulonik asit ile inhibe
olmamalar1 6nemli 6zelliklerindendir. Ancak OXA-18’in klavulonik asit ile inhibe oldugu
bildirilmistir. Genelde P. aeruginosa’da bulunsalar da E. coli, K.pneumoniae ve diger
Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde bu enzimlere rastlanir. Bazi OXA enzimleri OXA-
10’un tirevleridir (OXA-11, OX0-14, OX0-16, OX0-17). OXA-10’un tiirevi olan bu
enzimler iki aminoasit yapisindaki degisiklik ile olugmusglardir. Bunlardan ilki 73.
pozisyonda serin yerine asparajinin, ikincisi ise 157. pozisyonda glisin yerine aspartatin
gelmesidir. 157. pozisyondaki aminoasit degisikliginin seftazidim direncinde Onemli
oldugu diisiiniilmektedir (Danel ve ark. 1999). Son zamanlarda OXA-20, OXA-2, OXA-
24, OXA-25, OXA-26, OXA-27 ve OXA-30 gibi yeni tanimlanan OXA tiirevi bazi
enzimlerin GSBL lerle iliskili olup olmadig1 heniiz agiklanmamistir. Tiirkiye ve Fransa’da

OXA ailesine ait yeni iiyeler saptanmistir (Bradford 2001).

2.3.6.1.5. Diger GSBL’ler

GSBL’lerin biiyiik kism1 TEM ve SHV’den kdken almis enzimler olsalar da bu
enzimlerle ¢okta benzer olmayan gruplarda vardir. PER-1 ilk kez 1993’te Fransa’da bir
Turk hastadan izole edilen P. aeruginosa’da saptanmistir (Nordmann ve ark. 1993). TEM
ve SHV ile %27 oraninda benzerdir. Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize edebilirler
ancak klavulonik asite duyarhdirlar (Paterson ve Bonomo 2005). Daha sonra Salmonella
enterica serovar Ttyphimurium, Salmonella enterica serovarlari1 ve Acinetobacter baumanii
tirlerinde de bu enzime rastlanmistir (Bradford 2001). Tiirkiye’de oldukg¢a yaygin olan bu

enzim genellikle plazmid kaynaklidir. Arjantin’de S. enterica serovar Typhimurium ve
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S. enterica serovarlarinda saptanan ve PER-2 olarak isimlendirilen bagka bir enzim PER-
I’in tlrevidir ve bu iki enzim arasinda %86 oraninda aminoasit benzerligi goriiliir
(Bauernfeind ve ark. 1996). ilging olan PER-1 Tiirkiye’de siklikla izole edilirken, tiirevi
olan PER-2’ye Giiney Amerika’da rastlanmaktadir (Paterson ve Bonomo 2005). PER-1 ve
PER-2 ile iliskili olan diger bir enzim VEB-1’dir. Plazmid iliskili bir enzimdir. Tayland’da
P. aeruginosa’dan, Vietnam’da E. coli’den izole edilmistir (Naas ve ark. 1999). CME-1,
Chryseobacterium meningosepticum’dan izole edilmistir (Bradford 2001). TLA-1,
Meksika’da E. coli’den izole edilmistir (Rossolini ve ark. 1999). Bu enzimler birbirleriye
iligkili olsalar da sadece %40-50 oraninda benzerlik gosterirler. Hepsi basta aztreonam ve
seftazidim olmak (zere oksiimino-sefalosporinlere kars1 direnglidirler. Bacteroides
spp.’nin kromozomal sefalosporinazlariyla baz1 benzerlikleri vardir ve bunlardan kdken

aldiklar diisiiniilmektedir (Rossolini ve ark. 1999).

2.3.7. GSBL’lerin Klinik Onemi

Hastane infeksiyonlarinda GSBL iiretimi diinya genelinde biiyiik bir sorun haline
gelmistir. GSBL {ireten mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyon hastaliklarinin
sefalosporinlerle tedavisinde, organizma antibiyotige in vitro duyarli goriinse bile yeterli
klinik sonuglar alinamamistir (Paterson ve ark. 2001). Ayrica GSBL iireten izolatlarin,
florokinolon ve aminoglikozid gibi diger smif antibiyotiklere karst da direng
gelistirebildikleri saptanmistir (Paterson ve ark. 2004). GSBL’lerin neden oldugu ilk
nozokomiyal salgin 1985 yilinda Fransa’da, 1980’lerin sonunda ve 1990’larin basinda
Amerika’da bildirilmistir (Sirot ve ark. 1987).

Enterobacteriaceae ailesinin  GSBL Ureten (yeleri, tim sefalosporinlere,
monobaktam ve aztreonamida igeren genislemis spektrumlu penisilinlere direnclidir.
Sefamisinler (sefoksitin, sefotetan gibi) GSBL Ureten E. coli ve Klebsiella spp.’lerde
kullanilabilir. Her nasilsa sefamisinler plazmid iliskili AmpC direncinin ortaya ¢ikisina
onderlik etmislerdir. Bu enzimler filogenetik olarak GSBL ailesinden ¢ok farklidirlar ve
sefamisin gibi 3. kusak sefalosporinlere direnglidirler. GSBL’ler genellikle beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitdér kombinasyonlarina duyarhdirlar, ancak o6zellikle fazla
miktarda enzimden etkilenirler ve bu in vivo direnci gosterir. Hayvan modelinde beta-

laktam/beta-laktamaz inhibitor kombinasyon tedavisi imipenem veya

16



piperasilin/tazobaktam ve aminoglikozid kombinasyonu tedavisinden daha basarisizdir.
Karbapenemler hala GSBL iireten mikroorganizmalara karsi 6nemli bir ilagtir. Ancak
bakteriler arasinda metallo beta-laktamaz (MBL) 0retimi karbapenemlerin etkisini
azaltmaktadir. Yakin zamanda yeni ajanlarin gelistirilmesi gerekmektedir.

Dogru infeksiyon kontrol uygulamalari GSBL iireten bakteri salginlari ve
yayiliminin engellenmesinde onemlidir. Gastrointestinal sistem, orofarinks, yara ve idrar
yolu infeksiyonlar1 bu bakterilerin gézlendigi rezarvuarlardir. Kolonize eller, ekipmanlar
hastalar arasinda infeksiyonun yayilmasina sebep olabilir. Bu yiizden ellerin yikanmasi,
kolonize/infeksiyonlu hastalarin izolasyonu ve bariyer Onlemleri zorunlu infeksiyon
kontrol uygulamalaridir. Ayrica hastanin gézetim altinda olmasi GSBL {iretiminin erken
tan1 ve kontroliine yardimei olur.

GSBL sentezleyen E.coli ve Klebsiella kokenleri ¢ogunlukla birgok antibiyotige
direncli olduklarindan bu mikroorganizmalar ile gelisen infeksiyonlarda tedavi segenekleri
kisithidir. Buna karsin bu tip infeksiyonlarda farkli antibiyotiklerin etkinligini arastiran
kontrollii, randomize klinik arastirmalar yoktur ve cesitli nedenlerden Gtiirii de yapilmasi
guctdr (Sturenburg ve Mack 2003). GSBL (reten mikroorganizmalara baglh birgok epidemi
bildirilmis ve GSBL {iretiminin klinik yaniti olumsuz etkiledigi ve GSBL {ireten
mikroorganizmalara bagli bakteriyemilerde mortalitenin arttig1 farkli arastirmalarda
gosterilmistir  (Rahall 2000). Bu arastirmalar ¢ogunlukla retrospektif verilere
dayanmaktadir. Cok merkezli prospektif bir calismada GSBL iireten K. pneumoniae ile
gelisen bakteriyemilerde antibiyotik se¢iminin ¢ok Onemli oldugu ve GSBL iireten
K. pneumoniae’ye etkili antibiyotik kullanilmadiginda mortalitenin ¢ok arttigi,
bakteriyeminin baglangicindan itibaren ilk bes giin i¢inde uygulanan karbepenemin in vitro
olarak aktif goriinen diger antibiyotiklere kiyasla mortaliteyi onemli Olclide azaltti
bildirilmistir (Paterson ve ark. 2004). Diger retrospektif bir arastirmada ise GSBL {ireten
E. coli ve K. pneumoniae’ye bagli bakteriyemilerde sefalosporin kullanildiginda tedavi
basarisinin diisilk oldugu ve en etkili antibiyotiklerin siprofloksasin ve karbapenemler
oldugu gozlenmistir. Buna karsin ampirik tedaviye uygun antibiyotik ile baslanmasa bile
duyarlhilik test sonuglarina gore uygun antibiyotige geg¢ildiginde mortalitede bir fark

olmadig1 gozlenmistir (Kang ve ark. 2004).
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2.3.8. GSBL Tam Yontemleri

Enterobacteriaceae ailesinde GSBL iiretimindeki artis, klinik izolatlarda bu
enzimlerin varligmin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in gerekli laboratuvar testlerine
ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir (Bradford 2001).

GSBL saptamak i¢in birgok test kullanilmaktadir. ilk test Jarlier ve ark. (1988)
tarafindan tarif edilen ¢ift disk yontemidir. Bu yontem GSBL saptamak icin hala
guvenilirdir.

GSBL’ler bir ya da daha fazla oksiimino beta-laktam antibiyotige direng
saglamalarina ragmen, beta-laktamazlar Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI)
yorumlama kriterlerine gore direngli olarak kabul edilebilecek yiiksek MIK seviyelerine
her zaman ulasamazlar (Katsanis ve ark. 1994). Sefalosporin ile GSBL tanimlanmasinda,
testin duyarlilik ve 6zgiilligi degiskenlik gosterir. Sefpodoksim ile gerceklestirilen disk
difiizyon ve diliisyon duyarlilik testlerinin her ikisinde de seftazidim, sefotaksim,
seftriakson gibi diger sefalosporinlere gore daha ¢ok GSBL pozitifligi saptanmistiir
(Emery ve Weymouth 1997). CLSI halen test prosedirleri ve yorumlama kriterlerini
tekrarlayarak degerlendirmektedir (Bradford 2001). E. coli ve K. pneumoniae kdkenlerinde
GSBL varligmin dogru olarak saptanmasinda MIK ya da disk testlerinin yetersizligi
bildirilmistir (Emery ve Weymouth 1997).

GSBL saptanmasinda kullanilan geleneksel duyarlilik testlerinin hassasiyet ve
ozgilligiindeki yetersizlikler, klinik izolatlardan bu enzimlerin kesin olarak tespitini
saglayan yeni laboratuvar testlerine gereksinimi ortaya ¢ikarmistir. Yillar icerisinde yeni
metodlar gelistirilmistir.

GSBL saptama yontemleri tarama testleri ve dogrulama testleri olmak iizere iki

grupta incelenebilir.
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2.3.8.1. GSBL Tarama Testleri

2.3.8.1.1. Disk Diflizyon TaramaTesti

CLSI K. pneumoniae, E. coli ve Proteus mirabilis tlrlerinde GSBL uretiminin
taranmasinda disk difiizyon tarama testini Onermektedir (CLSI 2011). Bu amagcla
sefpodoksim, seftazidim, aztreonam, sefotaksim ya da seftriakson diskleri kullanilir.
Sefpodoksim ile yapilan disk difiizyon yonteminin GSBL {ireten ve iiretmeyen K.
pneumoniae ve E. coli’ leri ayirmada giivenilir oldugu bildirilmistir (Thomson ve Sanders
1997). CLSI GSBL’yi saptamak i¢in 10 pg sefpodoksim ile yapilan testi uygun tarama
testi olarak 6nermektedir (CLSI 2011). Sefpodoksim zonu <17 mm olan kdkenler fenotipik
GSBL dogrulama testi ile dogrulanmalidir.

2.3.8.1.2. Antimikrobiyal Diliisyon Duyarhlik Testi

Seftazidim, aztreonam, sefotaksim ve seftriakson 1 pg/ml yogunlugunda kullanilir
(CLSI 2011). Bu antibiyotik yogunlugunda iireme sefalosporin i¢in MIK degerinin (>2
png/ml olmasi) GSBL iiretimi i¢in siiphelidir ve fenotipik GSBL dogrulama testi ile
dogrulanmalidir. Bununla birlikte Oliver ve ark. (2002) sefpodoksim igin MIK degeri 2
veya 4 ng/ml olan 59 kokenin hicbirinin GSBL iiretmedigini saptamistir. Sefpodoksime
duyarliligin azalmasinin en yaygin mekanizmasi TEM-1 beta-laktamaz uretimi ile ilgili
olarak major protein porlarinin kaybi ya da degisimi bazende AmpC kromozomal beta-
laktamaz {iretiminin artmasimin eklenmesidir. Bazi kokenlerin OXA-30 beta-laktamaz
lirettigi belirtilmistir. Bdylece klinik sefpodoksim tarama testi olarak sefpodoksim MIK
degerinin >8 pg/ml olmasi fenotipik GSBL dogrulama testi i¢in bir kriter olarak kabul
edilmistir (CLSI2011).
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2.3.8.2. GSBL Fenotipik Dogrulama Testleri

2.3.8.2.1. Sefalosporin/Klavulonik asit kombinasyon diskleri

CLSI GSBL varliginin fenotipik dogrulamasi ig¢in Mueller Hinton agarda
klavulonik asitli (10 pg) ya da klavulonik asitsiz sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30
ng) disklerinin  kullanimini  6nermektedir (CLSI 2011). Sefalosporin diski ve
sefalosporin/klavulonik asit diski zon caplar1 arasinda >5mm’lik fark olmasi GSBL

tiretimini dogrulamaktadir.

2.3.8.2.2. Broth Mikrodiltsyon

Fenotipik dogrulama broth mikrodilisyon testi seftazidim (0.25-128 pg/ml),
seftazidim/klavulonik asit (0.25/4-128/4 pg/ml), sefotaksim (0.25-64 pg/ml) ve
sefotaksim/klavulonik asit (0.25/4-64/4 pg/ml) kullanilarak yapilir. Sefalosporin
/klavulonik asit kombinasyonu ile yapilan sadece sefalosporinle yapilan teste gore MIK
degerinde >3 diliisyonluk azalma fenotipik olarak GSBL varligin1 dogrular (CLSI 2011).

Tarama ve fenotipik dogrulama testlerinde kalite kontrol igin GSBL (retmeyen
E.coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922 GSBL l(reten K. pneumoniae
ATCC 700603 kullanilmalidir.

CLSI (2011) kriterlerine gore fenotipik dogrulama testi pozitif olan kdkenler igin
sefamisin, sefoksitin ve sefotetan disindaki biitiin sefalosporinler ve aztreonam MIK
degerlerine bakilmaksizin direngli olarak klinisyene bildirilmelidir. Penisilinler de MiK
degerlerine bakilmaksizin direngli olarak klinisyene bildirilmelidir, fakat beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitérii kombinasyonu ile MIK veya zon ¢ap1 uygun simirlar iginde ise duyarl

olarak bildirilmelidir (CLSI 2011).
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2.3.8.3. GSBL Saptanmasinda Diger Metodlar

2.3.8.3.1. iso-Sensitest Agarda Sefalosporin/Klavulonik Asit Kombinasyon Diskleri

Ingiliz Antimikrobiyal Kemoterapi Dernegi (British Society for Antimicrobial
Chemotherapy)  fenotipik  dogrulama  icin  seftazidim/klavulonik  asit  ve
sefotaksim/klavulonik asit disklerinin kullanildig1 Iso-Sensitest agarda yapilan disk
diflizyon yontemini onermektedir. M’Zali ve ark. (2000) bu yontemle sefalosporin ve
sefalosporin/klavulonik asit zon ¢aplarin1 degerlendirmis ve sefalosporin/klavulonik asit
zon ¢apinin sefalosporin zon ¢apina bolerek orani hesaplamiglardir. Bulunan 1.5 ve daha
fazla oran GSBL varligmm gostermektedir. Seftazidim igeren diskler kullanilarak
yapildiginda bu yontemin duyarliligi %86, sefotaksim iceren diskler kullanilarak
yapildiginda %65.5tir. SHV-6 iireten kdkenleri bu test saptamamustir.

2.3.8.3.2. Cift Disk Sinerji Testi

Fransiz arastirmacilar 1980’lerin sonlarinda disk difiizyon testini tarif etmislerdir
(Brun-Buisson ve ark. 1987, Jarlier ve ark. 1988). Agar besiyerinde amoksisilin/klavulonik
asit (20 pg/10 pg) diski, seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg) ve aztreonam disklerinin
30 mm uzagina yerlestirilir. Sefotaksim inhibisyon zonunun klavulonik asit igeren disk
tarafinda uzamasi sinerji olarak degerlendirilir ve GSBL varligin1 gosterir. Bu yontemde
duyarhilik %79-97, 6zgullik %94-100 arasinda degismektedir. Bu testin teknik olarak
kolay olmasi en biiyiik avantajidir. Bununla birlikte testin yorumlanmasi subjektiftir

(Paterson ve Bonomo 2005).

2.3.8.3.3. Klavulonik asit Eklenmis Agar

Ho ve ark. (1998) 4 ng/ml klavulonik asit eklenmis MHA kullanilarak yapilan bir
yontem tarif etmislerdir. Seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftriakson (30ug) ve
aztreonam (30 pg) klavulonik asit iceren agara ve klavulonik asit icermeyen MHA
yerlestirilir. Her iki besiyerindeki >10 mm beta-laktam zonundaki fark pozitif GSBL

tiretimi olarak degerlendirilir. Seftazidim diski zonundaki degisimlerin duyarlilig1 %93-96,
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ozgulligi 100 olarak bulunmustur (Ho ve ark. 1998). Bu yontemin dezavantaji klavulonik
asitin etkinligi 72 saatten sonra diismektedir, klavulonik asit iceren agarlar kullanilacag:

zaman taze olarak hazirlanmalidir.

2.3.8.3.4. Disk Replasman Yontemi

Bu yontem Casals ve Pringler (1990) tarafindan tarif edilmistir. Ug
amoksisilin/klavulonik asit diski test edilecek mikroorganizmanin ekildigi MHA
yerlestirilir. Oda 1sisinda bir saat bekletildikten sonra diskler ¢ikarilir ve ayni yerlere
sefotaksim, seftazidim ve aztreonam igeren diskler yerlestirilir. Bu ii¢ antibiyotigi iceren
kontrol diskleri de en az 30 mm uzakliga yerlestirilir. Amoksisilin/klavulonik asit
disklerinin yerine yerlestirilen disklerin cevresindeki zonlarin diger kontrol disklerin
cevresindeki zonlara gére >5 mm olmasi1 GSBL {iretiminin varligini gdsterir. Bir saat sonra
ikinci bir asamanin uygulandigi bu yontem is yiikii ¢ok olan klinik mikrobiyoloji

laboratuvarlari i¢in uygun degildir.

2.3.8.3.5. Ug-boyutlu Test

Uc boyutlu test beta-laktamaz inhibitorii ile beta-laktamlarin inaktivasyonunun
gosterilmedigi genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonamin GSBL ile indiiklenen
inaktivasyonunu fenotipik olarak gosteren bir testtir. Thomson tarafindan gelistirilmistir
(Thomson ve Sanders 1992). MHA besiyerine 10® cfu/ml bakteri siispansiyonundan
yiizeyel ekim yapilir. Daha sonra petri plaginin ortasina yakin tarafta ve kullanilacak
antibiyotik disklerinden 3 mm wuzakta olacak sekilde besiyeri daire seklinde kesilir.
Ardindan 3 boyutlu ydntem igin hazirlanan siispansiyondan (10%-10%° cfu/ml) steril
otomatik pipetle 200 ul alinarak, kesilen besiyeri ¢izgisi doldurulur. Her iki inokulasyon
yapildiktan sonra seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg) ve aztreonam (30 pg) diskleri
yerlestirilir ve plaklar 35 °C'de 18-20 saat inklbe edilir. Aztreonam, seftazidim ve
sefotaksime ait inhibisyon zonlarinin dairesel bigiminde bozulma, kesintiye ugramasi veya
kokenin inokiile edildigi kesi ¢izgisi yakininda birbirinden ayri kolonilerin {iremesi,
antibiyotigin yogun inokiilasyon bdlgesinden gecerken inaktive edildigini gosterir ve

GSBL olumlu olarak degerlendirilir.
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Testin dezavantaj1 inhibisyon zonlar1 yoksa ya da kiiclikse ek olarak indirek teste
ihtiyag vardir. Indirek test E. coli ATCC 25922 gibi tamamen duyarli olan bir koken agar
yiizeyine ekilerek yapilir. Daha sonra daire seklinde kesilen kisma test edilecek koken
ekilir. Indirek test ve iic boyutlu test, ¢ift disk difiizyon testine gore daha duyarlidir

(Thomson ve Sanders 1992, Vercauteren ve ark. 1997).

2.3.8.3.6. GSBL i¢in E Test

Seftazidim (0.5-32 pg/ml) ve seftazidim/klavulonik asit (0.5/4-32/4 pg/ml),
sefotaksim (0.25-16 pg/ml) ve sefotaksim/klavulonik asit (0.016/4-1/4 pg/ml) igeren E
testler kullanilir. Bu yontem hem tarama hem de fenotipik dogrulama i¢in kullanilabilir.
Fenotipik dogrulama testi olarak duyarliligi %87-100, 6zgiilliigii %95-100°diir (Cormican
ve ark. 1996, Ho ve ark. 1998, Vercauteren ve ark. 1997). Sefalosporin/klavulonik asit
iceren E testte saptanan MIK degerinde sadece sefalosporin igeren E testte saptanan MIiK

degerine gore >8 kat azalma GSBL iiretimini dogrular.

2.3.8.3.7. Vitek GSBL Kartlan

Vitek GSBL test (BioMerieux, Fransa) sefotaksim ve seftazidim
(0.5 pg/ml) tek basma ve klavulonik asit (4 pg/ml) ile kombinasyonlarini kullanarak
otomatik olarak GSBL tayinini yapmaktadir. Bu metodun duyarlilik ve 6zgiilliigii %90°1
gecmektedir (Sanders ve ark. 1996). K. pneumoniae, K. oxytoca ve E. coli disindaki
tiirlerde GSBL iiretimini saptamada giivenilirligi bilinmemektedir.

Yukarida anlatilan yontemlerin olumlu ve olumsuz ozellikleri Cizelge 2.2°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 GSBL’ lerin tanimlanmasinda kullanilan yontemler, olumlu ve olumsuz 6zellikleri (Giir, 2005)

Klinik Mikrobiyoloji Test

Olumlu Ozellikleri

Olumsuz Ozellikleri

Standart CLSI Kriterleri
(Antibiyotik duyarlilik testleri)

Kullanimi kolay, her
laboratuarda
uygulanabilir

GSBL’ler her zaman direncli
olmayabilir

CLSI GSBL dogrulama testi

Kullanim1 ve yorumu

kolay

Duyarlilik secilen oksiimino-
sefalosporinlere gore degisir

Cift-disk sinerji testi

Kullanim1 ve yorumu
kolay

Uygulanan diskler arasindaki mesafe
standart degil

Uc boyutlu test

Duyarli, yorumu kolay

GSBL i¢in 6zgiil degil, emek yogun

E-test GSBL seritleri

Kullanim1 kolay

Yorum her zaman kolay degil, ¢ift-
disk sinerji testi kadar duyarl degil

Vitek GSBL testi

Kullanim1 ve yorumu

Duyarlilig1 diisiik

kolay

2.3.8.3.8. Molekiiler Saptama Yontemleri

Molekiiler saptama yontemleri GSBL varligin1 tanimlamak i¢in yapilan testlerdir.
Klinik izolatlarda bulunan spesifik GSBL’nin tanimlanmasi daha karigiktir. GSBL’nin
tanimlanmasi icin izoelektrik noktanin saptanmasi genellikle yeterlidir (Bradford, 2001).
Bununla birlikte 90’dan fazla TEM tipi beta-laktamaz identik izoelektrik noktaya sahip
oldugu i¢in GSBL’yi izoelektrik nokta ile belirlemek miimkiin degildir. SHV, CTX-M ve
OXA ailelerinde de benzer durumlar vardir. TEM ve SHV enzimleri igin spesifik olan
DNA problart kullanilarak beta-laktamaz genleri 6nceden saptanabilir. Ancak harcanacak
emek fazladir. Beta-laktamaz varligin1 saptamada en kolay ve en sik kullanilan molekiiler
yontem beta-laktamaz geni igin spesifik oligoniikleotid primerleri ile yapilan PZR’dir
(Bradford 2001). Bu yontem de TEM ve SHV tiplerini ayiramaz.

Beta-laktamaz identifikasyonunda, oligotipleme yontemi ilk molekuler yontemdir,
TEM-1 ve TEM-2 arasinda ayirim yapabilen oligotipleme yontemi Ouellette ve ark (1988)
tarafindan gelistirilmistir. Oligoniikleotid problarin kullanildigt bu yontem nokta
mutasyonlarini saptamak i¢in tasarlanmistir.

TEM beta-laktamaz genin molekiiler olarak belirlenmesinde PZR’dan baska diger
bir yontem PZR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizidir. Bu testte,

amplifiye PZR irlinleri bazi restriksiyon endoniikleazlarla kesilir ve sonra fragmanlar
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elektroforezle ayrilir. Her bir restriksiyon enziminin kestigi fragmanlarin biyikligi
blargwm’in yapisal geninde bulunan nokta mutasyonlarini ortaya ¢ikarir.

SHV’leri saptama ve tanimlamada bir¢ok farkli test Onerilmistir. Bu testlerden
Onerilen en basit test, PZR-RFLP’ dir. Bu yontem GSBL’ de mevcut SHV tipini
tanimlayamazken, 238. pozisyondaki spesifik mutasyonu belirler.

SHV tipi GSBL’leri tespit eden bir diger yontem PZR-SSCP (Single-Strand
Conformational Plymorphism)’dir. Bu yontem blasyy genindeki spesifik bolgedeki tek baz
mutasyonunun belirlenmesinde kullanilir. PZR-SSCP ile PCR-RFLP’nin birlikte
kullanilmasi 17 farklt SHV geninin tanimlanmasini saglar.

SHV genlerini tanimlamada diger bir yontem LCR (Ligase Chain Reaction)’dur.
Dort oligonikleotid primeri ile termostabil ligaz kullanilarak tek baz ¢ifti ile ayrilan DNA
dizilerinin ayriminin yapilabildigi bir yontemdir. Bu yontemde blasyy geni igeren hedef
DNA termal dongii cihazinda denatiire edilir ve biotin baglanmis oligoniikleotid primerleri
ile baglanarak dort pozisyonda mutasyon belirlenir.

Nikleotid dizi analizi spesifik beta-laktamaz geninin saptanmasinda altin standart
olarak kalmistir. Yogun emek gerektirir ve teknik olarak zordur. Kullanilan yonteme baglh
olarak farkli sonuglar ¢ikabileceginden yorumlamasi zor olabilir.

Cizelge 2.3°de kullanilan molekiiler yontemler, olumlu ve olumsuz o6zellikleri

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3 GSBL’ lerin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemler, olumlu ve olumsuz 6zellikleri

(Gir, 2005)

Molekuler Yoéntem

Olumlu Ozellikleri

Olumsuz Ozellikleri

Gen ailesi igin 6zgdl
(6rn; TEM veya SHV)

Emek yogun, genislemis spektrumlu
olanlar1 olmayanlardan ayiramaz,

DNA Problari TEM veya SHYV tiirevlerini ayirt
etmez
Kolay uygulanir, gen ailesi Geniglemis spektrumlu olanlari
PZR icin 6zguldir olmayanlardan ayiramaz, TEM veya

(6rn; TEM veya SHV)

SHV tiirevlerini ayirt etmez

Oligotiplendirme

Ozgiil TEM tirlerini saptar

Ozgiil oligoniikleotid problari
gerektirir, emek yogundur, yeni
tlrevleri saptayamaz

PZR- RFLP (Restriction
Fragment Length
Polymorphism)

Kolay uygulanir,
nukleotidlerdeki 6zgdl
degisiklikleri saptayabilir

Saptanabilmesi i¢in niikleotid
degisikliklerinin restriksiyon
bolgesinde degisime yol agmasi
gerekir

PZR- SSCP (Single-
Strand Conformational
Plymorphism)

Cesitli SHV tiirevlerini
ayirdedebilir

Ozel elektroforez kosullarini
gerektirir

LCR
(Ligase Chain Reaction)

Cesitli SHV tiirevlerini
ayirdedebilir

ok sayida oligoniikleotid primerine
gereksinim gosterir

Nikleotid dizi analizi

Altin standarttir, tim tlrevleri

saptayabilir

Emek yogun, teknik olarak zor
olabilir, manuel yontemleri
yorumlamak gii¢ olabilir
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Kokenleri

Ocak 2009-Aralik 2010 tarihleri arasinda Mustafa Kemal Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji boliimiine
gonderilen klinik O6rneklerden izole edilen ve GSBL enzimi iirettigi Vitek 2 otomatize
sistem (BioMérieux, Fransa) ile saptanmis olan 100 E. coli ve GSBL enzimi Uretmeyen 50
E. coli kokeni ¢aligmaya dahil edildi. Kokenler izole edildikten sonra %20 gliserin igeren
Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerine ekilerek derin dondurucuda (-70°C’de) saklandi.
Calisilacagi zaman izolatlarin Eosin Methylene Blue Agar (EMB) (BioMérieux, Fransa)
besiyerine ardisik giinlerde iki kez pasajlar1 yapildi.

3.2. Bakterilerin Klinik Orneklerden Izolasyonu, Tanimlanmasi ve Antimikrobiyal
Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

E. coli kokenlerinin tanimlanmasinda EMB agarda karakteristik koloni gériiniimd,
oksidaz enziminin olmamasi, glukozu, laktoz ve sukrozu fermente etmesi, lizin
dekarboksilaz enziminin varligi, indol {retiminin pozitif olmasi, ilireaz enziminin
olmamasi, sitrati kullanamamasi, metil kirmizisi reaksiyonunun pozitif, Voges Proskauer
reaksiyonunun negatif olmasi ve hareketli olmasi1 o6zellikleri arastirildi. Gerektiginde
kokenlerin tanimlanmasi Vitek 2 otomatize sistem (BioMérieux, Fransa) ile dogrulandi.
Tiim kokenlerin antimikrobiyal duyarliliklar1 Vitek 2 otomatize sistem ile yapildi.
Izolatlarin tigesiklin disindaki antibiyotiklere olan duyarliliklar1 CLSI (2011) kriterlerine
gore cihaz tarafindan yorumlanarak elde edildi. CLSI (2011)’de tigesiklin esik degerleri
belirtilmediginden Food and Drug Administration (FDA) tarafindan bildirilen kriterlere
gore degerlendirme yapildi. Sefotaksim, aztreonam ve sefpodoksime karsi duyarliliklar

GSBL tarama testi yapilirken disk zonlar1 6lciilerek CLSI (2011)’e gore degerlendirildi.
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3.3. Calismada Kullamilan Besiyerleri ve Ayiraclar

3.3.1. Kanh Agar (BioMérieux, Fransa)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 40 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 70
ml koyun kan1 eklenerek steril petrilere dagitildi.

3.3.2. EMB Agar (BioMérieux, Fransa)
Ticari olarak temin edilen besiyerinden 36 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra

besiyeri steril petrilere dagitildi.

3.3.3 Sitrat Agar (Merck, Almanya)
Ticari olarak temin edilen besiyerinden 22.5 g tartilip 1000 ml distile suda
eritildikten sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar

sogutulduktan sonra steril cam tiiplere 10-12 ml dagitildu.

3.3.4. Mueller-Hinton Agar Besiyeri (Merck, Almanya)
Ticari olarak temin edilen besiyerinden 34 g tartilip, 1000 ml distile suda
eritildikten sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar

sogutulduktan sonra besiyeri steril petrilere dagitildi.

3.3.5. Ure Agar (Merck, Almanya)
Ticari olarak temin edilen besiyerinden 21 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten

sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril cam tuplere 10-12 ml dagitildu.
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3.3.6. Lysine iron Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 32 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril cam tuplere 10-12 ml dagitildu.

3.3.7. Tryptic Soy Broth (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 30 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
250 ml gliserin eklendi. Steril ependorflara 1 ml dagitild.

3.3.8. Triple Sugar Iron Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 32 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril cam tuplere 10-12 ml dagitildi.

3.3.9. Voges-Proskauer Besiyeri (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 17 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril cam tuplere 10-12 ml dagitilda.

3.3.10. Mueller Hinton Broth Besiyeri (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 21 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril cam tuplere 10-12 ml dagitilda.
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3.3.11. Haraket Besiyeri (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 30 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten
sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril cam tuplere 10-12 ml dagitildu.

3.3.12. Kovack’s Ayiraci (GBL, Tiirkiye)

Ticari olarak temin edilen ayira¢ kullanildu.

3.3.13. Metil Kirmuzis1 Ayiraci (GBL, Tiirkiye)

Ticari olarak temin edilen ayira¢ kullanildu.

3.3.14. Fosfat Tamponlu Su (PBS)

NaCl 80

KCI 0.2¢

KH.PO4 0.24 g

Na,HPO, 1.44 g

Distile su 1000 mI’ye tamamland1

Kimyasal maddeler distile su i¢inde eritildikten sonra pH 8.3’e ayarlandi ve

121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

3.3.15. Di-etil-piro-karbonat soltisyonu (DEPC)
DEPC 1ml
Distile su 100 ml
100 ml distile suya 1 ml DEPC eklendi ve kuvvetlice karistirildi. Oda 1sisinda 6
saat, su banyosunda 60°C’de 2 saat bekletildi ve 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
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3.3.16. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)
SDS 10g
Distile su 500 ml tamamlandi

Sodyum dodesil siilfattan 10 g tartilip 450 ml distile su i¢inde karistirildi. Su
banyosunda 70°C’ de 2 saat bekletildi ve hacim 500 ml’ye tamamlandi. 1N HCI ile pH’s1
7.2’ye ayarlandi.

3.3.17. Tris Borate EDTA Buffer (TBE) (10X)
TrismaBase 108 ¢
Borik Asit 559
0.5 MEDTA 40 mi
Distile Su 1000 mI’ye tamamlandi
Kimyasal maddeler distile su i¢inde iyice ¢ozdiiriildiikten sonra pH 8.3’e ayarlandi

ve 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

3.3.18. TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA)
Trisma base  315.12 mg
EDTA 58.4 mg
Distile su 1000 ml’ye tamamland1
Kimyasal maddeler distile su igerisisnde iyice ¢ozdiiriildiikten sonra pH 8’e

ayarland1 ve otoklavda sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklandi.

3.4. GSBL Disk Diflizyon Tarama Testi (DDTT)

Kokenlerin EMB agar besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden 4-5 koloni alinip
Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerine ekilerek 37 °C’de 2-3 saat inkube edildi. Bakteri
stispansiyonlart 0.5 Mc Farland bulanikligina ayarland1 ve ekiivyon yardimi ile MHA
besiyeri lizerine her tarafa esit olacak sekilde yayildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasini
takiben CLSI (2011) kriterlerine gore disk merkezinden disk merkezine uzakligi 30 mm

olacak sekilde, sefpodoksim (10 pg) (Oxoid, Ingiltere), aztreonam (30 pg) (Oxoid,
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Ingiltere), seftazidim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere), sefotaksim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere)
antibiyotik diskleri penset yardimiyla steril bir sekilde yerlestirildi ve 37°C’de 16-18 saat
inkibe edildi. Sefpodoksim (10 pg) zonu <17 mm, seftazidim (30 pg) zonu <22 mm,
aztreonam (30 pg) zonu <27 mm, sefotaksim (30 pg) zonu <27 mm olan kdkenler GSBL
pozitif kabul edildi (Sekil 3.1).

A (GSBL pozitif) B (GSBL negatif)
Sekil 3.1 GSBL disk diflizyon tarama testi

3.5. GSBL Kombine Disk Dogrulama Testi (KDDT)

Disk difiizyon testi i¢in bakteri siispansiyonlar1 0.5 Mc Farland bulanikligina
ayarlandi ve ekiivyon yardimi ile MHA besiyeri yiizeyine her tarafa esit dagilacak sekilde
yayildi. Her koken i¢in 2 besiyeri kullanildi. Besiyeri yilizeyinin kurumasi beklendi. CLSI
kriterlerine gore birinci petriye seftazidim (30 ug), seftazidim/klavulonik asit (30/10 pg)
(Bioanalyse, Tirkiye) ve ikinci petriye sefotaksim (30 pg), sefotaksim/klavulonik asit
(30/10 pg) (Bioanalyse, Turkiye) diskleri penset yardimiyla steril bir sekilde yerlestirildi
ve 37°C’de 16-18 saat inkibe edildi. Klavulonik asit ile kombinasyonlu olan disklerin
cevresindeki zon ¢apinin klavulonik asit icermeyen disklerin ¢evresindeki zon ¢apindan 5

mm veya daha fazla olmasi1 ile GSBL pozitifligi dogruland1 (Sekil 3.2, Sekil 3.3).
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A (GSBL pozitif) B (GSBL negatif)
Sekil 3.2 Sefotaksim sefotaksim/klavulonik asit disk dogrulama testi

A (GSBL pozitif) B (GSBL negatif)
Sekil 3.3 Seftazidim ve seftazidim/klavulonik asit disk dogrulama testi

3.6. Kontrol Kokenleri
GSBL tarama ve dogrulama testlerinde K. pneumoniae ATCC 700603 ve E. coli
ATCC 25922 sirastyla pozitif ve negatif kontrol kokenleri olarak kullanildi.
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3.7. PZR yontemi ile CTX-M Genlerinin Varhgmin Arastirilmasi

3.7.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu standart fenol/kloroform yontemine goére yapildi (Neumann ve
ark. 1992). Bu amacla EMB besiyerinde saf olarak treyen bakteri kolonilerinden (5 koloni)
alinarak 1 ml PBS iginde siispanse edildi. Siispansiyon 5000 rpm’de 10 dakika santrif(j
edildi. Santrifiij sonrasi iistteki sivi dokiildii. Eppendorf tiiplerdeki bakteri pelleti {izerine
500 pl Tris EDTA (TE) ve 5 ul lizozim (Sigma, ABD) enzimi eklenerek vortekslendi ve
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: tiiplere 12,5 pl proteinaz K (25 mg/ml)
(Sigma, ABD), 50 ul %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) eklendi ve 55°C’de 2 saat
inkiibe edildi. Tiiplere 5 M 150 pl NaCl ve 500 pl kloroform eklendi, oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde tiipler 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki
stvi fazdan 500 pl yeni tiiplere alindi. Aktarilan stvinin tizerine 500 pl izopropanol eklendi.
Yeni siispansiyon 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve sivist dokiildii. Dipteki
pellet %70’lik alkol ile yikandi ve 12000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Tuplerdeki
alkol kurutuldu. Tuplere 100 pl di-etil-piro-karbonat (DEPC) eklenerek DNA ¢ozdurdldi
ve -20°C’de kullanilincaya kadar saklandi.

3.7.2. CTX-M Genlerinin Amplifiye Edilmesi
CTX-M genlerinin amplifikasyonu Pitout ve ark. (2004)’nin bildirdikleri primerler
ve yontem kullanilarak yapildi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan primerler

Nikleotid
Hedef* Primer 5"—3" Oligontikleotid Dizisi | Urin (bp) (bp)

CTX-M CTXML-F3 | GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 416-435
grup | CTXMI-R2 | AGC CG C CGA CGC TAA TAC A 914-896
CTX-M TOHO1-2F | GCG ACC TGG TTA ACT ACA ATC C - 313-334
grup I TOHOL-1IR | cGG TAG TAT TGC CCT TAA GCC 663-643
CTX-M CTXM825R | CGC TTT GCC ATG TGC AGC ACC 207 475-495
grup Il CTXMB825F | GCT CAG TAC GAT CGA GCC 781-764

CTX-M CTXM914F | GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG 474 1857-1876

grup IV CTXMIO14R | GTA AGC TGA CGC AAC GTC TG 2330-2311

*Grup I; CTX-M-1, -3, -10, -12, -15, -22, -23, -28, -29, ve -30. Grup II; CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, ve -20 ve
TOHO-1. Grup I1I; CTX-M-8. Grup IV; CTX-M-9, -13, -14, -16, -17,-19, -21, -24, -27 ve TOHO-2.

PZR karigsmi 25 pl total hacimde 5 pl Taq buffer (10X), 4 ul MgCl, (25 mM)
(Fermantas, ABD), 0.5 ul dANTP (10mM) (Fermantas, ABD), herbir primerden 1 ul (25
pmol), 0.2 pl Taq polimeraz (5U/ pl ) (Fermantas, ABD) ve 2 ul kalip DNA olacak sekilde
hazirlandi. On denaturasyon (94 °C’de 5 dk) asamasini takiben toplam 30 siklus olacak
sekilde 94 °C’de 30sn denaturasyon, 55°C’de 30 sn baglanma ve 72 °C’de 30 sn uzama
olarak gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72 °C’de 10 dk son uzama islemi yapild.

3.7.3. Amplifiye Edilen Gen Uriintiniin Gosterilmesi

Amplifiye edilen PZR drinleri negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) ile birlikte,
DNA marker (100-3000 bp) (Fermantas, ABD) yiikleme boyasi (6X) (Fermantas, ABD) ile
1/5 oraninda karnstirilarak 1X Tris Borate EDTA (TBE) (Wisent, Kanada) tamponu
icindeki %2’lik agoroz jele yliklendi. 150 V’°da 30 dakikalik elektroforez isleminden sonra
gorinttleme unitesinde (Wealtec Dolphin-View, ABD) incelendi ve 499 bp, 474 bp, 351

bp, 307 bp’lik gen iiriinlerinin varlig1 yoniinden degerlendirildi.
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3.8. Istatistiksel analiz

Veriler SPSS 13.0 paket programi kullanilarak analiz edildi. Verilerin sunumunda
frekans ve yiizde dagilimlari kullanildi. Testlerin birbiriyle karsilastirilmasinda ki-kare testi
kullanildi. Istatistiksel dnemlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen kokenlerin izole edildigi 6rneklerin gonderildigi klinikler

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Kokenlerin izole edildigi 6rneklerin gonderildigi klinikler

Klinik n (%)
Genel Cerrahi 20 (13.3)
Uroloji 20 (13.3)
Enfeksiyon Hastaliklart 19 (12.6)
Cocuk Hastaliklar1 15 (10)
Yogun Bakim Unitesi 14 (9.3)
Dahiliye 13 (8.7)
Ortopedi ve Travmatoloji 13 (8.7)
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 11 (7.3)
Dermatoloji 7(4.7)
Beyin Cerrahisi 6 (4)
Fizik Tedavi ve Rehabiliyasyon 5(3.3)
Noroloji 4(2.7)
Cocuk Cerrahisi 1(0.7)
Go6z Hastaliklar 1(0.7)
Plastik Cerrahi 1(0.7)
TOPLAM 150 (100)

Calisilan tiim kokenlerin (%100) tigesikline duyarli olduklari saptandi. Imipenem
ve meropeneme %99.3°1, ertapeneme %98’1 duyarl olarak bulunurken en fazla direngli
olduklar1 antibiyotikler sirasiyla ampisilin (%88), sefazolin (%70.7), levofloksasin (%70),
sefuroksim  aksetil  (%70), sefuroksim  (%69.3), seftriakson  (%68) ve

trimetoprim/sulfametaksazol (%66.7) olarak belirlendi.

Kokenlerin otomatize sistem ile belirlenen 17 antibiyotik icin MIK degerleri cizelge
4.2°de sunuldu. Bu sonuglara gére MiKso degerleri (bakterilerin en az %50’sine etkili

olabilmek icin gereken MIK degeri) duyarlilik smiri iginde kalan antibiyotikler

piperasilin/tazobaktam, sefuroksim, seftazidim, sefoksitin, sefepim, imipenem,
meropenem, ertapenem, amikasin, gentamisin ve tigesiklindi. MiKgq degerleri (bakterilerin

en az %90’ ma etkili olabilmek icin gereken MIK degeri) duyarlilik sinir1 icinde kalan

antibiyotikler imipenem, meropenem, ertapenem, amikasin ve tigesiklindi.
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Cizelge 4.2 Escherichia coli kokenlerine karsi 17 antimikrobiyalin pg/ml cinsinden minimum inhibit6r

konsantrasyonu (MIK) degerleri (n=150)

. MIK . . Duyarl Orta Direncli

Antimikrobiyal | Sinir degerler Arahi MIKso | MIKgg Duyarl
n (%) n (%) n (%)

Ampisilin <§->32 >32 >32 | >32 18 (12) 0(0) | 132(88)
AMC* <8/4->32/16 | 4/2->32/16 | 16/8 |>32/16| 50 (33.3) 45 (30) | 55 (36.7)
PTZ** <16/4 - >128/4 | <4/4->128/4 | 8/4 |>128/4| 95 (63.3) 15 (10) | 40 (26.7)
Sefazolin <2->8 >64 >64 | >64 | 43(28.7) 1(0.7) |106(70.7)
Sefuroksim <4->32 16>64 4 >64 42 (28) 4(27) |104(69.3)
Seftazidim <4->16 <1->64 4 >64 48 (32) 9 (6) 93 (62)
Sefoksitin <§->32 <4->64 <4 32 114 (76) 13(8.7) | 23(15.3)
Seftriakson <1->4 <1->64 >64 | >64 | 47(31.3) 1(0.7) | 102 (68)
Sefepim <§->32 <1->64 2 >64 48 (32) 8(5.3) | 94(62.7)
Imipenem <1->4 <1 <1 <1 149 (99.3) 0(0) 1(0.7)
Meropenem <1->4 <0.25-1 | <0.25 | <0.25 | 149 (99.3) 0 (0) 1(0.7)
Ertapenem <0.25->1 <0.5->8 | <0.5 | <05 | 147 (98) 1(0.7) 2 (1.3)
Amikasin <16 - >64 <2->64 <2 16 95 (63.3) | 52(34.7) 3(2)
Gentamisin <4->16 <1->64 <1 | >16 | 92(61.3) 1(0.7) | 57(398)
Levofloksasin <2->8 <0.12->8 >8 >8 44 (29.3) 1(0.7) 105 (70)
SXT*** <2/38 ->4/76 | 1/19-16/304 | >4/76 | >4/76 | 50 (50) 0(0) |100 (66.7)
Tigesiklin <0.5->8 <0.5-1 <0.5 | <0.5 135 (90) 15 (10) 0(0)

*AMC: Amoksisilin/Klavulonik Asit
**PTZ: Piperasilin/tazobaktam

***SXT: Trimetoprim/stlfametaksazol

DDTT ile 57 (%38) kokenin GSBL sentezlemedigi 93 (%62) kokenin ise GSBL
sentezledigi saptandi. Sefotaksim-sefotaksim/klavulonik asit (CTX/CTC) ile yapilan
KDDT ile 103 (%68.7) kdken pozitif olarak belirlenirken seftazidim-seftazidim/klavulonik
asit (CAZ/CZC) ile yapilan KDDT ile 80 (%53.3) koken pozitif olarak belirlendi.

Otomatize sistem ve DDTT karsilastirildiginda 84 (%56) kokenin her iki testte
pozitif oldugu, otomatize sistem ve KDDT’ler karsilastirildiginda ise benzer sekilde 84
(%56) kokenin CTX/CTC ile KDDT ve otomatize sistemle GSBL testi pozitif oldugu, 70
(%46.7) kokenin CAZ/CZC ile GSBL tarama testi ve otomatize sistemle GSBL pozitif
oldugu saptandi. Boylece 41 kdken otomatize sistem ve DDTT ile negatif, 84 kdken pozitif
olarak bulundu. Toplam 125 koken (%83.3) otomatize sistem ve DDTT ile ayni sonucu
verirken yine 125 koken (%83.3) otomatize sistem ve CTX/CTC ile KDDT testinde ayni
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sonucu verdi. Kokenlerin 110°u (%73.3) otomatize sistem ve CAZ/CZC ile KDDT testinde
ayn1 sonucu verdi (Cizelge.4.3).

Cizelge 4.3 GSBL varliginin saptanmasinda fenotipik yontemlerin karsilagtirilmasi

GSBL varlig
GSBL Testi ve yorumu ,(\l(zg;rg?t'ze S'Stgr:;;:) TOPLAM | P
n (%) n (%)

GSBL Disk Difiizyon | Negatif 41 (27) 16 (10.6) 57 0.000
Tarama Testi Pozitif 9 (6) 84 (56) 93

GSBL Kombine Disk | Negatif 41 (27) 16 (10.6) 57
]()C()Tg%%%gem Pozitif 9 (6) 84 (56) 93 0.000
GSESL Kombine.Disk Negatif | 40 (26.6) 30 (20) 70
%’gg@%i‘?ﬂ pozitift | 10(6.6) | 70 (46.6) go | 0000

*CTX/CTC: Sefotaksim-Sefotaksim/klavulonik asit
**CAZ/CZC: Seftazidim-Seftazidim/klavulonik asit
***Otomatize sistem: Vitek 2 Compact (Biomerieux, Fransa)

Hem CAZ/CZC hem de CTX/CTC ile yapilan KDDT ile 79 (%52.7) kdkenin
GSBL pozitif oldugu, 56 (%37.3) kokenin negatif oldugu boylece 135 (%90) kdkenin ayni

sonucu verdigi saptandi. KDDT’lerin karsilastirilmasi ¢izelge.4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Kombine disk dogrulama testlerinin karsilagtirmasi

GSBL Kombine Disk
Dogrulama Testi

GSBL Testi ve Yorumu (CAZ-CZC**) TOPLAM P

Negatif Pozitif

n (%) n (%)
GSBL Kombine Disk | Negatif 56 (37.3) 1(0.7) 57
Dogrulama Testi
TOPLAM 70 (46.7) 80 (53.3) 150

*CTX/CTC: Sefotaksim-Sefotaksim/klavulonik asit
**CAZ/CZC: Seftazidim-Seftazidim/klavulonik asit




DDTT diger dogrulama testleri ile karsilastirildiginda 92 (%61.3) kdkenin hem
DDTT hem de CTX/CTC dogrulama testinde GSBL pozitif iken, 46 (%30.7) kdkenin
negatif oldugu saptanmis olup 138 (%92) kdkenin ayni sonucu verdigi bulunmustur. Hem
DDTT hem de CAZ/CZC dogrulama testinde 77 (%51.3) kokenin GSBL pozitif, 56
(%37.3) kokenin negatif oldugu bulunmustur. Boylece 133 (%88.7) kokenin her iki testte

ayni sonucu verdigi saptanmistir (Cizelge.4.5).

Cizelge 4.5 Disk diflizyon tarama testi ile kombine disk dogrulama testlerinin karsilagtirmasi

GSBL Disk Diftizyon
. Tarama Testi
GSBL Testi ve yorumu Negatif Pozitif TOPLAM P
n (%) n (%)

GSBL Kombine Disk | Negatif | 46 (30.6) 1(0.6) 47

Dogrulama Testi — 0.000
(CTX/CTC*) Pozitif 11 (73) 92 (613) 103

GSBL Kombine Disk | Negatif | 56 (37.3) | 16 (10.6) 72

Dogrulama Testi — 0.000
(CAZICZC**) Pozitif 11 (7.3) 77 (51.3) 88

*CTX/CTC: Sefotaksim-Sefotaksim/klavulonik asit
**CAZ/CZC: Seftazidim-Seftazidim/klavulonik asit

Vitek 2
otomatize sistem, DDTT, CAZ/CZC KDDT ile GSBL pozitif olan kokenlerin ampisilin,
amoksisilin/klavulonik asit, piperasilin/tazobaktam, sefozolin, sefuroksim, seftazidim,

Antimikrobiyal duyarliliklar ile GSBL varligi karsilastirildiginda;

seftriakson, sefepim, amikasin, gentamisin, levofloksasin, trimetoprim/sulfametaksazol,
sefotaksim, aztreonam ve sefpodoksime karsi daha direncli oldugu (p<0.05), sefoksitin,
imipenem, meropenem ve ertapeneme karsi direngli olmasinda istatistiksel olarak énemli

bir fark olmadigi (p>0.05) saptanmustir.

CTX/ICTC KDDT ile GSBL

amoksisilin/klavulonik asit, sefozolin, sefuroksim, seftazidim, seftriakson, sefepim,

pozitif olan  kokenlerin  ampisilin,
amikasin, gentamisin, levofloksasin, trimetoprim/sulfametaksazol, sefotaksim, aztreonam
ve sefpodoksime karsi daha direngli oldugu (p<0.05), piperasilin/tazobaktam, sefoksitin,
imipenem, meropenem ve ertapeneme karsi direncli olmasinda istatistiksel olarak onemli

bir fark olmadig1 (p>0.05) saptanmaistir.
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PZR yontemi ile 101 (%67.3) kokende blactx-m geni tespit edilmistir. CTX-M
tagtyan kokenler icinde 29 (%19.3) kokenin sadece Grup I, bir (%0.7) kdkenin sadece Grup
I1, alt1 (%4) kokenin sadece Grup III, 14 (%9.3) kokenin sadece Grup IV CTX-M geni
tasidigr belirlenmistir. Diger kokenler en az iki gruptan CTX-M icermektedir. Boylece
toplamda 69 (%46) kokenin Grup I, 58 (%38.7) kdkenin Grup 1V, 30 (%20) kokenin Grup
I, 11 (%7.3) kokenin ise Grup Il blactx-m geni tasidigr tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Kokenlerdeki blacrx.m varligt ve dagilimi

Koken sayisi
blactx-m varhgi ve grubu
n (%)
Negatif 49 (32.7)
Grup | 29 (19.3)
Grup Il 1(0.7)
Grup 111 6 (4)
Grup IV 14 (9.3)
Grup 1+Grup 11 6 (4)
Pozitif | Grup I+Grup 111 1(0.7)
Grup I+1V 18 (12)
Grup 1+Grup IV 7(4.7)
Grup H1+Grup IV 3(2)
Grup 1+Grup 11+Grup IV 15 (10)
Grup H+Grup 1+ Grup IV 1(0.7)
TOPLAM 150 (100)
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Elde edilen PZR iirlinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2° de

gosterilmistir.

Sekil 4.1 PZR drtnlerinin agoroz jeldeki goruntileri (Grup I, 11, IV CTX-M)

Negatif kontrol DNA Marker

Sekil 4.2 PZR urinlerinin agoroz jeldeki gortntuleri (Grup I, 11, IV CTX-M)
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Vitek 2 otomatize sistem, DDTT, CTX/CTC KDDT ile GSBL pozitif olan

kokenlerde blactx-m gen pozitifligi daha fazla bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 PZR yontemi ile saptanan blacrx.w varligi ile diger GSBL tarama ve dogrulama testlerinin

karsilagtiritlmasi

b|aCTx-|\/| gen Val‘llgl
Testler ve yorumlari Negatif Pozitif TOPLAM P

n (%) n (%)
GSBL varligt Negatif 23 (15.3) 27 (18) 50 0.014
(Otomatize sistem™) Pozitif 26 (17.3) | 74(49.3) 100 '
GSBL Disk Difizyon | Negatif | 25(16.6) | 32(21.3) 57 0,022
Tarama Testi Pozitif 24 (16) 69 (46) 93 '
GSBL Dogrulama Testi Negatif 25 (16.6) 32 (21.3) 57 0.022
(CTX-CTC**) Pozitif 24 (16) 69 (46) 93 '
GSBL Dogrulama Testi | Negatif 27 (18) 43 (28.6) 70 0,145
(CAZ-CZC***) Pozitif | 22(14.69 | 58 (38.69 80 '
*QOtomatize sistem: Vitek 2 Compact (Biomerieux, Fransa)
**CTX-CTC: Sefotaksim-Sefotaksim/klavulonik asit
***CAZ-CZC: Seftazidim-Seftazidim/klavulonik asit

PZR vyoOntemiyle saptanan blactx.v gruplarn ile tek tek kokenlerin

antimikrobiyallere karsi duyarhiliklar1 karsilagtirildiginda (orta duyarli olan kdkenler
kabul

amoksisilin/klavulanik  asit,

direngli edilmistir); Grup [ blacrx-.v geni iceren kokenlerin ampisilin,

sefuroksim, seftriakson, sefotaksim, aztreonam ve
sefpodoksime yiiksek oranda direng gosterdikleri tespit edilmis olup bu antibiyotiklerin
disindakilerde istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.8).
Grup Il ve Grup Il blactx-m geni iceren kokenlerde antimikrobiyallere karsi direng

arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0.05).
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Cizelge 4.8 PZR yontemi ile saptanan Grup | blacrx.m geni varligi ile antimikrobiyallere kargt duyarlilik
arasindaki iligki

Grup | blaCTX_M Varllgl
Antibiyotik duyarhhk durumu Negatif Pozitif TOPLAM P
n (%) n (%)
Ampisili Direncli 65 (43.3) 66 (44) 132 0.01
mpisilin )

P Duyarh | 15 (10) 3(2) 18
Amoksisilin/klavulonik Direngli 44 (29.3) 56 (37.3) 100 0,002
asit Duyarli | 37 (24.6) 13 (8.6) 50 '

) Direngli 48 (32) 61 (40.6) 109
Sefuroksim 0.000
Duyarli 33 (22) 8 (5.3) 42
_ Direngli 42 (28) 61 (40,6) 103
Seftriakson 0.000
Duyarli 39 (26) 8 (5.3) 47
Direncli | 41 (27.2) 61 (40.6) 102
Sefepim 0.000
Duyarli | 40 (26.6) 8 (5.3) 48
Direncli 31 (20.6) 62 (41.3) 93
Sefotaksim 0.000
Duyarli 50 (33.3) 7 (4.6) 57
Direncli 28 (18.6) 51 (34) 79
Aztreonam 0.000
Duyarli 53 (35.3) 18 (12) 71
Direncli 32 (21.3) 63 (42) 95
Sefpodoksim 0.000
Duyarh | 49 (32.6) 6 (4) 55
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PZR yontemi ile saptanan Grup 1V blacrx-.m varligi ile kokenlerin yiiksek oranda

direncli oldugu antibiyotikler Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9 PZR ile saptanan Grup 1V blactx.m geni varligi ile kdkenlerin antibiyotik duyarhiligi arasindaki
iligki

Grup IV
Antibiyotik duyarlilik blacrx.m varligt
durumu Negatif Pozitif TOPLAM P
n (%) n (%)
o Direncli 86 (57.3) 46 (30.6) 132
Ampisilin 0.018
Duyarli 6 (4) 12 (8) 18
_ Direncli 78 (52) 36 (24) 108
Sefuroksim 0.0023
Duyarli | 20 (13.3) | 22(14.6) 42
_ Direngli | 70 (46.6) 33(22) 103
Seftriakson 0.016
Duyarlh | 22 (14.6) | 25(16.6) 47
Direncli 63 (42) 30 (20) 93
Sefotaksim 0.040
Duyarll | 29(19.3) | 28(18.6) 57
Direncli | 64 (42.6) | 31(20.6) 95
Sefpodoksim 0.046
Duyarli | 28 (18.6) 27 (18) 55
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae {liyesi bakteriler toplum kaynakli ve hastane kaynakli
infeksiyonlarin ~ en  Onemli  etkenleri  haline  gelmistir.  Beta-laktamlar  bu
mikroorganizmalarin sebep oldugu infeksiyonlarin tedavisinde baslica secenektir. Beta-
laktamlara kars1 direng baslica GSBL sentezi ile gelismektedir. Enterobacteriaceae lyeleri
arasinda bu direng tipi olduk¢a yaygindir (Giir 2002).

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de GSBL sentezleyen kokenlerin yayildigi
goriilmektedir. Yumuk ve ark. (2008) 2004 ile 2005 yillarinda toplum kaynakli tiriner
sistem infeksiyonlarina sebep olan E. coli’lerde GSBL sentezleme oranini %21 olarak
bulmuslardir. Kaygusuz ve ark. (2011) 2005 yilinda E. coli kokenlerinde GSBL
pozitifligini %30, 2006 yilinda ise %29 olarak belirlemislerdir. Akyar ve ark. (2010) 15434
E. coli kokeninde GSBL oranini %10.9 olarak bulmuslar ve bes yillik siirede GSBL pozitif
E.coli oranlariin her yil 6nceki yila gére anlamli derecede arttigini saptamislardir. Duman
ve ark. (2010) ayaktan tedavi goren hastalardan izole edilen E. coli kdkenlerinin 104’tinde
(%13.9), yatan hastalardan izole edilen kokenlerin ise 471°inde (%27.5) GSBL pozitifligi
saptamiglardir. Eryilmaz ve ark. (2010) cesitli klinik 6rneklerden izole edilen E. coli
kokenlerinde GSBL sikligin1 %18.42 olarak bulmuslardir.

Uluslaras1 ¢ok merkezli siirveyans ¢alismalardan biri olan MYSTIC (meropenem
yearly susceptibility test information collection) verilerine gore 2000-2003 yillar1 arasinda
dokuz merkezde izole edilen E. coli kokenlerinde GSBL oran1 %19.5 olarak verilmistir
(Korten ve ark. 2005). MYSTIC ¢alismasiin 1997-2004 yillar1 arasinda ¢alismaya katilan
tim merkezlerde Gram negatif basillerde GSBL %28 olarak saptanmistir (Jones ve ark.
2005). Bir diger ¢cok merkezli SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programi verilerine
gore 1998 ile 2002 yillar1 arasinda Asya-Pasifik bolgede E. coli kokenlerinde Cin’de
%24.5, Hong Kong’da %14.3, Singapur’da %11.3 oraninda GSBL f{iretimi bildirilmistir
(Hirakata ve ark. 2005). Global siirveyans ¢aligmalarindan TEST (Tigecycline Evaluation
and Surveillance Trial) ve SMART (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance
Trends) c¢alismalarinda Avrupa’daki GSBL oranmin Latin Amerika ve Asya/Pasifik
bolgesinden daha az ancak Kuzey Amerika’da daha fazla oldugu bildirilmistir (Coque ve
ark. 2008). Ispanya’da 2000 yilinda ilk kez GSBL iireten E. coli siirveyans c¢alismasi
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yapilmistir (Hernandez ve ark. 2005) ve GSBL iireten E. coli orami %0.5 olarak
bulunmustur. Ayni ulusal calisma alt1 y1l sonra yapildiginda oranin %4.04’e yiikseldigi
saptanmustir (Angel ve ark. 2009). Bizim ¢alismamizda belirli bir siiredeki GSBL oranlar1
belirlenmemis, otomatize sistem ile GSBL saptanan 100 ve GSBL bulunmayan 50 E. coli
kokeni caligmaya alinarak GSBL saptama yontemleri birbiriyle karsilastirilmistir.

GSBL iireten bakterilerin saptama yontemleri ilk kez Jarlier ve ark. (1988)’nin tarif
ettigi ¢ift disk testi ile baslamaktadir. Bu yontem yillarca referans test olarak kullanilmistir
(Katsanis ve ark. 1994, Sanders ve ark. 1996, Thomson ve Sanders 1992). Vitek GSBL
kartlart (Sanders ve ark. 1996) E test stripleri (Cormican ve ark. 1996), ve daha yeni olarak
MicroScan panellerde (Moland ve ark. 1998) GSBL (reten kokenleri saptamak igin
kullanilmaktadir ve hepsinin %90 duyarliliga sahip oldugu gosterilmistir (Tenover ve ark.
1999). GSBL testi iceren Vitek kartlar1 FDA onaylidir. Vitek GSBL testi sefotaksim ve
seftazidim (0.5 pg/ml) ve bu antibiyotiklerin klavulonik asit (4 pg/ml)ile
kombinasyonlarin1 kullanarak GSBL pozitifligini saptar (Paterson ve Bonomo 2005).
Testin duyarlilik ve 6zgiilliigii %90’dir (Sanders ve ark. 1996).

Tenover ve ark. (2003) 131 E. coli kokeninin broth mikrodillisyon metodu ile
21’inde, bu 21 kokenin ise 18’inde sefotaksim veya seftazidim diski dogrulama testinde
GSBL pozitifligi saptamiglardir. Izoelektrik fokuslama ydntemi ile TEM ve AmpC beta-
laktamaz varhigin1 arastirdiklar1  ayn1 ¢alismada uyguladiklar1 tiim yontemler
degerlendirildiginde 131 kdkenin sadece %16’simnin GSBL sentezledigini saptamiglardir.

Bizim caligmamizda Vitek 2 otomatize sistem, DDTT ve KDDT’lerinin sonuglar1
uyumlu ¢ikmakla birlikte Vitek 2 otomatize sistem ile en uyumlu bulunan yontem DDTT
ve CTX/CTC KDDT oldugu bulundu. Vitek 2 otomatize sistem ile her iki testte 125
(%83.3) koken, Vitek 2 otomatize sistem ve CAZ/CZC KDDT’te 110 (%73.3) kdken ayn1
sonucu verdi.

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada 107 kokende (E.coli, K.pneumoniae ve K.
oxytoca) cift disk dogrulama testi ve E test yontemleri ile GSBL varlig1 arastirilmistir
(D’Azevedo ve ark. 2004). Kdkenlerin %67’sinde ¢ift disk dogrulama testi ile %54 iinde E
test ile GSBL pozitifligi saptanirken %17’sinde ise GSBL pozitifligi saptanmamustir. Cift
disk dogrulama testi ile GSBL {iretiminin dogrulamasinin substrata gore degistigi (CTX
veya CAZ), tarama yontemlerinin performansmin ¢ift disk dogrulama testi ile
karsilastirildiginda degisken oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda CAZ/CZC KDDT

47



ve CTX/CTC KDDT ile alinan sonuglar birbiriyle uyumludur (p<0.05). CAZ/CZC KDDT
ve CTX/CTC KDDT ile 135 (%90) kdken ayn1 sonucu verdi. M’Zali ve ark. (2000) yaptigi
calismada bizim c¢alismamizdan farkli olarak seftazidim diskinin GSBL pozitif izolatlar1
saptamada daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada altin standart olarak E testi
belirlemiglerdir. Bizim ¢alismamizda PZR yontemi altin standart olarak alinabilecek gibi
goriinmekle birlikte PZR yontemiyle sadece blactx-m geninin varligini aragtirdigimiz ve bu
genin olmamasi diger GSBL genlerinin olmayacagi anlamina gelmedigi icin testlerin
duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri hesaplanamamigtir. Daha 6nce GSBL varlig1 dogrulanmis 20
koken ve 49 klinik kokene dort fenotipik dogrulama testi (MicroScan GSBL panelleri,
Vitek GNS-120 ve Sensi-Disk GSBL dogrulama test diskleri ve Etest.) uygulananan bir
calismada (Linscott ve ark. 2005) Vitek GNS-120’nin 6zgilligli %98, duyarliligt %99
olarak bulunmustur.

Espinar ve ark. (2011) Vitek 2 otomatize sistem (BioMérieux) ile Phoenix
otomatize Sistem (BD Diagnostic Systems) ve MicroScan WalkAway-96 Sistem (Dade
Behring) ve iki manual yontemi, E test (AB Biodisk) ve cift disk diflizyon testini
karsilastirdiklar1 ¢calismada Vitek 2 otomatize sistem ile GSBL pozitif saptanan 110 E. coli
ve 72 K. pneumoniae kokenini diger yontemlerle de g¢alismiglardir. Do6rt yontemin
sonuglart 182 kokenden 126 tanesinde uyumlu olarak bildirilmis ve ¢alismada Vitek 2
otomatize sistem ile %23.9 kokende ¢ift disk diflizyon ile farkli sonug¢ bulunmustur. Bizim
calismamizda bu ¢alisma ile benzer olarak Vitek 2 otomatize sistem ile negatif bulunan
dokuz (%18) kokende DDTT ve CTX/CTC KDDT ile pozitif bulunurken 10 (%20)
kokende CAZ/CZC KDDT ile pozitif bulunmustur. Vitek 2 otomatize sistem ile pozitif
bulunan 16 (%16) koken DDTT ve CTX/CTC KDDT ile negatif bulunmustur. Bizim
calismamiz1 destekleyen baska bir ¢alismada (dokuz yontem karsilagtirilmis ve Vitek 2
otomatize sistem, disk difuizyon, E test, disk kombinasyon testi, ¢ift disk sinerji, cloxacillin
iceren MHA ve Cica-Beta testleri) 107 Enterobacteriaceae iiyesi bakteriye uygulanmis,
%49’u GSBL pozitif olarak bulunmustur. Vitek 2 otomatize sistemin duyarlilig1 %73-79,
disk diflizyonun duyarliligi %96, E testin 6zgiilligii %62, ¢ift disk diflizyonun 6zgilligii
%100 bulunmustur. Yukardaki ¢alismalarin 15181 altinda Vitek 2 otomatize sistem ile
saptanan GSBL pozitifliginin diger KDDT ile dogrulanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
Garrec ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada disk difiizyon testinin duyarliligin %96 olarak
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda DDTT ve KDDT’lerin sonuglar1 karsilagtirildiginda

48



Vitek 2 otomatize sisteme gore daha uyumlu bulunmustur. DDTT ve CTX/CTC KDDT ile
138 (%92) koken, DDTT ve CAZ/CZC KDDT ile de 133 (%88.7) kokende ayn1 sonug
alinmustir.

Ik kez 1986 yilinda Matsumoto ve ark. (1988) tarafindan saptanan CTX-M tip
beta-laktamazlarin 1995 yilindan itibaren tiim diinyada hizla yayildigi gozlenmistir
(Bonnet 2004). Gunimuzde CTX-M tip beta-laktamazlarin Latin Amerika, Uzak Dogu,
Avrupa, Orta Dogu, Kuzey Amerika ve Afrika’y1r da kapsayan genis bir cografik alana
yayilmis oldugu goriilmektedir.

Tiirkiye’de ilk CTX-M (CTX-M-3) tip beta-laktamaz Agikgoz ve ark. (2003)
tarafindan sefotaksim ve aztreonam direngli Shigella sonnei izolatindan izole edilmistir.
Yine ayn1 yil Lartigue ve ark. (2003) tarafindan K. pneumoniae kdkeninde CTX-M-15
saptanmustir. Bahar ve ark. (2006) sefotaksim, aztreonam, sefepime direncli S. enterica
serovar Virchow kokeninde CTX-M-3 enzimini saptamiglardir.

Ulkemizde alt1 farkli merkezin dahil oldugu HITIT ¢alismasinda Giir ve ark. (2008)
1196 Gram negatif hastane kokeninde GSBL iiretimi E test yontemiyle arastirilmis ve 457
E.coli kokeninin %26’sinin GSBL {irettigi saptanmustir. En sik tespit edilen (%71.4) enzim
CTX-M olmustur. Bu enzimler iginde CTX-M-15 (%69.4), CTX-M-3 (%28.6), CTX-M-1
(%2) en sik rastlanan tipler olarak belirlenmistir. 2007 yilinda iilkemizde yapilan HITIT 2
Siirveyans c¢alismasinda Gur ve ark. (2009) 438 E. coli kokeninden %42’sinin GSBL
tirettigi saptanmistir. CTX-M siklig1 %96.2 olarak bulunmus olup E. coli kdkenlerinde en
sik goriilen enzim tipi CTX-M olarak saptanmustir. Iki ¢alisma incelendiginde GSBL
varliginin ve CTX-M oraninin artti§i goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda CTX-M orani
%67.3 olarak bulunmus olup bu ulusal calismadaki oranlardan azdir. Bunun sebebi
caligmanin yapildig: tarihler arasinda izole edilen tim E. coli kokenlerinin degil Vitek 2
otomatize sistem ile saptanmis GSBL pozitif 100 koken ve GSBL negatif 50 kokenin
caligmaya dahil edilmesi olabilir.

Ulkemizde CTX-M tipi enzimlerin prevalans1 ve dagilimi ile igili veriler smirl
olmakla birlikte son yillarda artmistir. Dogan Celik ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada
toplum kaynakli iiriner sistem infeksiyon etkeni 30 E.coli kokeninin 11’inin GSBL
tirettigini bunlarin %36.7’sinin blactx-m geni tasidigini bu 11 kokeninde yedisinin blactx-
m-15, Uclnln blacrtx-m-3 ve birinin blacrtx.v-1 yoniinden pozitif oldugunu saptamislardir.
Gonulli ve ark.(2008) GSBL ureten E.coli suslarinin %86.8’inde CTX-M-1 grubu
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enzimlerin tretildigini ve CTX-M-15 insidansinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Yumuk ve ark. (2008) 2004 ile 2005 yillarinda toplum kaynakli iiriner sistem
infeksiyonlarina sebep olan E. coli’lerde yaptiklart ¢alismada kokenlerin %76.5’inin
blactx.v igerdigini ve Tiirkiye’den bildirilen diger g¢alismalarda oldugu gibi birinci
gruptaki CTX-M-15 tipinin en sik saptandigini bildirmislerdir. Bayraktar ve ark. (2010)
calistiklar1 200 adet GSBL pozitif Enterobacteriaceae iiyesi bakterinin 167 sinin (%83.5)
blactx-m geni igerdigini, bu bakteriler i¢inde de 141 E.coli kokeninin 132’sinin (%93.6)
blacTx-m tasidigini bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da iilkemizdeki diger ¢aligmalarla
uyumlu olarak en fazla Grup | blactx-m geni, ikinci siklikta ise Grup IV blacrx-m geni
saptanmistir.

GSBL lreten Enterobacteriaceae (yesi bakteriler kural olarak butin
sefalosporinlere ve genis spektrumlu penisilinlere (monobaktam, aztreonam) direnclidir.
(Koksal 2003)

Bizim c¢alismamizda kdkenlerin en duyarli olduklar1 antibiyotigin karbapenemler
oldugu goriildii. Vitek 2 otomatize sistem, DDTT, CAZ/CZC KDDT ve CTX/CTC KDDT
ile  GSBL  saptanan  kokenlerin  ampisilin,  amoksisilin/klavulonik  asit,
piperasilin/tazobaktam, sefozolin, sefuroksim, seftazidim, seftriakson, sefepim, amikasin,
gentamisin, levofloksasin, trimetoprim/sulfametaksazol, sefotaksim, aztreonam ve
sefpodoksime karsi daha direngli olduklari, GSBL varliginin sefoksitin, imipenem,
meropenem ve ertapeneme karsi direng durumunu degistirmedigi saptanmistir.

GSBL iireten bakterilerin sebep oldugu infeksiyonlarda antibiyotik secgenekleri
sinirhdir (Paterson ve Bonomo 2005). Bu bakteriler sefalosporinlere in vitro duyarl:
goriinse bile bu antibiyotiklerle tedavileri imkansizdir (Paterson ve ark. 2001).

GSBL iireten kokenler florokinolonlar ve aminoglikozidler gibi diger
antibiyotiklere de yiliksek direng gosterme egilimindedir (Paterson ve ark. 2004,
Lautenbach ve ark. 2001, Paterson ve ark. 2000). Florokinolonlar eger bakteri in vitro
duyarl ise orta siddetli infeksiyonlarin tedavisinde faydali olabilir. Florokinolonlar GSBL
ureten bakterilerin tedavisinde karbapenemler kadar etkilidir (Endimiani ve ark. 2004,
Kang ve ark. 2004). Ancak bizim ¢alisgmamizda da GSBL {ireten bakterilerin beta-laktam
antibiyotiklerle birlikte florokinolon ve aminoglikozidlere de daha direngli olduklar

saptanmistir.

50



Karbapenemler GSBL {ireten bakterilerin sebep oldugu ciddi infeksiyonlarin
tedavisinde segilecek antibiyotiklerdir (Harada ve ark. 2008). Bizim ¢aligmamizda da dort
yontemle GSBL f{irettigi belirlenen bakterilerde GSBL varliginin karbapenem direng
durumunu etkilemedigi tespit edilmistir.

Sefamisinler (sefoksitin, sefotetan) GSBL’nin hidrolitik aktivitesine karsi stabildir
(Harada ve ark. 2008). Bizim ¢aligmamizda da sefoksitin direng durumu GSBL varligindan
etkilenmemektedir. Bununla birlikte GSBL {ireten organizmalarin tedavisi sirasinda dis
membran proteininin ekspresyonundaki azalma sefamisinlere karsi dirence neden olabilir
(Jeong ve ark. 2008). AmpC tip beta-laktamazlarin tretimi de sefamisinlere direng
gelisimine sebep olur. Bunun icin sefamisinler GSBL iireten bakterilerin tedavisinde
birinci segenek degildir.

Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 (amoksisilin/klavulonik asit,
piperasilin/tazobaktam vb.) siklikla GSBL iireten bakterilere karsi aktif olarak kalir, fakat
diger diren¢ mekanizmalar1 bu antibiyotiklere kars1 direng gelisimine sebep olabilir. Bizim
calismamizda GSBL varligi amoksisilin/klavulonik asit, piperasilin/tazobaktam direncini
istatistiksel olarak etkiliyor gibi goériinmekle birlikte diger direng mekanizmalarinin bu
direngten sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.

CTX-M enzimi genellikle aminopenisilin (ampisilin ya da amoksisilin),
karboksipenisilin (karbenisilin ya da tikarsilin), Ureidopenisilin (piperasilin) ve dar
spektrumlu sefalosporinlere (sefalotin, sefaloridin, sefuroksim) kars1 yiiksek diizey direng
saglamaktadir. Bizim ¢alismamizda da Grup I blacrx-.m Saptanan kdkenlerin daha fazla
ampisilin, amoksisilin klavulonik asit, sefuroksim, seftriakson, sefepim, sefotaksim,
aztreonam ve sefpodoksime direngli olduklar1 saptanmistir.

Bonett’in (2004) belirttigi gibi bizim c¢alismamizda da sefoksitin ve karbapenem
duyarliliklar1 CTX-M varligi ile degismemistir.

CTX-M enzimlerinin birgogu sefotaksim ve seftriakson gibi oksiimino
sefalosporinlere yiiksek diizey, sefepim ve sefpiroma farkli diizeyde diren¢ saglar.
Aztreonam MIK seviyeleri de yiiksektir. Bizim calismamizda benzer olarak Grup | ve
Grup 1V blactx-m varligr ile sefotaksim ve seftriakson direnci arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki bulunmustur (p<0.05). Grup I blactx-m varligi ile aztreonam direncinin arttigi

saptanmistir.
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Beta-laktam-inhibitor kombinasyonuna karsi direng diizeyi iiretilen enzimin
miktarina  baghdir.  Amoksisilin/klavulonik  asit ve tikarsilin/klavulonik  asit
kombinasyonlariim MIK’leri degiskendir ve birgogunda duyarlilik ya da diisiik diizey
direng gbzlenir. Bizim ¢alismamizda amoksisilin/klavulonik asit direnci ile Grup | blactx-m

varlig1 arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (p<0.05).
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6. SONUC

Bu ¢alismada GSBL iirettigi Vitek 2 otomatize sistemle saptanmis olan 100 E. coli
ve GSBL negatif 50 E. coli kokeni calismaya dahil edildi. Vitek 2 ile antimikrobiyal
duyarliliklar1 ve GSBL varlig1 bakilan kékenlere disk difiizyon tarama testi, kombine disk
dogrulama testleri uygulandi, PZR yontemiyle blacrx.m genlerinin varligi arastirildi.

Vitek 2 ve DDTT ve KDDT’lerinin sonuglar1 uyumlu ¢ikmakla birlikte Vitek 2 ile
en uyumlu bulunan yéntem DDTT ve sefotaksim-sefotaksim/klavulanik asit (CTX/CTC)
KDDT idi. Vitek 2 ile her iki testte 125 (%83.3) koken pozitif veya negatif ayni1 sonucu
verirken Vitek 2 ve seftazidim-seftazidim/klavulanik asit (CAZ/CZC) KDDT’de 110
(%73.3) koken ayn1 sonucu verdi. CAZ/CZC KDDT ve CTX/CTC KDDT ile 135 (%90)
koken ayni sonucu verdi. DDTT ve KDDT’lerin sonuglart karsilastirildiginda Vitek 2
otomatize sisteme gore daha uyumlu bulunmus olup sirasiyla DDTT ile CTX/CTC ve
DDTT ile CAZ/CZC KDDT’de 138 (%92) ve 133 (%88.7) kdkende ayni sonug alindi.

Vitek 2 otomatize sistem ile diger testler arasinda anlamli bir uyum saptamamiza
ragmen DDTT ve KDDT’ler ile daha uyumlu sonuglar alindi. Vitek 2 ile saptanan
GSBL’lerin diger KDDT ile dogrulanmasi gerektigi sonucuna ulasildi.

Vitek 2 otomatize sistem, DDTT, CAZ/CZC KDDT ve CTX/CTC KDDT ile GSBL
saptanan kokenlerin ampisilin, sefozolin, sefuroksim, seftazidim, seftriakson, sefepim,
trimetoprim/sulfametaksazol, sefotaksim, aztreonam ve sefpodoksime karsi daha direngli
olduklari, GSBL varlig1 sefoksitin, imipenem, meropenem ve ertapeneme kars1 duyarliligi
etkilemedigi saptanmistir. GSBL varligi amoksisilin/klavulonik asit,
piperasilin/tazobaktam direncini istatistiksel olarak etkiliyor gibi goriinmekle birlikte diger
diren¢ mekanizmalarinin bu direngten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica GSBL
Ureten bakterilerin beta-laktam antibiyotiklerle birlikte florokinolon ve aminoglikozidlere
daha direncli olduklar1 saptanmistir. Calismamizda dort yontemle GSBL iirettigi belirlenen
kokenlerde GSBL varliginin karbapenem direncine yol agmadigi belirlenmistir. Bu nedenle
karbapenemler GSBL iireten bakterilerin sebep oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde

secilecek antibiyotiklerdir.
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PZR ile kokenlerin %32.7’sinin blactx-m geni yoniinden negatif, %67.3’liniin ise
pozitif oldugu saptanmistir. Kokenlerin siklik sirasina gore Grup I (%46), Grup IV
(%38.6), Grup 11 (%20) ve Grup 111 (%7.3) blacrx-m geni tasidig tespit edildi.

Ulkemizde yapilan ¢alismalar ve bizim c¢alismamizda E.coli kokenlerinin yiiksek
oranda CTX-M tipi beta-laktamaz sentezledigi ve bunlar arasinda en sik Grup I blactx-m
geni saptanmistir. Bu da Dblacrx-v geninin {ilkemizde hizli bir sekilde yayildigini
gostermektedir. Bu sebeple (lkemizde CTX-M beta-laktamaz {iretiminin silirveyansi
onemlidir. blactx.m geninin tipini belirleyebilmek igin insidansi fazla olan gruptaki
blactx-m genlerin galisilmasi takip agisindan uygun olacaktir.

Otomatize sistem ile GSBL negatif bulunan 27 kdkende, disk diflizyon tarama testi
ve CTX-CTC disk dogrulama testi ile GSBL negatif bulunan 32 kdkende ve CAZ-CZC
disk dogrulama testi ile GSBL negatif bulunan 43 kokende blactx-m geni saptanmustir. Bir
genin varligi onun eksprese olacagi anlamina gelmedigi icin GSBL iiretimine sebep
olmayabilir. Veya sadece blactx-m genini igermesi diger GSBL genlerini igermeyecegi
anlamina gelmedigi igin fenotipik yontemlerle CTX-M beta-laktamaz varligi
atlanabilmektedir. Bir hastada kolonize olan ya da infeksiyona yol acan blacrx.m genini
iceren bir bakteri hastane calisanlarinin elleri ve kullanilan aletler ile hastalar arasinda
yayilabilmektedir. Bu nedenle CTX-M beta-laktamaz tretimi olmasa bile bu geni igeren
bakterilerin takibi 6nemlidir. Bu tur antimikrobiyal dirence sebep olan genleri iceren
bakterilerin varlig1 saptanmis olan hastalar izole edilmeli, kullanilan aletler dezenfekte

edilmeli, hastane ¢aliganlarinin ellerini yikamasi saglanmalidir.
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