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1.GIRIS VE AMAG

Son yillarda toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda
antimikrobiyal ajanlara karsi direng giderek artmaktadir’. Direncli
mikroorganizmalarin giderek yayginlagsmasinin en oOnemli nedeni,
antibiyotik kullanimindaki yanhgliklardir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin
siklikla, Ozellikle beta laktam antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi direng
sorunu yaratmaktadir. Nozokomiyal enfeksiyonlar arasinda

Enterobacteriacea ailesi Uyeleri izole edilen patojenler arasindadir.

Beta laktamazlar beta laktam ilaglara karsi gelisen direngte
en onemli diren¢ mekanizmasidir. Klavulanik asitle inhibe olan ve plazmid
araciligiyla tasinan bu enzimler Enterobacteriaceae’nin ¢esitli turleri
arasinda transfer edilebildiklerinden klinikte ¢ok 6nemlidir. Bu enzimlere
Geniglemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) denir. Tarler arasinda
aktarilabilme 06zelliginden dolayi, GSBL araciliiyla gelisen direng
hastanelerde salginlara neden olmaktadir. Yetersiz tedavi hastanin
hastanede kalig suresinin uzamasina ve mortalite oranlarinin artmasina
yol agarz. GSBL’ler cogunlukla TEM ve SHV tlrevi enzimler; bazi
oksasilini hidroliz eden (OXA) enzimler, CTX-M ve AMC-tip beta laktamaz
enzimleridir. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi beta laktamazlar hemen her tir
Gram negatif bakteride ¢ok yaygindir.

GSBL Ureten mikroorganizmalarin belirlenmesinde cesitli
yontemler kullaniimaktadir. Cift disk difUzyon testi, vitek GSBL testi, E
testi, MiK belirlenmesi, genetik yontemler ve izoelektrik fokuslama (IEF)
gibi tekniklerden vyararlaniimaktadir. Molekller tani yéntemleri GSBL

enzimlerinin ayirici tanimlanmasini saglar.



Bu calismada cesitli kaynaklardan saglanan cift disk siner;ji
testine gore GSBL(+) oldugu belirlenmis E. coli izolatlarinda PZR’la TEM
tipi direng geninin varliginin arastiriimasi ve prevalansinin belirlenmesi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

Antibiyotik  direnci; bir mikroorganizma turunun bazi
suglarinin antibiyotikten etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarli bir susun
cesitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direncli hale gelmesidir. Antibiyotik
direncini mikroorganizmalar ¢ok cesitli sekilde gelistirmektedirler. Hucre
duvarlarini antibiyotigin gecemeyecegi sekle degistirerek, antibiyotigi
parcalayacak enzimler Ureterek, antibiyotigin etki ettigi kismi degistirerek
direng gelistirmektedirler. Antibiyotik direnci son yillarda hizla artmaya
baglamis ve onemli toplumsal sorun haline gelmigtir. Bu nedenle
enfeksiyon hastaliklarinda tedavi basarisinin azalacagi ve tedavi
giderlerinin artacagi ongorulmektedir. Antibiyotik direncini arttiran en
onemli neden yanlis antibiyotik kullanimidir. Gereksiz antibiyotik kullanimi,
yetersiz dozda ve/veya surede antibiyotik kullanimi, gereginden uzun sire
antibiyotik kullanimi, gereginden fazla dozda antibiyotik kullanimi gibi
yanlis antibiyotik kullanimi antibiyotik direncinin artmasina neden
olmaktadir. Eskiden normal flora Gyesi olarak dusunulen zararsiz
mikroorganizmalarin (Enterokoklar, pndmokoklar ve E. coli) ve ¢cevremizde
bulunan P. aeruginosa ve A. baumanii gibi mikroorganizmalarin patojen
hale déniigsmesi direncin olusmasina baglidir. insan normal florasi deri,
agiz, ust solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve genital sistem gibi
cesitli ekosistemlerden olusur®. Antibiyotik tedavisi sadece hedefi olan
patojenik bakterileri etkilemez, normal florayi da etkilemektedir. Antibiyotik
tedavisi absorbsiyon derecesine, alinma yollarina ve ajanin spektrumuna
bagl olarak normal florada ekolojik karisikhiga neden olabilir®.
Antibiyotiklerin ~ kullanimi  yenidoganlarin  intestinal  kolonizasyon
paternlerini etkiler. Beta laktam antibiyotikler ve gentamisinle tedavi,

anaerobik bakterilerin (clostridia hari¢) baskilanmasina, Klebsiella,



Enterobacter, Citrobacter ve Pseudomonas seviyelerinin artmasina ve E.

coli diizeylerinin azalmasina neden olur®.

2.1 Escherichia coli

Escherichia cinsi, Enterobacteriaceae familyasinin bir
cinsidir®. Insan ve hayvanlarin barsaklarinda yaygin olarak bulunan firsatgi
patojendir ve barsaktaki aerobik bakterilerin en baskin olanidir’. E. coli
1885'de Alman pediatrist, Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda
Bacterium coli commune adi ile tanimlanmis ve barsak disi
enfeksiyonlardaki patojenligi daha sonra aciklanmistir. 1919’da Castellani
ve Chamer tarafindan Escherichia cins adi olarak kabul edilmistir.
Serogrup 0111 susunun bir bakimevinde ¢ocuklarda ishal salginlarina yol
actiginin gosterilmesi ile barsak patojeni olan enteropatojenik E. coli
(EPEC) susu 1945'de tanimlanmistir. 1969'da Orta Dogu’daki ingiliz
askerlerindeki ishal olgularinda enterotoksijenik E.coli (ETEC) suslari, ayni
yillarda enteroinvaziv E. coli (EIEC) suslari, 1982'de A.B.D’de salginda

enterohemarojik E. coli (EHEC) suslari izole edilmistir®.

E. coli, yaklasik olarak 2-6 um boyunda, 1.0-1.5 pm eninde,
diiz, uglari yuvarlak basil gériiniimiindedir’. Bazi kiiltiirlerde koka benzer
kUguk ve kisa sekilde olabilecegi gibi, bazi kultirlerde de normalden uzun
ve hatta Y harfi seklinde dallanan filamanh sekiller halinde de
bulunabilifler®. Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve Gram
negatifdirler. Bazi sugslari kapsulludar. Basit besiyerlerinde kolay Urerler ve
faklltatif anaerobturlar, en iyi GUreme isilari 37°C ve pH 7-7.2’dir. Glikoz,
laktoz, trehaloz ve ksilozu fermente ederler. H2S, Ureaz veya

fenilalanindeminaz olusturmazlar”®.



Antijenik yapilari; E. coli’'nin somatik (O), kirpik (H) ve kapsul

(K) antijenleri vardir’. E. coli Kauffman tarafindan antijenik 6zelliklerine
gére 1944 yilinda siniflandinimistir. 171 O antijeni, 50’nin Gzerinde H
antijeni ve 100’den fazla K antijeni tanimlanmistir®. E. coli suslarinin
antijen yapisinin belirlenmesi, 0zellikle epidemiyolojik calismalarda
yararlidir. E. coli’nin olusturdugu cgesitli hastalik tablolar ile 6zel antijen
tipleri arasinda iliskiler vardir. Ornegin serotip 057:H7, verotoksin

olusturur, hemorajik diyareye ve hemolitik liremik sendroma yol agar®”.

E. coli insan sindirim sisteminde normal barsak florasini
olusturan bakterilerdendir. Bu suglarin gogu patojen degildir. Barsaklarda
diyare olusturan suslar disinda, kommensal olarak yasarlar. Bazi E. coli
suslari sindirim sistemi disina (Ureme sistemi, meninks ve kan gibi)
ciktiklarinda hastaliklara neden olur. Sindirim sistemi disinda enfeksiyon
olusturan E coli suslari diger E. coli suslarindan farkhdir; sindirim sistemi
disinda canli kalabilme ve yerlesebilme kapasitelerini arttirmak igin

spesifik virulans faktorleri intiva ederler™.

2.1.1. Barsak Disinda E. coli Enfeksiyonlari

Uriner sistem enfeksiyonu E. coli’nin neden oldugu en yaygin
enfeksiyondur. Komplike olmayan Uretrit, sistit, pyelonefrit'e neden olur. E.
coli ile olusan komplike olmayan enfeksiyonlar, kadinlarda sik goéruldr.
Komplike Uriner sistem enfeksiyonuna katkida bulunan en 6énemli konak
faktord, normal Uriner akimin tikanmasina yol agan, prostat hipertrofisi,
tas, konjenital anomaliler gibi nedenler ve sonda gibi yabanci cisimlerin
varhgidir. Komplike olmayan enfeksiyon igin 6zgun virulans faktorlerine
gerek vardir. Bunlardan en énemlisi P fimbria'dir. Uroepitelyal hiicrelerin

%99’unda P kan grubu antijeni vardir. P fimbriasi P kan grubu antijenlerine



baglanir. P fimbria’'ya pap pili yani pyelonefrit ile iligkili pili de denir. E.
coli’'nin O4, 06, O7, O75 serotipleri hemolizin Uretmeleri ve Uriner sistem
epiteline baglanma gibi 06zellikleri nedeniyle en sik Uriner sistem

enfeksiyonu olusturan etkenlerdir.

Yeni dogan menenijiti, K1 kapsul antijeni tasiyan E. coli
suslar tarafindan olusturulur. E. coli firsatci bir patojendir ve diger firsatgi
patojenlerde oldugu gibi primer enfeksiyon bdlgesinden kana karisarak
bakteriyemi yapabilir. Bu primer odak genellikle Uriner veya
gastrointestinal sistem olmakla beraber E. coli ile enfekte olmus cesitli
yaralar ve peritonitler de olabilir. Ayrica nozokomiyal sepsis ve endotoksik
soka da yol agabilirler. Solunum yolu enfeksiyonlarindan, hastane kaynakl

pndmonilerde %12-50 oraninda E. coli etkendir’.

2.1.2. Barsaklarda Olusan E. coli Enfeksiyonlari

Barsaklarda hafif diyare, kolera benzeri agir sivi kayiplariyla
seyreden diyare, ya da beraberinde hemolitik Uremik sendrom gibi hayati
tehdit eden komplikasyonlari olan kanh diyare gibi gastrointestinal

hastaliklara bes farkli E. coli grubu (ya da virotipi) neden olmaktadir.

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Gelismekte olan ulkelerde iki
yasin altindaki gocuklarda gorulen bakteriyel diyare ve turist diyaresinin en
onemli etkenidir. ETEC, plazmid tarafindan kodlanan isiya duyarh (LT) ve

Istya direngli (ST) olmak Uzere iki toksin Uretir. LT, kolera toksinine benzer.

Enteropatojenik E. coli (EPEC): Bebek ve kluguk ¢ocuklarda
agir ve uzun suren kansiz diyare kusma ve ates ile karakterizedir.

Hastanelerde, bebek servislerinde ve kreglerde salginlara yol agar. EPEC



hdcreleri ince barsak mukoza hucrelerini enfekte eder ve mikroviluslarda
yapisal bozukluklara ve karakteristik lezyonlarin olusumuna neden olur.
Biri bakteriyel kromozom digeri plazmid tarafindan kodlanan iki adezyon

molekli tanimlanmistir®”’.

Enteroinvazif E. coli (EIEC): Direkt kolon mukozasina
invazyon yapar, epitel hucreleri iginde ¢ogalir, epitel hucrelerini tahrip
eder. Shigella’larin yaptigi dizanteri gibi enterit olusturur. EIEC suslarinin

¢ogu hareketsiz ve laktoz negatif veya ge¢ pozitiftir.

Enterohemorajik E. coli (EHEC): Kanli diyare ve hemolitik
uremik sendroma yol acar. Su ve gida kaynakl enfeksiyonlardir. EHEC
suslari lizojen bir bakteriyofaj tarafindan kodlanan, vero hicrelerine toksik
etki goOsteren, protein sentezini inhibe eden, Shigatoksin benzeri

verotoksin salgilar.

Enteroagregatif E. coli (EAQgQEC): invazvon ve inflamasyona
yol agmaksizin, O ve H antijenlerine gére EPEC, ETEC, EIEC veya EHEC
virotiplerinden olmayan, Hep-2 ve HelLa hucrelerine tipik olarak tutunan E.

coli suslarini tanimlar’.

2.2. Beta Laktam Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalar

GUnumuzde beta laktam antibiyotikler; gerek hastane iginde,
gerekse hastane diginda en sik kullanilan antibiyotiklerin basinda
gelmektedir. Beta laktam antibiyotikler baslica 5 grupta toplanir’” (Tablo1).
1. Penisilinler 2. Sefalosporinler, 3. Monobaktamlar, 4.Karbapenemler, 5.

Beta laktamaz inhibitérleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam)'2.



Tablo 1: Beta laktam grubu antimikrobiyal ajanlar".

Beta-laktam . . .
Antimikrobiyal ajanlar
grublar
Penicillin G, penicillin
Penicillinase resistant penicillin: methicillin,
nafcillin, oxacillin, cloxacillin
Penisilinler Aminopenicillin: ampicillin, amoxicillin

Carboxypenicillin: carbenicillin, ticarcillin

Ureidopenicillin: mezlocillin, piperacillin

Birinci jenerasyon: cefazolin, cephalothin,
cephalexin

ikinci jenerasyon: cefuroxime, cefaclor,
cefamandole, cefamycins (cefotetan, cefoxitin)

Sefalosporinler |Uglincii jenerasyon: cefotaxime, ceftriaxone,
cefpodoxime, ceftizoxime, cefoperazone,
ceftazidime

Doérdincu jenerasyon: cefepime, cefpirome

Karbapenemler | Imipenem, meropenem, ertapenem

Monobaktamlar | Aztreonam




Beta laktam halkasi biri azot, uglu karbon olan 4 uyeli
doymus heterosiklik bir halkadir™. Peptidoglikan zincirlerle c¢apraz
baglanmay! saglayan Penisilin Baglayan Protein (PBP) enzimlerine

baglanirlar.

Beta laktam antibiyotikler, bakteride hucre duvarinin major
polimeri olan peptidoglikan sentezini inhibe ederek etki eder. Gram negatif
bakterilerde sitoplazmik membrani saran bir periplazmik bosluk ve takiben
peptidoglikan tabakasi bulunur. En dista ise dig membran yer alr™.
Peptidoglikan tabakasi ard arda dizilmis N-asetilglukozamin (NAG) ve N-
asetilmuramik asit (NAMa)'in alternatif olarak yer aldigi iplikgiklerden
olusmaktadir. Her iplikgikte NAMa bagl dort amino asitten olusan
tetrapeptid zinciri bulunur. Bu tetrapeptit zincirleri de diger iplikgiklerdeki
peptid zincirlerle capraz baglanarak peptidoglikanin kafes seklinde bir yapi

olusturmasini saglar'.

Hucre duvarinin sentezinde rol oynayan otuz kadar enzim
vardir, ancak yapi Uniteleri olan ¢apraz peptid baglarinin olusmasi igin U¢
enzim sistemine gereksinim vardir. Bunlardan transpeptidazlar yan yana
siralanan peptidogikan zincirlerinde NAMa bagl pentapeptidlerle L-lizin ile
D-alanin arasinda peptid bagi olusmasini, karboksipeptidazlar ise bu
pentapeptidin son D-alanin molekulinin uzaklagsmasini saglar. Diger
enzim grubu ise endopeptidazlardir. Bu enzimler sitoplazma zarinda

bulunur.

Beta laktam antibiyotiklerde, beta laktam halkasinin Ug¢
boyutlu konumu NAMa bagli pentapeptidin ucundaki D-alanin-D-alanine
benzer. Ortamdaki beta laktam antibiyotik Gram pozitif bakterilerde

peptidoglikan tabakayi kolayca geger, Gram negatif bakterilerde ise dig



duvardaki porin kanallarindan gegip periplazmik araliga erigir, benzerlik
nedeniyle enzimler D-alanin yerine beta laktam antibiyotige baglanir. Bu
nedenle de enzimler PBP olarak adlandirilir ve beta laktam antibiyotikle
baglaninca fonksiyonlarini géremez ve hicre duvari sentezlenemez. Bir
bakteride ¢ok sayida PBP bulunur. Bu enzimler molekuler agirliklarina
gore; PBP-1, PBP-2, PBP-3 olarak gosterilir. Ara agirlikta olan PBP’ler
PBP-1a, PBP-1b olarak adlandirilir. Cesitli beta laktam antibiyotiklerin bir
bakterinin PBP’lerine afinitesi farklidir. Bu nedenle beta laktam
antibiyotiklerin farkli bakterilere etkinligi de farkhdir. Beta laktam
antibiyotikler bu enzimlerle, Ozellikle transpeptidazlarla baglanip onlari
bloke ederek etki gosterdiklerinden hucre duvar sentezi yapilan, yani
¢ogalmakta olan bakterilere etkilidir ve bakterisid etki gosterirler. Bu etki
sonunda bakteriler erir (lizis). Bu erimede bakterinin otolizinleri (hidrolitik
enzimler) rol oynar. Beta laktamlar otolizin inhibitorlerini bloke ederek
otolizinlerin etkinligini arttirirlar. Hucre duvar sentezi yapilan bakteride
otolizinler, peptidoglikan zincirlerin arasindaki baglari acarak buyulyen
hicrelerde hucre duvarina yeni peptidoglikan zincirlerin girmesine olanak
saglar ve hicre duvari sentezinde transpeptidazlarla Dbirlikte

fonksiyoneldirler'.

Gram negatif bakterilerde beta laktam antibiyotiklerin etkinlik
go6stermeleri icin porin (Outer Memran Protein, OMP) adi verilen ici su
dolu protein kanallarindan gecerek hedeflerine baglanmalari ve
sitoplazmik membranla dis membran arasindaki periplazmik boslukta yer

alan beta laktamazlardan etkilenmemeleri gereklidir™.

Beta laktam antibiyotiklere karsi gelisen bakteri direncinde,
beta laktam halkasini hidrolize ederek antibiyotiklerin etkisiz kalmasinda,
bakterinin beta laktamaz enzimlerinin roli buyuktur. Bir beta laktamaz

molekull ¢ok sayida antibiyotik molekulini hidrolize edebilir. Beta

10



laktamaz inhibitord denilen molekuller (baglica klavulanik asit, sulbaktam,
tazobaktam), beta laktam halkasi icerdiginden, beta laktamaz enzimleri ile
geri dontsuimsuz birlesir ve hem enzim molekuli hem kendisi inaktif hale
gelir. Bu sekilde ¢cok sayida beta laktam antibiyotik molekulunu hidrolize
edebilecek beta laktamaz enzimi bloke olur ve beta laktamaz inhibitoru ile
birlikte verilen beta laktam antibiyotik korunarak etkisini gostermesi
saglanir. Bu inhibitdrlerin kendi baslarina bakterilere etkileri gok azdir; bu
nedenle tedavi amaciyla degil ancak beta laktam antibiyotiklerle kombine
edilerek, antibiyotigi beta laktamaz enzimlerinin etkisinden korumak igin

kullanilir (8rnegin, amoksisilin+klavulanik asit gibi)'?.

2.3. Antibiyotik Direnci

Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng gelisiminde genel
olarak iki genetik mekanizma Onemlidir; dogal diren¢ (intrinsik) ve

kazaniimis direng (kalitsal).

2.3.1. Dogal Direnc (intrinsik)

Bir mikroorganizma turunin genetik 6zeligi olan direnci
tanimlar. Bir organizmanin yapisi nedeniyle direncli olusu anlamina gelir.
Mikroorganizmalarin tir Ozelligi olarak ilacin hedefi olan yapiyi
tasimamalari veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolay! hedefine ulagsmasini
Onleyen dogal engellere sahip olmasi ile ortaya c¢ikan direncgtir. Gram
negatif bakteriler vankomisine, enterokoklar sefalosporinlere ve hicre
duvari olmayan Mycoplasmalar beta laktam antibiyotiklere, uygun hedef
yapilari bulundurmadigindan dogal olarak direnglidir. Ayni cins/tirin tum

dyeleri ayni dogal dirence sahiptir.
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2.3.2. Kazanilmis Direnc (Kalitsal)

Bakterilerin genomundaki degisimlere bagl olarak eskiden
duyarli oldugu bir antimikrobiyal ajana direngli hale gelmesidir. Bakteri
populasyonu antimikrobiyal madde ile ilk karsilastiginda mikroorganizma
uzerinde etkilidir, ancak temas suresinde veya tekrarlanan tedaviler
sirasinda mikroorganizma populasyonunda antimikrobiyal maddeye kargi
direng gelisir ve genetik degisim sonunda seleksiyonla direngli kokenler

ortaya cikar ve yayihm gosterir'”

Kazanilmig direng; mutasyonlar, yatay gen transferleri,

plazmidler ve hareketli genetik elementler aracihgiyla gerceklegir.

Mutasyonlar: Mutasyonlar kendiliginden olusabilir ve
bakteriyel genomdaki herhangi bir geni etkileyebilir. Mutasyon frekansi
genler arasinda degisebilir. Coklu mutasyonlar hedef gende antibiyotik
direnci olusturan mutasyonlardir'®. Antibiyotik direncine neden olan
mutasyonlar antibiyotie bagli olarak degisir. Streptomisin, nalidiksik asit
ve rifampin direncini olusturan mutasyonlar vankomisin direnci olusturan

mutasyonlardan daha yaygindir'®.

Yatay gen transferi: Kazaniimis direngte en yaygin
mekanizma direng genlerinin yatay kazanimidir. Yatay gen transferi
sayesinde, ayni veya vyakin direng genleri farkli tir ve cinslerde

bulunabilir?®?’.

Bakteriler arasinda dogal gen transferleri basglica Ug

mekanizma ile gerceklesmektedir.
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Konjugasyon: Verici hucre DNA'sinin tuminin veya bir
segmentinin, iki htcrenin dogrudan temasi veya seks piluslari araciligi ile
alici hiicreye aktarilmasidir. DNA'y1 veren hiicreye F*, alici hicreye F
denir. F* susunda F pilisini kodlayan genleri bulunduran F plazmidi vardir.
F plazmidindeki tra gen bolgesi F pilisi kodlar. Verici hucre F pilusu ile
temas saglar ve hulcreler arasinda kanal olusur. Plazmidteki oriT
(transferin baglama yeri) bolgesinde bir kesik olusur, verici plazmid
DNA’nin yeni bir kopyasini sentezlemeye baslar. Plazmidin eski kopyasi

alici hiicreye tek iplikli DNA molekiilii olarak aktarilir®?.

Transformasyon: Bir bakteri hucresinin genotipinde ¢evreden

alinan serbest bir yabanci DNA ile degisiklik olusmasi demektir.
Transformasyonda verici hucre genellikle lizise ugrar ve DNA’sini dis
ortama birakir. Bu serbest DNA'nin bazisi alici hicrelerce alinir. Bu iglem
in vitro sartlarda plazmidlerin konakgi bakteriye katilmasinda kullanilir.
Pdnomokoklar ¢evreden serbest DNA'yl alarak diren¢ kazanmalarina

ragmen in vitro direng genlerinin transferinde dnemleri azdir®.

Transduksiyon: Bakteri DNA’sinin faja katilmasi ve virusler

aracihigiyla yeni bakterilere aktarilmasidir. Bakteriyofajlar (bakteri virusleri)
direncli plazmidin tasiyicihgini (vektorligunu) yapar. Bakteri igine giren
bakteriyofaj R plazmidini, viral protein kilifi icine alir ve bdlinerek
plazmidin kopyasini igeren ¢ok sayida yavru bakteriyofaj olusur. Sonucta
bakteri hucresi patlar ve ortama R plazmidi iceren yuzlerce vyeni
bakteriyofaj sacilir. Bunlarda ayni veya farkli tirden diger bakterileri
enfekte ederek ve onlar direngli duruma getirirler. Transduiksiyon
mekanizmasi, beta laktamaz geninin stafilokoklara aktarilarak direng

kazanilmasinda dnemlidir®*.
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Konjugasyon ¢gogunlukla bakteriler arasinda direng genlerinin
transferinden sorumludur. Transfer plazmidler ve transpozon gibi hareketli

genetik elementlerle gerceklesir.

2.3.2.1. Plazmidler

Plazmidler otonom olarak replike olan 1500-400.000 bg
bayukliginde ekstrakromozomal elementlerdir. Bir hicrede kuguk
plazmitlerin sayisi 20 iken buyuk plazmidler tek kopyadir. Plazmidler
canhligin slUrdurtlmesinde gerekli olmayan, ancak bakteri igin faydali
genler tasir. Bu genler antibiyotik direnci, metabolik fonksiyonlar ve

virulans faktorleri gibi genlerdir®.

2.3.2.2. Transpozonlar

Transpozonlar;, genomda kromozomdan plazmide ve
plazmidten kromozoma transfer olan DNA dizileridir. Transpozonlarin
replikasyon sistemi olmadigindan kromozom veya plazmidlerle birlesme
Ozelligi vardir. Sadece konjugatif transpozonlar bir hucreden digerine
hareket etme yetenegini DNA’larindan bagimsiz yapabilir ve dairesel cift
iplikli form olustururlar?’. Sonra ipliklerden biri diger hiicreye geger ve
kromozom veya plazmide katilir’®. Transpozon merkezinde antibiyotik
direncini saglayan genler vardir. En yaygin basit transpozon insersiyon
dizileridir (1S) ve transferleri icin gerekli genleri kodlar. insersiyon dizilerinin
uclarinda inverted dizilerle c¢evriimigs bolgenin arasinda transpozas
enzimini kodlayan bolge vardir. Transpozas genlere giris-¢ikis islemlerini;
transpozonun yeni bir kromozoma veya plazmide katilmasini ve

ayrilmasini saglar.
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2.4. Beta Laktam Antibiyotiklere Direng Mekanizmalari

Beta laktam ajanlar kimyasal yapilarinda ortak bir beta
laktam halkasl tasiyan ve hicre duvar sentezinin transpeptidasyon
basamaginda goérev alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlara

baglanarak etkilerini gosteren genis spektrumlu bir antibiyotik grubudur3°.

1-Hiicre icinde beta laktam antibiyotik konsantrasyonunun

azalmasi: Bu mekanizma ilacin hdcre igine aliminin azalmasini veya
hedefine ulasamadan disari atilmasini saglayan aktif pompa sisteminden

kaynaklanir.

a-Girigsin  kisittanmasi  (porin  kaybi): Hucre zarinin
gegirgenliginin azalmasi Gram negatif bakteriler icin 6zellikle énemlidir.
Gram negatif bakterilerde beta laktam antibiyotikler, dis membrandaki
outer membrane protein (OMP) adi verilen porlar yolu ile hlcreye
girmektedir. Beta laktam antibiyotikler dig membrandan porin F ve porin C
adi verilen baslica iki kanal araciligiyla gecer. Bu porin sistemlerinden
MexA, MexC, MexD, Oprd, MexB ve OprM sistemi imipenem disindaki bir

cok beta laktama direnc olusturmaktadir®”.

b-illacin digari atilmasi (efflux mekanizmasi): Aktif effluks
veya porin proteinlerindeki mutasyon nedeniyle gecirgenligin azalmasi
bakterilere direng kazandirir. Bu iki mekanizma Gram negatif bakterilerde

direnc olusturan ikinci 5nemli mekanizmadir®?.

2-Hedef bolgesinde (PBP) dedisimi; Beta laktam

antibiyotiklerin hedef bdlgesi olan PBP’lerde mutasyonlar sonucu olusan

degisiklikler; PBP’nin beta laktam antibiyotige afinitesinin azalmasina (ya
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da kaybolmasina), PBP sayisinin azalmasina veya beta laktam
antibiyotiklere dusik afinite goOstermesine veya afinitesi dusuk yeni
PBP’lerin sentezlenmesine neden olur. N. gonorrhoeae, N. meningitidis,
H. influenzae ve S. pneumoniae’da gézlenen penisilin direnci ve metisiline
direngli S. aureus’da gozlenen diren¢ PBP’lerdeki degisikliklerle
olusmaktadir. Bu tur direng, Gram pozitif koklarda direncin olusmasinda
¢ok onemli bir mekanizma olmasina karsin Gram negatif bakterilerde

nadirdir®.

3-Beta laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi;

a. Beta laktamaz Uretiminin artmasi,
b. Beta laktamaz yapisinin modifikasyonu,

c. Farkl spektrumlu yeni beta laktamazlarin tretimi.

Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki amid bagini
parcalayarak beta laktam ajanlarin ekinligini ortadan kaldiran

12,34

enzimledir Bu mekanizma Gram negatif enterobakterilerde beta

laktam direng mekanizmalarinin en yaygin olanidir.

2.5. Beta Laktamazlar

Beta laktamazlar; Gram pozitif, Gram negatif ve anaerob
bakteriler tarafindan sentezlenir. Gram pozitif bakteriler arasinda beta
laktamaz ureten en 6nemli patojen Staphylococcus spp.’dir. Stafilokoksik
beta laktamazlar 0zellikle penisilini hidrolize eder. Clostridium ve

Fusobacterium’larin ~ beta  laktamazlari esas olarak  penisilini
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parcalamaktadir. Bacteriodes spp.’ler tarafindan uretilen beta laktamazlar

ise siklikla sefalosporinaz etkinligi gostermektedir®.

Gram negatif bakterilerde ilk plazmid kaynakli beta laktamaz
1960’h yillarin baginda tespit edilmistir. TEM-1 olarak isimlendirilmis olan
bu enzim Yunanistan’da Temonieri isimli bir hastanin kan kualturinden
izole edilmis olan E. coli susundan elde edilmigtir. Plazmid ve
transpozonlarin denetiminde olan TEM-1 beta laktamaz hizla diger turlere
ve birka¢ yil icinde de tim dunyaya yayillmistir. Beta laktamazlarin,
kromozomal genlerin yani sira plazmid ve transpozonlarca da
kodlanabilmesi hizla yayiimalarina katkida bulunmaktadir®®. Klebsiella’la
da plazmid kaynakl bir beta laktamaz SHV-1 (sulfhydryl variable) 1974’de

Piton tarafindan tanimlanmistir®>.

2.5.1. Beta Laktamazlarin Siniflandiriimasi

1978’ten sonra birgcok yeni beta laktam antibiyotigin
kullanima girmesi ile es zamanli olarak beta laktamazlarin sayr ve
cesidinde ani bir artis gézlenmi§tir37. Buna bagh olarak bu enzimlerin
gruplandiriimasi  gerekli goérilmis ve farkli zamanlarda birgok

siniflandirma  semasi  dnerilmigtir®®*°

. Yaygin olarak kabul goéren ilk
siniflandirma semasi, Richmond ve Sykes tarafindan 1973 yilinda substrat
profiline goére yapilmis ve beta laktamazlar bes gruba ayr|Im|§t|r35.
Matthew ise izoelektrik odaklama ydntemine goére siniflama yapmistir.
Nukleotid dizilerine dayali molekuler duzeydeki siniflamanin ilk temellerini
ise 1980 yilinda Ambler yapmistir. Ambler siniflandiriimasinda; beta
laktamazlar, A, B, C ve D olmak Uzere 4 sinifa ayrilir. A, C ve D siniflari,
aktif bolgelerinde bir serin aminoasiti bulunan enzimlerdir. B sinifi beta

laktamazlar ise, kofaktor olarak ginko iyonu gereksinen metalloenzimlerdir.
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1989’da Bush biyokimyasal Ozelliklerine goére siniflandirmistir. Beta
laktamazlarin  en yaygin  siniflandirimasi  Bush-Jacoby-Medeiros
grublandirmasidir. Bu siniflandirma, substrat profillerine ve beta laktamaz
inhibitérlerine duyarlilik ve fiziksel 6zellikleri temel alinarak 1995 yilinda
Bush-Jacoby-Medeiros tarafindan yapilmis ve beta laktamazlar dort gruba

ayrilmistir®®.

Grup 1 (Ambler C Sinifi) Beta Laktamazlar:

Bu gruptaki enzimler beta laktamaz inhibitorlerine direnglidir
ve ¢ogunlukla kromozomal genler tarafindan kodlanir. Bakteri beta laktam
antibiyotikle karsilastiginda, kromozomal olarak kodlanan enzimlerin
sentezi artar. Bu tlr enzimlere induklenebilen beta laktamazlar da denir.
Klavulanik asit ve sulbaktamdan etkilenmezler. Birinci grup enzimler daha
sik Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp. ve Pseudomonas

aeruginosa’ da bulunmaktadir*'.

Grup 2 (Ambler A-D Sinifi) Beta Laktamazlar :

ilk saptanan Grup 2 enzimleri ampisilin ve birinci kusak
sefalosporinlere etkili iken ikinci ve Uglncu kusak sefalosporinlere
etkisizdir. Ancak zamanla bu enzimlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucu monobaktam ve Uguncu kusak sefalosporinlere de etkili olan
geniglemis spektrumlu beta laktamazlar ortaya ctkmistir*?. En genis
kategoriyi olusturan bu grup substrat profilindeki farklilik nedeniyle birkag
alt gruba ayriimaktadir. Molekuler siniflandirmada; beta laktamazlarin
cogunlugu; A ve D sinifinda yer almaktadir. Bu beta laktamazlar
penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve

monobaktamlari hidroliz etmelerine gére alti alt gruba ayrilir’®. 2b, 2be ve
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2br alt grubunda bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, sik soyutlanan
tirlerde yaygin olmalari ve plazmidlerce tasinmalari nedeniyle Kklinik

acidan 6nem tasimaktadirlar.

2a: Bu alt grupta penisilini hidrolize eden, klavulanik asite
duyarli enzimler bulunmaktadir. S. aureus’un enzimleri bu gruptadir.
Ayrica B. cereus’'un kromozomal beta laktamazlari, Citrobacter
amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum’da

tanimlanan enzimler de bu gruptadir®.

2b: Hem penisilin hem sefalosporinleri hidrolize eden,
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorlerine
duyarl beta laktamazlari icerir’®. Plazmid kontroliindeki “genis spektrumiu”
TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptadir. Bu enzimlere ampisilin,
karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta laktam antibiyotiklere direng
olusturduklarindan genis spektrumlu denmigtir. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
beta laktamazlari Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunur.
Ayrica OHIO-1 ve H. influenzae’da saptanan ROB-1 enzimini de
icermektedir. Ozellikle E .coli suglarinda ampisilin ve amoksisilin direncine
neden olan mekanizmalar arasinda en sik goérilen TEM-1 beta
laktamaz’'dir. Ayrica TEM-1 enzimi, diger Enterobacteriaceae Uyelerinde
oldugu gibi Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger cinslerde de

bulunur. SHV-1 dzellikle K. pneumoniae suslarinda bulunur®.

2be: Oksiimino beta laktamlar ve monobaktamlar gibi
antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi
ana enzimlerden 1-4 aminoasit degisikligi ile genislemis spektrumlu beta
laktamlara (seftazidim, seftriakson, sefotaksim veya aztreonam) etki eden

yeni TEM- ve SHV- enzimleri gelismistir**. Bunlar grup 2be’de yer almakta
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ve ESBL (extended-spectrum beta-lactamase =geniglemis spektrumlu
beta laktamazlar) olarak adlandirilir. Bu enzimi igeren izolatlar seftazidime
cok direncli iken seftadizim klavulanata cok duyarhidir. Ozellikle Klebsiella
ve E. coli suslarinda yaygindir. Bu grupta yer alan enzimlerden biri de
PER-1 enzimidir.

2br: Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu beta-
laktamazlar bu gruba alinmigtir. TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM

enzimleri ve TRC-1 enzimi bu gruptadir.

2c: Bu grup iginde karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite
duyarh enzimler yer almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta laktamazlari,
Aeromonas hydrophilia’nin AER-1 enzimi, M. catarrhalis'in BRO-1 ve

BRO-2 enzimleri, V. cholerae’nin SAR-1 enzimi de bu gruptadir.

2d: Bu grup, kloksasilini penisilinden daha hizli hidroliz eden
beta laktamazlari icermektedir. OXA enzimleri bu gruptadir. Bunlardan
OXA-11 enzimi, Turkiye’de izole edilen bir susta saptanmistir®®. Klavulanik
asit ve sulbaktama direnglidir. Grup 2’nin diger alt gruplarinda bulunan tim
enzimler, molekuler sinif A’da yer alirken, sadece bu alt grup molekuler

sinif D’de yer alir.

2e: Bu grupta yer alan beta laktamazlar sefalosporinaz
olmalarina karsin, grup1’'dekilerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe
olmaktadir. B.fragilis’in CepA enzimi, B. uniformis ve B. vulgatus’un
kromozomal CbIA ve CfxA, E. coliden izole edilen FEC-1 ile S.
maltophilia’nin L2 ve Y. enterocolitica’dan izole edilen Blal enzimleri bu

grubta yer almaktadir®’.
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2f: Bu grupta, E. cloacae’nin induklenebilen IMI-1 enzimi, E.
cloacae’nin kromozomal NMC-A enzimi ve S. marcescens’in Sme-1
enzimi yer almaktadir. Karbapenemleri hidroliz etmekte, klavulanik asit ile

inhibe olmaktadir®’.

Grup 3 (Ambler B sinifi):

Bu grup, molekuler sinif B'de yer alan metallo beta laktamaz
(MBL) enzimlerinden olusur. Monobaktamlar diginda karbapenemler dahil
tum beta laktamlari hidroliz edebilir. Klavulanik asit veya tazobaktam gibi
beta laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmaz, EDTA ile inhibe olurlar.
Aktiviteleri i¢in c¢inko iyonlarina gereksinimleri vardir. Bu grup beta

laktamazlar a,b,c olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar.

Grup 4:

Bu grup, klavulanik asit ile iyi inhibe olmayan kuguk bir
penisilinazlar grubundan olugur. Biri disinda hepsi kromozomaldir. Yapilari
henlz tam olarak saptanamamigtir ve molekldl sinifi  henlz
belirlenmemistir. A. faecalis, B. fragilis, C. jejuni’den izole edilen enzimler,
Clostridium butyricum’un indUklenebilen enzimi, E. coli'nin plazmid
kontrolindeki SAR-2 beta laktamazi ve Pseudomonas cepacia’daki beta

laktamazlar bu gruba dahildir.
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Tablo 2: Beta laktamazlarin siniflandiriimasi ve genel 6zellikleri*®

Richmond

Bush |Ambler Sykes Tercih edilen Klavulanik Arnek enzimler
(1989)|(1980) (1968-73) substrat asit etkisi
Gram negatif
1 C la, Ib, Id |Sefalosporinler |- bakterllerdgkl .
AmpC enzimleri
MIR-1
Gram pozitif
2a A - Penisilinler + bakterilerdeki
penisilinazlar
Penisilinler, TEM-1, TEM-2,
2b A i Sefalosporinler * SHV-1
Penisilinler,
Dar ve genis
2b A - spektrumlu + TEM 3-26, SHV 2-
. 6, K.oxytoca K1
sefalosporinler,
Monobaktamlar
- A - Penisilinler +/- TEM 30-36, TRC-1
Penisilinler PSE-1, PSE-3,
¢ |A -V Karbenisilin | PSE-4
od  |D Y Penisilinler |+ OXA 1-11, PSE-2
Kloksasilin -
indiiklenebilir
2e A Ic Sefalosporinler |+ sefalosporinazlar
(Proteus vulgaris)
Penisilinler, .
- A - Sefalosporinler, | + Sme-1, (Serrati
marcescens)
Karbapenemler
Karbapenemler L1,
3 B - dahil bir ¢cok - (Stenotrophomonas
beta laktam maltophilia)
Penisilinaz
4 - - Penisilinler - Pseudomonas
cepacia)
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2.5.2. Beta Laktamazlarin isimlendirilmesi

Beta laktamazlarin isimlendiriimesindeki farkli yaklagimlar,
bu enzimleri gorundiklerinden daha fazla karmasik bir hale getirmigtir.
Bazi enzimler tercih ettikleri substratlara gére (CARB, FUR, IMP, OXA),
biyokimyasal 0zelliklerine goére (SHV, NBC), genlerine goére (Amp-C,
CepA), izole edildikleri bakterilere gore (AER, PSE), suslara gore (P99),
izole edildikleri hasta isimlerine gére (TEM, ROB), izole edildikleri
hastaneye ve eyaletlere gore ya da bulan kigilere gore isim almiglardir.
Bunlardan bazilari gecerliliklerini yitirmistir. Ornegin, SHV, sulfhydryl
variable’dan kisaltiimistir, buna karsin arttk SHV-1 enziminin aktif
bdlgesinin sulfhydryl degil, serin hidroksil oldugu anlasiimigtir. Benzer
sekilde, ilk kez Pseudomonas’dan izole edilmis olan PSE enziminin
enterobakterilerde de bulunabildigi bilinmektedir. Son yillarda blyuk bir
hizla artmakta olan TEM enziminden tlreyen enzimlere ise CAZ
(seftazidimaz), CTX (sefotaksimaz) veya IRT (inhibitor rezistan) gibi
tanimlayici isimler verilmis ve bu da bir karmasaya yol a¢gmistir. Bu
konuda onerilen ise, TEM’den koken alan titm enzimlerin TEM 26, TEM 43

gibi numara ile belirtimesidir*’*2,

2.6. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar

2.6.1. Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasi tyeleri yaygin olarak penisiline
direncgli, ancak genislemis spektrumlu sefolosporinlere  direng
olusturmayan beta laktamaz kodlayan plazmidleri (TEM-1, TEM-2, ve
SHV-1) bulundururlar. GSBL ilk kez 1983 yilinda belirlenmistir.
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GSBL'In  temel  Ozelligi, oksiimino grubu iceren
sefalosporinleri (seftazidim, seftriakson, sefotaksim, sefuroksim) ve
monobaktamlari (aztreonam) hidrolize etmesi ve sefamisinler (sefoksitin,
sefotetan) ile karbapenemlere (imipenem, meropenem) duyarli olmasidir.

Klavulanik asit tarafindan inhibe olabilen enzimlerdir*®.

Aktif bolgelerinde serin igerirler. Grup 2b’de yer alan ve
penisilin tlrevleri ile dar spektrumlu sefalosporinleri pargalayan enzimlere
gore daha genis spektrumlu olduklari icin bu sekilde adlandirihir*®*°. Bu
enzimler, Ambler'in molekiler siniflamasinda grup A veya grup D iginde,
Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasinda, grup 2be ve 2d'de yer
almaktadir. GSBL'lar klavulanik asit, tazobaktam ve daha az oranda
sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitérlerine duyarlhidir. Sefamisinler ve
karbapenemler GSBL’lardan etkilenmezler. Bu enzimler cogunlukla bakteri
suslart  ve turleri arasinda aktarilabilen buylk plazmidlerde

kodlanmaktadr-464°

. GSBL’lar basta Klebsiella spp. ve Escherichia
coli’lerde daha sik bulunmakla birlikte Enterobacter spp., Salmonella spp.,
Proteus spp., Citrobacter spp., Morganella morganii, Shigella dysenteriae,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia

gibi birgok gram negatif bakteride bulunur®®4¢-°0°",

GSBL’lar beta laktamazlarin aktif bolgesindeki aminoasitin
konformasyonunun degisimi veya TEM-1, TEM-2, veya SHV-1
genlerindeki mutasyonlarla olusurlar®®. GSBL'In aktif bolgeleri kdken
aldiklari enzimlerden 1 ile 7 aminoasit degisik olabilir. Bu durum bu
enzimlerin hidrolizine hassas beta laktam antibiyotiklerin spektrumunu
genisletir. Bunlar aktif bolgeyi genisleterek enzimin oksiimino yan zinciri
iceren beta laktamlar ile etkilesime girmesini kolaylastirir. Genislemis
spektrumlu beta laktamazlar kdken aldiklart TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
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enzimlerinden farkl olarak, oksiimino grubu igceren beta laktamlari da

hidroliz ederler®.

GSBL'larin buyuk ¢ogunlugu, 6zellikle TEM ve SHV kokenli
olanlar, plazmidler tarafindan sentez edilmekle birlikte, kromozomlar
aracilhigiyla sentezlenen veya integron kokenli ¢ok sayida GSBL’da

mevcuttur. Simdiye dek tanimlanan GSBL'larin sayisi 200'0 asmistir®®4®.

2.6.2. GSBL Tipleri

GSBL’larin buyudk ¢ogunlugu TEM veya SHV enzimlerinden
koken almistir. GlUnimuzde TEM tarli beta laktamazlarin sayisi 150'yi,
SHV turd beta laktamazlar 100°U gegmigtir. Bugune kadar tanimlanmis
olan TEM, SHV ve OXA geniglemis spektrumlu ve inhibitor-rezistans beta
laktamazlar ve bunlarin aminoasit degisiklikleri

http://www.lahey.org/studies/webt.htm adresinde giincellenmektedir*®°.

TEM Grubu

TEM-1 Gram negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve
ampisilin, penisilin ve 1.kusak sefalosporin direncine neden olur. Bu enzim
TEM-1’in Uretimi nedeniyle E. col’deki ampisilin direncinin %90’nindan
sorumludur®®*®. TEM-1 ve TEM-1’in yapisindaki bir aminoasit degisikligi;
39. pozisyondaki glutamin yerine lizinin gegcmesi sonucu olugsan TEM-2
enzimleri dar spektrumlu enzimlerdir, oksiimino sefalosporinlere karsi
aktiviteleri yoktur. Ancak 12 farkli pozisyonda olusan aminoasit
degisiklikleri guinumuzde 150°'nin Uzerinde TEM kokenli GSBL’In ortaya
¢ikmasina neden olmustur. TEM-1’in transpozonda kodlanmasi sonucu bu

enzim Haemophilus influenzae ve Neisseria gonorrhoeae izolatlarina
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gecmistir ve bu mikroorganizmalarda gozlenen ampisilin ve penisilin
direncinden sorumludur. GSBL fenotipi gosteren ilk TEM turevi TEM-
3'tiir*®. GSBL fenotipi olusturma yoniinden bazi aminoasit degisiklikleri
daha onemlidir; 104. pozisyonda glutamat yerine lizin, 164. pozisyonda
arjinin yerine serin veya histidin, 238. pozisyonda glisin yerine serin ve
240. pozisyonda glutamat yerine lizin girmesi gibi. Aminoasitlerdeki
degisiklikler sonucu GSBL’larin fenotiplerinde dnemli degisiklikler olmakta
oksiimino-sefalosporinleri hidroliz etme o6zellikleri ve izoelektrik noktalari
degisebilmektedir®®. TEM grubu beta laktamazlar, E. coli ve Klebsilla
pneumoniae basta olmak Uzere Enterobacter aerogenes, Morganella
morganii, Proteus mirabilis ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae
dyelerinde sik bulunmaktadir. TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 Pseudomonas
aeruginosa’da, TEM-17 Capnocytophaga ochracea’da bildirilmistir.

Sekil 1: TEM-1’den kdken alan bazi GSBL’lardaki aminoasit degisiklikleri*®

Lys
TEM-5
TEM-10
TEM-24
TEM-27
TEM-28
TEM-42 Mt
TEM-45 TEM-4
TEM-47 TEM-3
_-E:ﬂ TEM-43 TEM-13
TEM-5 The The TEM-45 TEM-25
= = TEM-&1 TEM-27
TEM-25 TEM-20 TEM-5 -
TEM-53 TEM-4Z
TEM-48 TEM-43 TEM2a [ERER L=y
TEM-43 Asp Arg TEM- -
o TEM-4E
LS el TEM67 TEM-21 TEM-E3 Gly sor TEuae
TEM-63 TEM-42 TEM-E5 TEM5E TEMI_,E TEMz2 o Ser 1'EMM-4-SB“
l |
hd L L4 - ] ] l -
TEM-1 Leu Gin Ala Lou Gly  Glu His  Arg Mot Gly Ala Gly Glu Arg Thr Ser
Sl ] Loes RS Hn 183 164 142 218 237 238 240 244 265 288
! ) L T t
| I
Sar
Lys B Lys - .
L i TEM-5 Sar fel]
TEM-Z* TEM&D TEM2 LS TEMSs o SF  rEea St
EM- TEM-£ E! EM-49
TEM-7 TEM-6 TEM-8 TEM-4 e
TEM-5 TEM-3 TEM-9 TE TEM 8
TEM-1 TEM-9 TEM-10 TEM-14
e = e st
TEM-1 TEM-15 TEM-Z ¥
TEﬂqg TEM-15 TEM-25 TEM-19
TEM-21 TEM-1T TEM-28 _a g;.
TEM-22 TEM-18 TEM-45
TEM-42 TEM-21 TEM-53 TEM-Z2
TEM-48 TEM-22 TEM-50 TEM-25
TEM-568 TEM-24 TEM-53 ;Emjg
TEM-26
TEM-50
TEM-81 TEM-43 His TEM-48
TEM-66 TEM-46 TEM-& TEM-49
TEM-T2 TEM-50°* TEM-11 TEM-52
e TEM-52 TEM-16 TEM-E6
TEM-56 TEM-27 TEM-SE
TEM-60 TEM-Z6 TEM-TZ
TEM-63 TEM-28
TEM-6E TEM-43
TEM-G

26



SHV Grubu

SHV-1 en sik Klebsiella pneumoniae’da bulunmaktadir ve bu
bakterideki plazmid araciligiyla gelisen ampisilin direncinin yaklagik
%20’sinden sorumludur. SHV tlrd enzimlerin genis spektrumlu ilk turevi
1983 yilinda bulunmustur ve SHV-2 olarak tanimlanmigtir. TEM grubu
GSBL’a kiyasla SHV-1'den kdken alan enzimlerin sayisi daha dusuktur ve
aminoasit degigikligi olan pozisyonlar daha azdir. GSBL fenotipi gosteren
SHV tlrlerinde; 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesidir. Bunun
disinda 179, 205 ve 240. pozisyonlardaki degisimler GSBL fenotipi icin
onemlidir. SHV grubu enzimler K. pneumoniae’dan baska Citrobacter

diversus, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa’da bildirilmistir®®°.

CTX-M Grubu

Bu enzimler 6zellikle substrat olarak sefotaksimi tercih eden
Ozellige sahiptir. Bu enzimler buylk olasilikla Kluyvera ascorbata’nin
kromozomal AmpC beta laktamazindan kdken almistir; sefalosporinleri
hidroliz etme 6zellikleri TEM ve SHV turiG GSBL’lar gibi dar spektrumlu
enzimlerdeki aminoasit degisiklikleri sonucu degdil, enzimin omega
halkasindaki ve beta ucundaki yapisal degisiklik sonucudur. Bu enzimlerin
diger bir Ozelligi tazobaktamin inhibitor etkisinin klavulanik aside ve
sulbaktama gore fazla olmasidir. Baslica Salmonella typhimurium ve E.
colide tanimlanmis olmakla birlikte diger bazi enterik Gram negatif

bakterilerde de gdsterilmistir. 38464954,
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OXA GRUBU

Bu enzimler diger GSBL'larin aksine Ambler siniflamasinda
D molekller grubunda yer alir. Oksasiline yuksek afinite gostermeleri
nedeniyle bu adi almiglardir. Beta laktamaz inhibitorleri tarafindan zayif bir
bigimde inhibe edilirler. Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11
enzimidir ve Hacettepe Universitesi Hastanesinde yatan bir hastadan izole
edilen Pseudomonas susunda bulunmustur. Bu enzim genlerinin gogu

plazmid, transopozon veya integron kontroliindedir>®464°,

inhibitdrlere Direncli Beta Laktamazlar:

Beta laktamaz inhibitorleri klinikte kullaniimaya
baglandiginda bu antibiyotiklere karsi hemen hi¢ direng gozlenmezken,
1997 yilindan itibaren amoksisilin-klavulanik asite direngli E. coli’ler
bildiriimeye baslanmistir. inhibitérlere direncli olan beta laktamazlarin
uguncu kusak sefalosporinleri hidroliz edememelerine karsin TEM veya
SHV tdrd enzimlerden koken aldiklari igcin GSBL’lar ile birlikte ele
alinmiglardir. Bu enzimler &nceleri ‘Inhibitor-Resistant TEM’ olarak
adlandiriimig, ancak daha sonra kdken aldiklari TEM ya da SHV'de
siralamaya girmiglerdir; IRT-1 TEM-31, IRT-2 TEM-44, IRT-3 TEM-32,
IRT-14 TEM-45 gibi. IRT’ler en sik olarak E. coli’de bulunmakla birlikte
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, P. mirabilis ve Citrobacter

freundii’de de bildirilmistir®®4°.
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PER Grubu

Bu enzimlerden PER-1 Ulkemizde once S. typhimurium,
takiben P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlarinda tanimlanmistir.
Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda P. aeruginosa izolatlarinin %10’u, A.
baumannii izolatlarinin % 40’1 bu enzimi tagiyarak seftazidime direng
gOstermektedir. Bu bakterilerle nozokomiyal infeksiyon geligtiren
hastalarda, bakterinin PER-1 enzimini tasiyor olmasi mortalite agisindan
istatistiksel olarak anlamh 6l¢ude belirleyici olarak saptanmistir. PER-1
ulkemiz diginda Fransa (Turkiye’den giden bir hastadan elde edilen bir
izolatta) ve italya’da P. aeruginosa izolatlarinda tanimlanmis ve yakin
zamanda Guney Kore’den bildirilen bir raporda Acinetobacter izolatlarinin
%56’sinda bulundugu gdsterilmistir®®. PER grubu enzimler o6zellikle
seftazidim olmak (izere aminotiazolil sefalosporinlere direng saglarlar®.
Penisilinler bu enzimler igin zayif birer substrat olup, piperasilin in-vitro
olarak PER enzimlerine kars! aktivitesini korur. Beta laktamaz inhibitorleri,

sefamisinler ve karbapenemler de bu enzimlere karsi aktivite gésterirler55.

Diger GSBL'lar

VEB-1 enzimi ilk kez Vietnam’da bir E.coli susundan daha
sonra Tayland’ta bir P.aeruginosa susundan elde edilmistir’®*. CME-1
enzimi bir Chryseobacterium meningosepticum susundan, TLA-1 bir E.coli
susundan elde edilmistir. PER-1, PER-2, VEB-1, CME-1, TLA-1 enzimleri
%50 homoloji gostermektedir ve oksiimino-sefalosporinlere 6zellikle

seftazidime ve aztreonama etkilidirler®>°.
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2.7. GSBL Tani Yontemleri

Farkli GSBL tiplerinin saptanmasi ve yeni enzimlerin
tanimlanmasi igin fenotipik ve genotipik yontemler uygulanmaktadir.
izolatlarin direnc/duyarlilik fenotipleri enzim tipleri acisindan yol gosterici

olmaktadir®®.

GSBL dureten etkenlerle enfekte hastalara genis spektrumiu
beta laktam ajanlarin uygulanmasi genel olarak tedavinin basarisiz
olmasina neden olmaktadir. Tedavinin basarili olmasi icin; Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin bu enzimleri saptamada standart tarama
ve dogrulama testlerini uygulamalari ve sonuglari dogru yorumlamalari
gerekmektedir*®®”. Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), GSBL
ureten suslarin rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde sefalosporinlere
duyarl goérinseler bile butin sefalosporin, penisilin ve aztreonama direncli
olarak bildiriimesini 6nermektedir. Yanlis GSBL pozitif bildirimler,
gunumuzde en etkili ve en 6nemli tedavi segenegi olan karbapenemlere
kargi diren¢ gelisimine, maliyet artisina, ayni zamanda yanlis negatif
bildirimler ise tedavi basarisizligina yol acacaktir’’. Beta laktamaz
uretimini saptamak icin rutinde kullanilan yontemler direkt ve indirekt
olarak iki tiptir. Hastane enfeksiyonu etkeni Gram negatif bakterilerde

onem tasiyan indirekt testlerdir*®.
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Beta laktamaz belirleme yontemleri®®48.

I- Direkt olarak beta laktamaz saptayan yontemler
1. lyodometrik yéntem
2. Asidometrik yontem
3. Kromojenik yontem

Il- indirekt testler (beta laktamaz grubunu belirleyen) testler

1. Indliklenebilir beta laktamaz belirleyen testler
2. Geniglemis spektrumlu beta laktamaz testleri

a. On tarama olarak seftazidim veya Uglincli kusak herhangi bir
sefalosporin veya aztreonam direnci; induklenebilir beta laktamaz’'i olan
suslar disinda sefoksitin duyarlihgi.

b. Klavulanik asitle inhibisyon 6zelligine dayanan testler.
Cift disk sineriji testi

Klavulanik asit kombinasyonlu MiK testleri

E-test

Otomatize sistemler

C. Uc boyutlu test

lll- Beta laktamaz tipini belirleyen testler
1- Izoelektrik focusing
2- Molekuler yontemler
- DNA problari
- PCR
- Oligotiplendirme
- PCR-RFLP
- PCR-SSCP
-LCR

- Nukleotid sekans analizleri
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Rutin

laboratuvarlar igin tanimlanmis GSBL saptama

yontemleri, tarama ve dogrulama testleri olarak iki kisimda incelenebilir®.

2.7.1. GSBL Tarama Testleri

CLSI, E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca izolatlarinda GSBL

uretiminin taranmasi ve dogrulanmasi igin standartlar gelistirmigtir. CLSI

Onerilerine gore; disk difizyon veya dilisyon ydntemleriyle sefotaksim,

seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime karsi duyarliligin

azalmasini saptayan dogrulama testleri uygulanmalidir. CLSI M100-S16’a

gére GSBL'lar igin tarama testi olarak énerilen inhibisyon zonu ve MIiK

degeri sinirlari tabloda gosterilmistir®.

Tablo 3: GSBL tarama testi olarak dnerilen inhibisyon zonu ve MIK degeri

sinirlari
Antibiyotik inhibisyon zonu (mm) | MiK (u/ml)
Sefotaksim (CTX) <27 >2
30 ug
Seftriakson (CRO) <25 >2
30 ug
Seftazidim (CAZ) <22 =2
30 pg
Sefpodoksim (POD) <17 =2
10 pg
Aztreonam (ATM) <27 =2

30 pg
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2.7.2. GSBL Dogrulama Testleri

Fenotipik dogrulama testleri klavulanik asit ve indikator
sefalosporin ve/veya monobaktam arasindaki sinerjinin gdsterilmesi
temeline dayanmaktadir. Bu testler, GSBL’lari beta laktamaz
inhibitorlerinden  etkilenmeyen Amp-C tipi enzimlerin ayriminda

kullaniimaktadir.

Dogrulama amaciyla degisik yontemler tanimlanmistir.
Bunlar; klavulanik asit iceren kombinasyon disklerinin kullanimi, ¢ift disk
sinerji yontemi (CDS), U¢ boyutlu yontem, inhibitérle glglendirilmis disk
difiizyon testi, minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK)'unun saptandig
dilisyon yoéntemleri, E-test stripleri ile MiKin saptanmasi gibi

yontemlerdir®®°°.

Klavulanik asit iceren kombinasyon disklerinin kullanimi:

CLSI onerilerine gore; klavulanik asit iceren ve icermeyen seftazidim ve
sefotaksim diskleri kullanilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki zon
klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla =25 mm daha
genigse, ya da bir diger degerlendirme yontemi; klavulanik iceren ve
icermeyen diskler etrafindaki inhibisyon zonlarinin birbirine orani 21.5

olmasi halinde izolat GSBL iiretimi acisindan pozitif kabul edilir®!®.

Cift disk_sinerji yontemi (CDS): Bu yontemde test edilecek

izolat agar disk diflizyon kurallarina gére agar ylzeyine yayilir. Plagin
ortasina bir amoksisilin klavulanik asit (AMC 20/10p) diski ile etrafina disk
merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm olacak sekilde, 30 pg’lik seftazidim,
seftriakson, sefotaksim, aztreonam veya sefpodoksim diskleri yerlestirilir.

inkiibasyondan sonra sefalosporin veya aztreonam etrafindaki inhibisyon
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zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakteri tremeyen bir

sinerji alaninin bulunmasi, GSBL varligini gdsterir*®>"-°¢,

Broth Mikrodilusyon: GSBL Uretiminin belirlenmesi amaciyla,

beta laktamaz inhibitorleri varliginda sefalosporin direng dizeylerindeki
azalmanin gosterilmesi igin ayrica standart mikrodilisyon yontemi de
kullanilabilir. Bu durumda sefotaksim ve seftazidim MiK degerleri, hem tek
baslarina, hem de klavulanik asit (4 pg/ml) varliginda saptanir. Klavulanik
asit varliginda MiK degerlerinde >3log, azalma, GSBL gostergesi olarak

kabul edilir®>®.

GSBL E-test stripleri: Stripler bir ucunda seftazidim, diger

ucunda seftazidim ve klavulanik asit igerecek sekilde hazirlanmistir.
Seftazidim/sefotaksim ve seftazidim/sefotaksim klavulanik asit MiK
degerleri birbiriyle oranlandiginda MIK degerinde =8 kat azalma olmasi

GSBL varligini gésterir,

2.7.3. Molekiiler Yontemler

Antibiyotiklerin kullanima girmesiyle birlikte, direng artmaya
baslamis ve enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi daha problemli hale
gelmigtir. Direncin hizli ve dogru olarak saptanmasi, direng gelisimi ve

yayllmasinin énlenmesinde kritik Gheme sahiptir®®.

Fenotipik testler GSBL’In varhdini ortaya koyarken,
molekuler yodntemler GSBL tiplerini belilemede kullanilan &nemli
yontemlerdir. GSBL tanimlanmasinda esas olarak PZR tabanli yontemler

kullaniimaktadir.
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izoelektrik Nokta Tayini (Isoelectric Focusing): Tanimlama

icin sik olarak uygulanan bu yontem, sonikasyon yontemiyle parcalanmasi
sonucunda elde edilen ekstrelerin poliakrilamid jellerde yuritilmesi
temeline dayanir. Elektroforez sonucu beta laktamazlar, izoelektrik
noktalari (pl)inda odaklanir. izoelektrik noktalar sadece enzim ailesi
hakkinda bilgi verir. Ornegin, pl 5.2-5.7 TEM, pl 7.4-8.2 SHV, pl 7.0-7.2
OXA, pl 8.3-9 AmpC tipi enzimler olarak kabul edilmigtir56.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): SHV, TEM gibi beta

laktamazlara spesifik oligonlkleotid primerler kullanilarak beta laktamaz

genleri tespit edilir. Beta laktamaz enziminin varhigini saptamak igin
kullanilan en kolay ve yaygin molekiler yontem beta laktamaz genine
spesifik oligonukleotit primerlerle yapilan PZR ydéntemidir. Ancak PZR

enzim varyantlari arasinda ayrimi saglamaz*®.

Oligotiplendirme: Bu yontemde, hibridizasyon kosullari
altinda olusan nokta mutasyonlarinin saptanmasi igin tasarlanan
oligonuklotid problari kullanilir. Bu yéntemin kullaniimasiyla klinik izolatlar
arasindaki  ¢esitli  yeni  TEM  varyantlari  saptanabilmektedir.
Oligotiplendirmede kullanilan beta laktamazlar bir radyoizotop veya

biyotinle isaretlenir®®.

PCR-RFLP (PCR Restriction fragment length polymorphism):

Polimeraz zincir reaksiyonu restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi,

amplifiye edilmis PCR Urlnleri restriksiyon endonukleazlarla kesilir ve
elektroforezle kesim drunlerinin ayrimi yapilir. Her restriksiyon enziminin
meydana getirdigi  bdlgenin  buyUkligl yapisal gendeki nokta

mutasyonlarini gdsterir. Bu yontem sadece GSBL fenotipini ortaya koyar®'.
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PCR-SSCP (PCR-Single-Strand conformotional

polymorphism _analysis): Polimeraz zincir reaksiyonu tek zincirde

konformasyon polimorfizmi, 6zgul yerlesimdeki tek baz mutasyonlarini

saptar. Bu yontemle alt tipler saptanabilir®”.

LCR (Ligase chain reaction): Sistem, DNA ¢ogaltiimasi

amaciyla geligtirilmis bir prob hibridizasyon-ligasyon yontemidir. Hedef
DNA, denature edilir ve biotinle isaretli oligonikleotid primerler ile

baglanarak farkli pozisyondaki mutasyonlar saptanir®’.

Nukleotid Dizi Analizi (DNA sequencing): Klonlama ve dizi

analizi GSBL tanimlamasindaki altin standarttir. Bu yontemle farkli enzim
tipleri ve mutasyonlar saptanabilir. Elde edilen dizi Gen Bankasi verileri ile

kiyaslanarak bilinen bir enzim mi, yoksa yeni bir GSBL mi oldugu saptanir.
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Tablo 4: GSBL saptanmasinda kullanilan yéntemler*®.

Yontem tipi Test adi Avantaj Dezavantaj
Kolaylikla ve her GSBL her zaman
S;?Srialztr igFli Iri laboratuarda ‘diren¢’ kategorisinde
y uygulanabilir degildir
CLSI dogrulama | Uygulama ve yorum D;){.arl]hk al .
testleri kolaydir oxsliminosetalosporin
secgimine gore degisir
Uvagulama ve vorum Disklerin yerlestirildigi
Cift disk sinerji kglgy ar y uzaklik standart
Fenotipik(rutin) degildir
(c bovutlu test Duyarli, yorumu GSBL’lere 6zgul dedil,
¢ boy kolay emek yogun
Yorum her zaman
E-test GSBL kolay degildir. CDS
stripleri Uygulamasi kolay kadar duyarl degil,
maliyet ylksek
, Duyarlilik dusuk veri
Vitek GSBL Uygulamasi kolay tabanina bag
DNA Problari | (6r. TEM yada SHV P y
b) yapllamaz.TEM ve
9 SHV turevleri ayrilmaz
GSBL-dar spektrumlu
PCR Uygulamasi kolay, |ayrimi yapilamaz. TEM
gen ailesine 6zel ve SHV tirevleri
ayrilmaz.
Ozel oligoniikleotid
Azaiil TEM problari gerekir, emek
Oligotiplendirme 9 yogundur, yeni
varyantlari saptanir.
varyantlar
s saptanamaz.
Genotipik . -
(molekiiler) Nukleotid

Uygulama kolayligi,

degisimlerinin

PCR-RFLP spesifik nikleotid restriksiyon boélgesinde
degisimleri saptanir. | degisime yol agmasi
gereklidir.
Bazi SHV "
PCR-SSCP varyantlarin Ozel elekiroforez
kosullari gereklidir.
ayriminda kullanilir.
Bazi SHV
LCR varyantlarin
ayriminda kullanilir.
Nikleotid dizi | Altin standart, yeni | |knik olarak ozel
Ny . cihazlar gerekir, yogun
analizi enzimler saptanir.

calisma gerektirir.
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2.8. GSBL’larin Epidemiyolojik Ozellikleri

GSBL enzimleri tum dunyada hastane enfeksiyonlarinda
onemli bir problem haline gelmistir ve ayaktan tedavi edilen hastalarda da
goérilme sikhgi artmaya baslamistir, GSBL diger beta laktamazlarla da
birlikte bulunabilir. GSBL dreten bakteri ilk olarak 1983 vyilinda
Almanya’dan, ilk hastane kaynakli salgin da 1985 yilinda Fransa'dan
bildirilmigtir. Daha sonra Amerika Birlesik Devletleri’nden ve tim dinyadan
GSBL iireten suslarla olusan enfeksiyonlar ve salginlar rapor edilmistir®®.
GSBL genleri tasiyan plazmidler ayni zamanda aminoglikozid,
kloramfenikol, tetrasiklin ve sulfonamid direng genlerini de tagiyabilir. Bir
¢ok merkezde bu plazmidlerin yayilmasi veya klonun yayilmasi ile olugan
GSBL salginlar bildirilmigtir. Bazen bu yayllma o kadar yogun olabilir ki
hastanade yatan hastalarin lgte biri GSBL uUreten suslarla enfekte veya
kolonize olurlar. Bu tur salginlar Amerika ve Avrupa’daki farkh
hastanelerden bildirilmistir. GSBL ureten mikroorganizmalarla gelisen
enfeksiyonlarda bagimsiz risk faktorlerini belirlemek igin bircok calisma
yapilmistir. En sik belirlenmis olan risk faktorleri uzun sureli hastanede
kalma, yogun bakim unitesinde yatma veya daha 6nceden de hastanede
kalma, yabanci materyal ve invaziv girisimler, ileri yas, malignite, diyabet,
kalp hastaligi gibi kronik hastaliklar ve uzun sureli antibiyotik ve 6zellikle

ticlincli kusak sefalosporin kullanimidir®®.

Klinik Onemi; GSBL pozitif mikroorganizmalar baslica sepsis,
uriner sistem enfeksiyonu, solunum yolu enfeksiyonlarina, peritonit,

kolanjit, katater enfeksiyonu, menenijit ve sinlizite neden olur.
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Tablo 5: GSBL kaynakli enfeksiyonlarda tanimlanmis risk faktérleri®®.

Tanimlanmis risk faktorleri

Hastanin yattigi Unite

Yogun bakim

Cerrahi Unite

Pediatrik ve yenidogan
uniteleri

Rehabilitasyon Uniteleri
Bakim evleri

Onkoloji uniteleri

Yabanci materyal invaziv
girisimler

Santral venoz

Sonda

Entibasyon ve mekanik
ventilasyon
Trakeostomi
Gastrostomi
Nazogastrik tlp

Aldig1 tedavi ve slire

Uzun sureli antibiyotik
Uclincli kusak sefalosporin
kullanimi

Aminoglikozid kullanimi
Uzun sureli hastanede kalig
Uzun sureli yogun bakimda
kalig

Hastanin demografik 6zelligi
ve altta yatan hastalik

ileri yas

Yas <12 hafta olmasi

Dusuk dogum agirhgi

Altta yatan ciddi hastalik
Malign hastalik

Kalp yetmezligi

Diabetis mellitus

Acil abdominal cerrahi girigim
Bagirsak kolonizasyonu
Safra yolu hastaligi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecgler

3.1.1. Laboratuvar Malzemeleri

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Petri plagi, tek kullanimlik (Alkim)

Platin 6ze (igne uclu-yuvarlak uglu)
Pamuklu ekuvyon

Ependorf tapler

Cam test tlpu (degisik ebatlarda)

Tuplik

Balon joje, 100ml, 500ml, 1000ml

Steril 96 kuyucuklu mikropleyt

Tek kanalli otomatik mikropipet 1-10 pl, 5-100 pl
Steril pipet uclari

Cok kanalli otomatik pipet 50-200 pl (Biohit)
Bunsen beki

Otoklav (Nive OT 4060)

Pastor firini (Heraeus NR 900)

Etiv (Nive)

Sicak su banyosu (Schwabach)
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Hassas terazi (Shimatzu)

Vorteks (Firlabo)

Derin dondurucu (-20 °C, -40 °C) (Snijders)

Laminar flow (Teknomar)

Termal dongu cihazi (Premius 96 plus, MWG Biotech)
Elektroforez tanki (CSL-ingiltere)

Jel goruntuleme cihazi (Canon PC1089)

3.1.2. Besivyerleri

Eozin Metilen Blue agar (EMB) (Merck)
Muller Hinton Agar (MHA) (Merck)
Muller Hinton Broth (MHB) (Merck)
Kanli agar

Brain Heart Infusion Broth (Fluka)

3.1.3. Referans Antibiyotikler

1. Sefotaksim (Biofarma)

2. Sefuroksim (Bioanaliz)

3. Amoksisilin (Deva llag)

4. Klavulanik asit (Bioanaliz)
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3.1.4. Kimyasal Malzemeler

1. Gliserol 50 ml

2. Tris (Carlo Erba reagent)

3. Borik asit (Merck)

4. Hidroklorik asit (Merck)

5. Etilen Diamin-Tetraasetik-Asit (EDTA) (Sigma))
6. Agaroz (Serva)

7. Etidyum bromir (Amresco)

8. K181-1000 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci (Amesco)

PZR Tamponlari

Reaksiyon Tamponu (10X) (Bioron)

1000 mM Tris-HCL pH 8.3
500 mM KCL

25 mM MgCl;

% 0.01 (w/v) jelatin

% 50 Gliserol

100 mM KCL

20 mM Tris-HCL pH 8

42



0.1 mMDTT

% 0.5 Tween 20

% 0.5 Nonidet p 40

Taq polimeraz (5 Unite/ml)

10 mM Nikleotitler ; dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Oligonikleotid Primerleri

blaTEM F 5-ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG-3" ©

R 5°-CGT ACA GTT ACC AAT GCT TA-3’

Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

TBE tamponu (10X) : 90 mM Tris-base

90 mM Borik asit
2 mM Na-EDTA

Toplam hacim distile su ile 1000 ml’'ye tamamlanir.

TBE tamponu (0.5X) : 5 ml 10X TBE tamponu

Toplam hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.
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Agaroz : %2’lik
2 gr agaroz
100 ml 0.5X TBE

Yukleme tamponu : % 0.25 Brom fenol mavisi

%40 (w/v) Sukroz

Etidyum bromar : 10 mg Etidyum bromar

1 ml distile su

3.1.6. Orneklerin Secilmesi

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan 1112 E. coli susu temin edildi. Bu suslar 1 Ocak 2008
ve 1 Mayis 2008 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Hastanesi Poliklinik
ve Kiliniklerine bagvuran hastalara ait Oorneklerden izole edildigi
belirlenmistir. Bu suglarin disk difuzyon ve ¢ift disk sinerji yontemlerine
goére 1112 E. coli susundan GSBL (+) olan 156 E. coli susu ile ¢calisiimistir.

Bu suglarin kaynagi arastiriimistir.

Calismada kontrol olarak E. coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853 suslari kullaniimigtir. Standart suslar Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

kultur kolleksiyonundan temin edilmistir.
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156 E. coli izolatinin kaynagi arastirilmig bu suslarin
asagidaki tabloda verildigi gibi cesitli klinik orneklerden saglandigi
saptanmigtir (Tablo 6).

Tablo 6. E. coli suglarinin izolasyon kaynaklarina gore dagilimi

TOPLAM

MATERYAL ADET %
Abse 3 2
Balgam 2 1
Brong Lavajl 1 1
Endotrakeal Aspirasyon 1 1
idrar 126 81
Kan 3 2
Katater 3 2
Periton Sivisi 1 1
PU 2 1
Safra Sivisi 2 1
Yara 12 8
TOPLAM 156 100

Calismaya alinan 156 adet E. coli sugu 126 adet (%81) idrar,
12 adet (%8) yara, 3 adet (%2) kan, 3 adet (%2) katater, 3 adet (%2)
abse, 2 adet (%1) balgam, 2 adet (%1) safra sivisi, 2 adet (%1) pu, 1 adet
(%0.64) brons lavaji, 1 adet (%0.64) endotrakeal aspirasyon ve 1 adet

(%0.64) periton sivisi kultariinden izole edildigi belirlenmigtir.
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Tablo 7. E. coli izolatlarinin kliniklere goére dagihmi

BOLUM ADET %
Acil 14 9
Enfeksiyon 10 6
Genel Cerrahi 15 10
Gogus Hastaliklari 4 3
ic Hastaliklar 11 7
Kadin Dogum 7 4
Kardiyoloji 5 3
Nefroloji 23 15
Ped. Cerrahi 6 4
Pediatri 19 12
Uroloji 29 18
Yogun Bakim 4 3
DIGER 9 6
TOPLAM 156 100

GSBL (+) E. coli izolatlar; Acil 14 (%9), Enfeksiyon
Hastaliklari 10 (%6), Genel Cerrahi 15 (%10), Gégus Hastaliklari 4 (%3),
ic Hastaliklari 11 (%7), Kadin Dogum 7 (%4), Kardiyoloji 5 (%3), Nefroloji
23 (%15), Pediatrik Cerrahi 6 (%4), Pediatri 19 (%22), Uroloji 29 (%18),
Yogun Bakim 4 (%3) ve diger kliniklerden 9 (%6) adet olmak Uzere ¢esitli
kliniklerden saglanmistir (Tablo 7)
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Calismada kullanilmig E. coli izolatlari kaynaklarinin yaslari

ve cinsiyetleri asagidaki tablolarda gosterilmistir (Tablo 8, Tablo 9).

Tablo 8. E. coli izolasyonlarinin yas gruplarina gére dagilimi

TOPLAM

ADET %

0-5 1. grup 22 14
6-16 2. grup 27 17
17-45 3. grup 30 19
46-59 4. grup 33 21
60 yas Uzeri 5. grup 44 28
TOPLAM 156 100

izolatlarin temin edildigi kaynaklar yaslarina gére 5 gruba
ayrilmigtir; 1. grup (0-5 yasg) 22 (%14), 2. grup (6-16 yas) 27 (%17), 3.
grup (17-45 yas )30 (%19), 4. grup (46-59 yas) 33 (%21), 5. grup (60 yas
uzeri) 44 (%28) adettir (Tablo 8).

Tablo 9. E. coli suslarinin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Kisi %
Erkek 57 37
Kadin 99 63
TOPLAM 156 100

izolatlarin cinsiyetlere gére dagilimi; 57’si erkek (%37), 99'u
(%63) kadindir. izolatlarin 80 (%51)inin poliklinik, 76 (%49)'sinin klinikten
basvurdugu bildirilmigtir.
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3.2. YOntem

Calisma Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilen gesitli klinik érneklerden izole edilen 156 E.
coli susu ile yapimistir. izolatlar biyokimyasal 6zelliklerine gore
tanimlanmigtir. Disk difuzyon ve cift disk sinerji yontemlerine gére GSBL
Uretimi belirlenmis izolatlarin GSBL Uretimi MIK testi ile dogrulanmistir.
TEM direng geni varliginin gdsteriimesinde PZR molekuler teknigi
kullanilmistir. Bu amagla saglanan izolatlarin DNA’lari elde edilmis ve
amplifikasyonlari yapilmistir. Agaroz jel elektroforeziyle 156 E. coli

izolatinda TEM geni varligi aragtirilmigtir.

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Cift disk sinerji yontemi ile tanimlanmig GSBL (+) 156 E. coli
susu EMB (Eozin Metilen Blue) besiyerinden igne 0Oze ile tek koloni
alinarak, etivde 37°C de 24 saatlik inklbasyon sonucu kultar
saflagtirlmigtir. Her izolat numaralandirilarak, izolatin saglandigi kisinin
adi soyadi, yasi, cinsiyeti, gelen numunenin cinsi, yatan hasta mi,

poliklinik hastasi mi oldugu, geldigi klinik ve tarih kaydedilmistir.

Rutin testlerle tanimlanmis olan E. coli saf kulturleri, Brain
Heart Infusion Broth besiyerinde, steril %5 gliserol ilavesi ile ependorf
tiplerde, agizlar parafilm ile sarilarak -40°C’ de ¢alisma igin saklanmistir.
Derin dondurucuda saklanan stoklarin canlandiriimasi igin kanl agar

besiyeri kullaniimistir.

3.2.2. Fenotipik Dogrulama Testi

Fenotipik dogrulama testi sivi mikrodilisyon yontemi ile
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) CLSI kriterleri dogrultusunda

yapiimistir. Antibiyotik konsantrasyonlari CLSI'nin onerdigi ¢Ozucu ve
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sulandiricilar kullanilarak Agirlik(mg)=Hacim(ml) x Konsantrasyon (ug/ml)/
Potens (pg/mg) formdlu ile hazirlanmistir ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak hazirlanan katyon ayari yapilmis Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyeri ile ¢ift katli dillisyon ile amoksisilin, amoksisilin+klavulanik
asit, sefotaksim, sefotaksim+klavulanik asit, sefuroksim,
sefuroksim+klavulanik asit ile MiK degerleri saptanmistir. Sefotaksimin
klavulanik asit varliginda MiK degerlerinin, tek bagina test edildigindekine

gore 23log, azalmasi durumunda GSBL varli§i dogrulanmistir.

Calisma, U tabanl steril mikrodilisyon plaklarinda
yapilmistir. Her kuyucuga otomatik pipet ile 100 ul MHB pipetlenmistir. ilk
kuyucuklara 100 pl antibiyotik stok solisyonu eklenmis ve karistirildiktan
sonra alinan 100 ul bir sonraki kuyucuga aktarilarak, antibiyotigin cift kat

seri dilusyonlari elde edilmistir.

Test edilecek bakterilerin kaltura bir gun o6nce MHA
besiyerine ekimi yapilarak tazelenmistir. Uremis olan kolonilerden 3-4
koloni 6ze ile alinarak MHB besiyerinde 0.5 McFarland standardina
ulasincaya kadar inkiibe edilip, 10* CFU/mI bakteri olacak sekilde MHB
besiyerinde hazirlanip, negatif kontrol kuyucugu hari¢ her kuyucuga10 pl
inokule edilmigtir. Her mikroplakta besiyeri ve mikroorganizma kontrolleri
yapilmistir. . Kontrol i¢cin E. coli ATCC 25922, ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853 standart suslari kullaniimistir.

Mikroplaklarin Ustleri kapatilarak bir gece 35°C’de inkube
edilmistir. inkubasyon silresi sonunda kuyucuklardaki bulaniklik g¢iplak
g6zle degerlendirilmigtir. Bulanikligin  (Gremenin) go6zlenmedidi son
kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu o sus icin MIK degeri olarak

kaydedilmistir.
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3.2.3. Molekiiler Yontem

3.2.3.1. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan Escherichia coli izolatlarinin kanli
besiyerine ekilerek bir gece 37°C etlvde inklbe edilerek Kkulturleri
yapiimistir. E. coli izolatlarinin DNA izolasyonu kaynatma yontemi
kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyonu bakteri kulturinden 3-4 koloni
alinarak 100 pyl 0.1 mM Tris (pH 7.0) tamponunda, 100°C’de 10 dakika
kaynatilmistir®®. izole edilen DNA’larin varligi % 1lik agaroz jel

elektroforezinde gosterilmistir.

3.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TEM tipi genislemis spektrumlu beta laktamaz varliginin
gbsteriimesinde PZR yontemi kullaniimistir. izolatlarin amplifikasyonunda
kullanilan primer dizileri TEM genine 6zgul olarak segilmistir TEM geni

amplifiye GriinG 1075 bg biyikligindedir®"

Amplifikasyonda Escherichia coli DNA’sindan 5 ul kalip
olarak kullaniimistir. PZR reaksiyon karisimi; 33.3 pl steril distile su, 5 pl
10X PZR tamponu, 5 pyl 25 mM MgCly, 0.2 yl 25 yM dNTP (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP), primer karigimindan 1 yl primer (10 pmol) ve 0.5 pl 5U Taq

polimeraz enzimi kullanilarak 50 ul hacimde hazirlanmigtir.

Amplifikasyon DNA is1 déngu (Thermal Cycler) cihazinda;

95°C’de 5 dakika baslangi¢ denatlirasyonunun ardindan,

95°C’de 1 dakika denaturasyon, 56°C’de 1 dakika primer
baglanmasi (anneling), 68°C’de 1 dakika sentez (uzama) doénglsiinden
toplam 40 dongu ve son sentez asamasi 72°C’de 5 dakika olacak sekilde

duzenlenmig program kullanilarak yapiimigtir.
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3.2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifiye Granlerin varliginin belirlenmesinde %2’lik agaroz
jel kullanilmigtir. %2’lik agaroz jel 0.5XTBE tamponu ve 0.5 pl etidyum
bromur ile hazirlanmistir. Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilerek
jelin her bir kuyucuguna 10 pl amplifiye Gran 5 pl yukleme tamponu ile
yuklenmistir. Amplifiye UrGnlerin buyudkluklerinin  belirlenmesinde 2 pl
K181-1000 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci (Amesco) kullaniimigtir.
Amplifiye trunlerin elektroforezi 0.5XTBE tamponununda 90 volt elektrik

akiminda yurutulerek yapilmistir.

U.V transilluminatorde DNA agirlik belirtecine gore 1075 bg
buyulklikte bant belirlenen amplifiye Uranlerin TEM geni olan E. coli
izolatlari oldugu belirlenmistir, 1075’lik bant gézlenmeyen izolatlarin TEM

geni icermediklerine karar verilmigtir

Jellerin goruntilenmesi Canon PC1089 cihazi kullanilarak
yapilmistir.
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4. BULGULAR

Gazi Universitesi Hastanesi, Klinik  Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan saglanan 1112 E. coli izolatindan cift disk sinerji
yontemine gére GSBL (+) 156 E. coli izolati calismaya alinmis. MiK testi
ile GSBL pozitifligi dogrulanmigtir. 156 E. coli izolatinin kaynagi

arastiriimistir.
TEM tipi GSBL (+) drneklerin PZR ile tespiti

Cift disk sinerji testine gore GSBL (+) oldugu tespit edilen
156 ornekte TEM tipi beta laktamaz varligi PZR teknigiyle arastiriimistir.

156 E. coli izolatinin 83 (%53.2) ornekte TEM geni varligi
(1075 bg) belirlenirken 73 (%46.8)Unde TEM geni varligi (negatif)
bulunamamistir (Sekil 2).

1075 bg

Sekil 2. 1075 bg¢ uzunlugundaki blaTEM’in agaroz jeldeki gorintisu

Fenotipik dogrulama testinde negatif bulunan 15 izolatin

8’'inde PZR’la TEM beta laktamaz enziminin varligi gosterilmigtir.
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MiK testi sonuglarina gére 141 izolat (%90) pozitif, 15 izolat
(%10) negatif bulunmustur. Tum izolatlar amoksisiline kargi direngli

bulunmustur.

E. coli izolatlarinin kliniklerdeki dagilimlarina gére, TEM beta
laktamaz iceren izolatlarin sayisi ve yuzdesi belirlenmigtir (Grafik 1).
Acilden gelen 14 izolatin 10 (%71)'u TEM tipi beta laktamazla GSBL
olustururken, Enfeksiyon kliniginden 10 izolatin 4 (%40)’G, Genel Cerrahi
kliniginden 15 izolatin 9 (%60)'u, Gogus Hastaliklari kliniginden 4 izolatin 2
(%50, i¢c Hastaliklari kliniginden 11 izolatin 4 (%36)’lU, Kadin Dogum
kliniginden 7 izolatin 2 (%29)’si, Kardiyoloji kliniginden 5 izolatin 3 (%60)'G,
Nefroloji kliniginden 23 izolatin 11 (%48)’i, Pediatrik Cerrahi kliniginden 6
izolatin 5 (%83)i, Pediatri kliniginden 19 izolatin 12 (%63)’si, Uroloji
kliniginden 29 izolatin 17 (%59)’si, Yogun Bakim unitesinden 4 izolatin 3
(%75)'U ve diger kliniklerden gelen 9 izolatin 1 (%11)'inde TEM tipi beta

laktamaz varhgi (+) gosterilmigtir (Grafik 1).

100% -
90% - _
80% -
70% —
60% - ] | |mPOZITIF
50% - L S S - : )
40% - | | | | ONEGATIF
30% -
20%
10% -|

0% T T T T

]

Acil
Nefroloji

Ped. Cerrahi
Pediatri
Uroloji

Yog. Bakim
Diger

Kadin Dog
' I
]
=

Genel Cer
Kardiyoloji

Enfeksiyon
Gogtis Hast.

Grafik 1. TEM tipi beta laktamaz enzimi saptanan izolatlarin izole edildigi

kliniklere gore dagilimlari
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E. coli izolat kaynaklarinin yag gruplari dagihimina gore, 1.
grupta (0-5 yas) 22 izolatin 15 (%68)’inde, 2. grupta (6-16 yas) 27 izolatin
17 (%63)’'sinde, 3. grupta (17-45 yas) 30 izolatin 13 (%43)'Unde, 4. grupta
(49-59 yas) 33 izolatin 16 (%45)’sinda, 5. grupta (60 yas Ustl) 44 izolatin
22 (%50)’'sinde TEM beta laktamaz varhg tespit edilmistir (Grafik 2).

80%
70% -+

60% -
50% -

40% 0
X

30% % X °

° SPRFALERE AR A
20% - §§§ g &
10%
0%

1. grup 2. grup 3. grup 4. grup 5. grup

o POZITIF
O NEGATIF

Grafik 2. Yas gruplarina gére TEM tipi beta laktamaz enzimi saptanan E.

coli izolatlarinin ytzdeleri

54



Poliklinik kaynakli 80 izolattan 45 (%56)’inde ve gesitli
kliniklerden toplanan grubtaki 76 izolattan 38 (%50)’inde TEM tipi beta

laktamaz enzim varligi tespit edilmigstir (Grafik 3).

60% -

50% -+

40% -+

@ POZITIF

30% - :
o NEGATIF

20% -

10% -

0%
POLIKLINIK YATAN

Grafik 3. Poliklinik ve klinik kaynakli E. coli izolatlarindaki TEM tipi beta

laktamaz varhginin oransal dagilimi
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E. coli izolati kaynaklarinin cinsiyetine goére hazirlanan
grafikte; 57 erkek hasta izolatinin 33 (%58)Unde, 99 kadin hasta

izolatinin 50 (%51)'sinde TEM
gOsterilmigtir (Grafik 4).

tipi

beta

laktamaz enzim varhgi

70% ~

60% -

50% -

40% -
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10% +
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49%

m POZITIF
o NEGATIF

Grafik 4. E. coli izolatlarinda cinsiyete gore TEM tipi beta laktamaz

enziminin oransal dagihmi
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Tablo 10. TEM tipi beta laktamaz varhg tespit edilen E. coli izolatlarinin

kaynagina gore dagilimi.

MATERYAL ADET | Toplam
Abse 1 3
Balgam 2 2
Brong Lavajl 1 1
Eta 1 1
idrar 64 126
Kan 2 3
Katater 1 3
Periton Sivisi 0 1
PU 1 2
Safra Sivisi 1 2
Yara 9 12
Toplam 83 156

TEM tipi beta laktamaz ureten suglarin materyal kaynaklarina

gore dagilimi; absede %33, balgamda %100, brons lavajinda %100,

endotrekeal aspirasyonda %100, idrarda %51, kan izolatlarinda %67,

kataterde %33, periton sivisinda %0, PU %50, safra sivisinda %50 ve

yarada %75'dir.
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5. TARTISMA

Escherichia coli, uriner sistem enfeksiyonlari basta olmak
uzere yol actigi degisik hastalik tablolari ile insan saglgi Uzerindeki
onemini korumaktadir. Beta laktam antibiyotikler antibiyotik gruplar
arasinda en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Ozellikle yan etkileri daha az
olan bu antibiyotik grubundaki direncin takip edilmesi daha da fazla 6nem
tasimaktadir. ikinci ve Uclincli kusak sefalosporinler etki spektrumlarinin
uygunlugu ve vyan etkilerinin az olmasi nedeniyle, idrar yolu
enfeksiyonlarinda ve diger E. coli enfeksiyonlarinda sik kullanilan

antibiyotiklerdendir®?.

Dunyada ve Ulkemizde beta laktam antibiyotiklere karsi Gram
negatif bakterilerde gérillen direng hizla artmaktadir®>. Bu grup
antibiyotiklere direng siklikla beta laktamaz enzimlerinin Uretilmesiyle
gergeklesir Uglincli kusak sefalosporinlere karsi olugsan direngten GSBL
enzimleri sorumludur ve siklikla E. coli ve Klebsiella suslarinda
rastlanmaktadir. Bu enzimler penisilinler, sefalosporinler ve
monobaktamlarin gogunlugunu inaktive ederler. Kromozomal veya plazmid
kokenlidir ve kolaylikla yayilabilme 6zelligi tasirlar®. GSBL’lerin TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 beta laktamaz genlerinde meydana gelen nokta
mutasyonlari sonucunda ortaya ciktigi tespit edilmistir®®. Arastirmamizda
Gazi Universitesi Hastanesinden temin edilen 156 GSBL (+) izolatta TEM
tipi beta laktamaz Uretim oranini saptadik (%53.2). Bu oran dunyada

yapilan benzer calismalarla kiyaslandiginda yiiksek oldugu belirlenmistir®®

GSBL sikh@r antibiyotik kullanimina bagh olarak Ulkeler,
hastaneler, hatta ayni hastane icindeki farkli birimler arasinda bile
farklihklar gosterebilmektedir. 2006 yilinda EARSS (European Antibiotic
Resistance Surveillance System)’nin yaptigi calismada Ulkeler arasinda

bile diren¢ oranlari bakimindan 6énemli farklar oldugu acgiklanmistir. E. coli
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izolatlarindaki GSBL Uretim oranlari Estonya’da %1, Romanya'da %41,
izlanda’da %0, Fransa’da %2, Tiirkiye'de %21°dir®’. Calismamizda 1112 E.
coli izolatindan 156’sinin GSBL (+) oldugu tespit edilmigtir. GSBL (+) olan
E. coli direng oraninin da %14 oldugu belirlenmigtir. Delialioglu ve ark.
yaptiklari ¢alismada direng oranini %18.3 olarak belirlemislerdir®. Diger bir
calismada ise direng orani %14 olarak tespit edilmistir®®. Yapilan diger

arastirmalarda GSBL diren¢ oranlarinin  %5-39 araliginda degistigi

gosterilmistir™®.

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda poliklinik ve klinik
kaynakli E. coli kokenlerinin antibiyotik duyarhliklari disk difuzyon
kriterlerine (CLSI) gore saptanmis, beta laktam direng fenotipleri ve GSBL
uretimi ¢ift disk sinerji testi (CDST) ile belirlenmistir. Bu yonteme goére; 156
E. coli izolatinin GSBL (+) oldugu tespit edilmistir. Calismamizda PZR
yontemiyle 156 GSBL (+) E. coli izolatindan %53.2’sinin TEM tipi beta
laktamaz enzimi Urettigi tespit edilmistir. E. coli suglarinda TEM tipi GSBL
Uretimine siklikla rastlaniimaktadir. CDST ydntemiyle GSBL (+) oldugu
tespit edilen 73 E. coli susunda PZR’la TEM tipi enzim dretimi
gorulmemigtir. Bu izolatlarin SHV, CTX-M veya OXA gibi farkl tiplerde beta

laktamaz tasiyabilecekleri dusunulmektedir.

Calismamizdaki E. coli izolatlarinda PZR’la TEM tipi beta
laktamaz orani %53.2 iken ayni hastaneden farkli tarihlerde saglanan E.
coli izolatlarinda yapilan baska bir calismada TEM tipi beta laktamaz
oraninin %34.05 oldugu bildirimistir’'. Ayni hastanede yapilan iki ayri
calismada TEM tipi beta laktamaz oraninin farklihgi izolatlarin farkl
tarinlerde toplanmasi veya calisilan izolat sayisinin farklihgindan

kaynaklanabileceg@i dugunulmektedir.

Tash ve arkadaslari 2005 yilinda yaptiklar bir calismada
TEM tipi beta laktamaz direnc oranini %52.7 olarak belirlemislerdir’®. Bu

oran belirledigimiz TEM tipi beta laktamaz oranina (%53.2) yakin bir
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degerdir. Taylant'ta 2008 yilinda Pongpech ve arkadaglari yaptiklari benzer
bir galismada GSBL pozitifligini %31, TEM tipi beta laktamaz tretim oranini
%78 olarak saptamiglardir’®. 2007 vyilinda Asya-Pasifik SENTRY
calismasinda E. coli izolatlarinin GSBL pozitiflik orani %33.3 ve TEM beta
laktamaz orani ise %78 olarak bildirilmistir’*. Gram negatif hastane
izolatlarinda yeni beta laktamlara diren¢ ve GSBL sikligi ile ilgili yapilan
HITIT projesinin sonuglarina gére E. coli izolatlarinin %26’sinin GSBL
urettigi saptanmis ve bunlarda % 49.4 TEM tipi beta laktamaz varlidi

tanimlanmistir.

GSBL epidemisi baslangicta hastanelerle sinirli
g6zukmekteyken, toplumdan kazanilmig enfeksiyonlarlada karsimiza
siklikla ¢ikmaktadir. Toplumdan kazanilmis enfeksiyonlari arastirmak
amaclyla diskidan izole edilen Enterobacteriaceae kdkenlerinde GSBL
sikliklar ve tipleri arastiriimis ve E. coli'de GSBL pozitifliginin %18.4 ve bu
suslarda TEM tipi beta laktamaz diren¢ oraninin %76.3 oldugu
bildirilmistir”.

Uriner sistem enfeksiyonlari, toplumda ve hastanede yatan
hastalarda sik gorilen ve antibakteriyel ilaglarin en sik kullanildigi
enfeksiyonlardir. Arastirmamizda idrar kaynakli E. coli suglarinin orani
%81’dir. E. coli izolatlarinin kaynaklari cogunlukla nefroloji (%15) ve Uroloji
(%18) Kliniklerindendir. Materyal dagilimina goére idrar érneklerinden izole
edilen suslarin %51’inde TEM pozitif E. coli susu saptanmistir. idrardan
izole edilen GSBL (+) suslarin %59.5'i poliklinik kaynakli, %40.5’i klinik
kaynakhdir; sirasiyla %53 ve %47 TEM tipi beta laktamaz uUrettigi tespit
edilmistir.  Oztlrk yapmis oldugu toplum kokenli Uriner sistem
enfeksiyonlarinda GSBL (+) E. coli suglarinda yaptigi ¢calismada bu orani
%61 olarak bulmustur’®. iki ayri calismanin idrar érneklerindeki GSBL

pozitiflik orani birbirine yakin degerlerde bulunmustur.
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Okstiz ve ark. iki aylik dénemde pediatri poliklinik hastalarinin
idrar orneklerinden izole ettikleri GSBL (+) E. coli suslarinda yaptiklari
calismada, TEM tipi beta laktamaz oranini %82 olarak saptamislardir’”.
Calismamizda; poliklinik hastalarindaki TEM tipi beta laktamaz tretim orani
%58, yas gruplarina gore pediatri grubunda TEM tipi beta laktamaz tretim
orani %65.5, idrar orneklerinden izole edilen suslardaki TEM tipi beta
laktamaz Uretim orani %53 olarak saptandi. Oksiiz ve ark. ¢alismalarina
gOre pediatri boliminde tespit ettigimiz TEM tipi beta laktamaz Uretim

orani (%53) daha dusik bulunmustur.

Gerek beta laktamazlara gerekse diger antimikrobiyal direng
mekanizmalarina bagli ortaya ¢ikan, antimikrobiyallare direng sorunu
Ozellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarda énem
tasimaktadir. Escherichia coli hastane enfeksiyonunda ve son yillarda
toplum kokenli enfeksiyonlarda onemli bir mikroorganizmadir. Bu direng
hastane kaynakli kokenlerde daha fazla godzlenirken, toplum kokenli
bakterilerde de direng artisi gézlenmektedir. Arastirmamizda poliklinik
kaynakli GSBL(+) E. coli izolatlarinda %56 ve c¢esitli kliniklerden toplanan
izolatlarda %50 oraninda TEM tipi beta laktamaz enzimi tespit edilmistir.
Her iki grup TEM tipi beta Ilaktamaz enzim varligi agisindan
degerlendirildiginde poliklinik kaynakh E. coli izolatlarinin klinikten gelen
izolatlara gore daha yuksek oranda TEM tipi beta laktamaz urettikleri

gozlenmigtir.

Arastirmamizdaki GSBL (+) izolatlarin %63 (%51 TEM
tipinde beta laktamaz)'inu kadin kaynakh izolatlar, %37 (%58 TEM tipinde
beta laktamaz)’sini erkek kaynakli izolatlar olusturmaktadir (Grafik 4). TEM
tipi beta laktamaz Uretim orani, erkek kaynakli izolatlarin bu tip enzimi
kadin kaynakli izolatlara gore daha fazla Urettikleri gozlenmigtir. Erkek

cinsiyetle GSBL uretimi arasinda iliski bulundugu baska bir calismada
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gésterilmigtir76. Calismamizda erkek cinsiyetle TEM tipi beta laktamaz

Uretimi arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir.

GSBL olusturan E. coli suslarinin fenotipik dogrulama
testlerinde GSBL varhgini maskeleyebilen, bdylece yanhs negatif
sonuclara neden olan diger beta laktamazlara sahip olabilmektedirler’®.
Tarama testi sonuglarina gére GSBL (+) 156 susun 141'i (%90.1) MiK
fenotipik dogrulama testiyle pozitif (direngli) bulunmustur (amoksisilin ve
sefotaksim). Kiremitci ve ark. 2006 yilinda yaptiklari bir galismada bu orani,
kendi calismalarinda %86.7 olarak saptamislardir’®. Ancak 156 drnekte
¢alisma grubuna alinmis ve fenotipik dogrulama testinde GSBL negatif

bulunan 15 susdan 8’'inde TEM tipi beta laktamaz Uretimi saptanmistir.

Pek c¢ok ulkede antimikrobiyal ilaglarin hayvan yemlerine
katiimasi kontrolsiiz bir bigimde devam etmektedir. Ornegin seftiofur
insanlarda kullaniimayan bir sefalosporindir. Insanlarda seftiofur ve diger
bazi sefalosporinlere direncli izolatlar saptanmistir. insanlarda etkin olan
bakterilere kontamine besin maddeleri ve plazmid transferiyle direng
aktarilmaktadir. Bu antibiyotik savurganligi sonucunda seleksiyonla direngli

ve cogul direncli suslar toplumda yayilabilme olanagini bulmaktadir®®.

Bakterilerde direng geligsimi antibiyotik kullanimiyla yakindan
iligkilidir. Bu yUzden antibiyotik kullanimina 06zen gosterilmeli ve

hastanedeki direncli bakterilerin 6zellikleri dikkate alinmalidir.
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6. SONUC

Antibiyotik kullanimi hasta, hastane ve toplumun biyolojik
cevresini olumsuz etkilemekte ve direngli turlerin olusmasina neden
olmaktadir. Son yillarda bilingsiz antibiyotik kullanimi antibiyotiklere dogal

direngli enterokoklarin firsatgi etkenler olmasina yol agmaktadir.

Enterobakteriler zaman iginde beta laktam antibiyotiklere
kargi gesitli diren¢ mekanizmalari geligtirmiglerdir. Bu mekanizmalardan
olan GSBL direnci antibiyotik direncinin kazanilmasinda daha etkili bir

mekanizma olarak 6nemini korumaktadir.

Aragtirmamizda beta laktam antibiyotiklere kargi Ozellikle
toplum kaynakh TEM tipi beta laktamaz direng oraninin diger Ulkelerle
kiyaslandiginda énemli bir oranda yuksek oldugu tespit edilmistir. Sonug¢
olarak Ulkemizde ve arastirma alani olan hastanede antibiyotik secimi ve
kullanimina 6zen gosterilmelidir. Antibiyotik seciminde, hastanelerdeki

bakteri ¢cevresi'nin direng 6zellikleri dikkate alinmalidir.
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7. OZET

Bu galismada Gazi Universitesi Hastanesi, Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda geniglemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) uretimi gift
disk sinerji testi (CDST) ile belirlenmis, 156 Esherichia coli izolat
kullanilldi. Bu izolatlardan kaynatma yontemiyle DNA elde edildi. 156 E.
coli susunda polimeraz zincir reaksiyonuyla (PZR) TEM tipi beta laktamaz
varligr arastirilmisgtir. PZR sonuglarina gore, 156 GSBL(+) E. coli sugunun
%53.2'sinde TEM tipi beta laktamaz varligi belirlendi. GSBL Uretiminin
degerlendiriimesi klavulanik asit varliginda ya da yoklugunda amoksisilin
ve sefotaksim kullanilarak mikrodilusyon yontemiyle yapildi. Sonuglarimiz

GSBL'In E. coli’de ifade edildigini gostermektedir.
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8. SUMMARY

156 of Esherichia coli isolates which have been determined
extended spectrum beta lactamase-(ESBL) production by double disk
synergy test in Gazi University, Clinical Microbiology Laboratory were used
in this study. From this isolates DNA was isolated by boiling technique. It is
investigated the presence of TEM type beta lactamase by polymerase
chain reaction (PCR) in 156 of E. coli strains. According to polymerase
chain reaction results, it was determined 53.2% TEM type beta lactamase
in 156 of E. coli strains. Confirmation of ESBLs production was carried out
by the microdilution assay using amoxicillin and cefotaxime in the presence
and absence of clavulanic acid. Our results indicate that the majority of

ESBLs were expressed in E. coli.
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