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1. GIRIS VE AMAC

Hastalarin hastaneye basvurdugu donemde inkiibasyon doneminde olmayan,
hastaneye yatistan 48-72 saat sonra veya taburcu olduktan sonraki 10 giin icinde ortaya
cikabilen infeksiyonlar hastane infeksiyonu olarak adlandirilirlar. Giliniimiizde
hastanede yatarak tedavi gormekte olan hastalarin yas ortalamalarinin giderek artmasi,
cerrahi ve tanisal amacli invaziv yontemlerin sik¢a kullanilmasi, gelisen teknolojiyle
iligkili olarak hastalarin yasam siirelerinde ve hastanede yatis siirelerinde uzama
nedenleriyle hastane infeksiyonlarmin goriilme sikligi artmaktadir. Hastane
infeksiyonlarinin mortalite, morbidite ve tedavi maliyeti iizerine artirict etkisi tiim
diinyada ve iilkemizde de 6nemli bir sorundur (1,2).

Hastane infeksiyon etkenleri ve direng profilleri iilkeler, hastaneler ve hatta ayni
hastanenin degisik birimleri arasinda farkliliklar gdstermektedir. Hastane infeksiyonu
etkeni Gram-negatif ¢omaklardan Escherichia coli (E. coli) artan direng mekanizmalar1
nedeniyle bliyiikk bir sorun olusturmaktadir. Bu suslarda en sik gdzlenen antibiyotik
diren¢ mekanizmasi ise genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) tiretimidir (3).

Genislemis  spektrumlu  beta-laktamazlar; penisilinleri, sefalosporinleri,
aztreonami parcalayan ve etkileri klavulanik asitle inhibe olan enzimlerdir. GSBL
varlig1 Klebsiella tirleri. ve E. coli izolatlarinda daha sik bulunmakla birlikte
Salmonella spp. ve Shigella flexneri’de dahil olmak iizere bir¢ok enterik bakteride
bildirilmistir. Rutin olarak uygulanan antibiyotik duyarhlik testleri basta Klebsiella
tiirleri ve E. coli olmak lizere Gram-negatif bakterilerde GSBL iiretimini gostermede
yetersizdir. Bu testlerle in vifro olarak beta-laktam antibiyotiklere duyarli olduklar:

saptanan bazi suglar in vivo olarak direncli bulunmakta ve bu durum tedavide



basarisizlia yol agmaktadir (4). GSBL enzimleri tasiyan genler siklikla plazmidler
araciligi ile diger bakterilere aktarilabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde GSBL
varlig1 ile diger beta-laktam olmayan ajanlar arasinda iligki saptanmistir Dolayisiyla
GSBL iireten bakterilerin neden oldugu infeksiyonlar uygun tedavi sec¢iminde
gecikmeye, mortalite ve morbiditede artisa neden olmaktadir (5). Biitiin bu nedenlerden
dolayr GSBL enzimlerinin kisa slirede tanimlanmasi; uygun tedavinin baglanmasi ve
etkili infeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi agisindan oldukc¢a 6nemlidir (4).

Ik GSBL 1980°li yillarin baslarinda Atina’da bulunmus olan TEM enzimidir.
Bu enzimi kodlayan gen bdlgesindeki 1-4 aminoasitlik degisimlerle, giiniimiizde
450’nin iizerinde farkli yapida GSBL varyant1 beta laktamaz enzimleri saptanmistir. Bu
enzimlerin en Onemlileri; SHV (Sulfiydryl Variable), TEM (Hasta adi: Temoneira),
CTX-M (Cefotaximase—Munich), PER_(Pseudomonas Extended Resistance), VEB
(Vietnam Extended-Spectrum Beta-Lactamase), GES(Guyana ESBL), TLA(Tlahuicas
adli Hindistan kabilesi), BES (Brezilya ESBL) ve OXA (Oxacillin)’ beta laktamazlardir
(4, 6).

Son yillarda tiim diinyada GSBL prevalans: artmis durumdadir. Bu durumdan
epidemik plazmidler ve spesifik klonlar yaygin olmasi sorumlu tutulmustur. Epidemik
plazmidlerde siklikla; TEM-4, TEM-24, TEM-52, SHV-12, CTX-M-9, CTX-M-14,
CTX-M-3, CTX-M-15 ve CTX-M-32 gibi GSBL enzimleri saptanmis durumdadir (7).
Ozellikle CTX-M gen prevalansindaki artis, pandemi tehlikesi olarak ifade edilmektedir
ve CTX-M-15 gen pozitifliginin tiim diinyada klonal bir sekilde yayilimi hastane ve
toplum kaynakli infeksiyonlar i¢in endise verici bir durum olusturmaktadir. Tiim diinya,
bu konu ile ilgili gerekli epidemiyolojik arastirmalarin yapilmasi ve uygun kontrol
onlemlerinin alinmas1 konusunda uyarilmig durumdadir (8).

Ulkemizde GSBL ile ilgili molekiiler calismalar son zamanlarda artmakla
birlikte smirli sayidadir. Hastanemizde ilk kez yapilacak olan bu c¢alisma ile GSBL
ireten hastane kokenli E. coli izolatlarinda beta laktamaz gen tiplerini ve gen
prevalansini tayin etmek, antibiyotiklere direng gelisimi iliskisini arastirmak ve hastane

infeksiyonu etkeni izolatlarin klonal iliskisinin saptanmasi amac¢lanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli
Escherichia cinsinin en 6nemli ve en sik goriilen iiyesidir. Insan sindirim
sisteminde bulunan Escherichia coli immiin sistem bozukluklarinda ya da sindirim

sistemi savunma bozukluklarinda firsatci infeksiyonlara neden olmaktadir (9).

2.1.1. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Peritris kirpikleri (flagella) ile hareketli, ortalama 2-6 pum boyutlarinda Gram
negatif basillerdir. Aerobik ya da fakiiltatif anaerob ortamda, 37°C’de, segici ve segici
olmayan besiyerlerinde hizla iirer. 1-2 um ¢apinda S tipi koloniler yaparlar. Ihtiyag
duyduklar1 besin maddeleri basittir, glukozu fermente eder, nitrat1 indirgerler, katalaz
pozitif, oksidaz negatiftirler. Sekerleri ve diger karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak
parcalarlar. Laktozu fermente etme Ozelligi sayesinde diger Salmonella, Shigella ve
Yersinia gibi patojen tiirlerden ayrilir. E. coli’nin laktozu fermente eden kolonileri Mac
Conkey agar’da pembe-mor, Eosin methylene blue (EMB) agar’da ise metalik refle
veren yesil-siyah renkli koloniler olusturur. Laktozu gec¢ fermente eden ya da hig
fermente etmeyen kokenleride bulunabilir. Kapsiillii E. coli suslar1 mukoid koloni
olustururlar. Ureyi hidroliz edemezler. E. coli’nin ¢ogu tiirlerinde indol iiretimi pozitiftir
(9, 10, 11).

E. coli dis etkilere oldukga dayanikli bir bakteridir. 60 °C’de 20-30 dakika, oda
1s1sinda uygun sartlar altinda uzun siire canli kalir. Soguga direngli, dezenfektanlara
kars1 ise direngsizdirler. Malasit yesili, Brillant yesili ve fuksin gibi boyalar, safra, safra

tuzlari, sodyum tetra tiyosiyanat gibi maddeler varliginda liremeleri inhibe olur (9).



2.1.2. Antijen Yapilan ve Tiplendirilmeleri

E. coli basilleri O (somatik) antijenlerine gore gruplara, H (kirpik) ve K (kapsiil)
antijenlerine gore serovarlara ayrilir. E.coli’de 180 kadar O ve 80 kadar K serogruplari
bulunmaktadir. O antijenleri; somatik, 1siya dayanikli lipopolisakkarit yapida
antijenlerdir. Kaynatmaya ve alkole dayanikli, formole dayaniksizdir. Diger grup
enterik bakteriler ile ¢apraz reaksiyon verebilirler. Hareketli suslarda bulunan H kirpik
antijenlerinin 60’dan fazla serogrubu tanimlanmistir. 100°C’de 1sitmakla, alkol ve
proteolitik fermentler ile harap olurlar. K antijenleri kapsiil antijenleridir. Polisakkarit
yapidadir. Istya dayanikli olup 100°C-120°C’de bir iki saat kaynatmakla harap olurlar.

Fimbria (pilus) antijenleri; protein yapida, ¢esitli hiicrelere yapigsmadan sorumlu
ve 37°C’de olusturulan sagak benzeri yapilardir. Kromozom aracili pilus ve konjugatif
plazmid ile kodlanan seks pilusu olmak tizere iki farkli sinifa ayrilir. Kromozom aracili
pilus, bazi konaklarda bulunan spesifik reseptorlere baglanirlar. Seks pilusu ise

bakteriler arasinda genetik bilginin transferinde 6nemlidir (9, 10, 11).

2.1.3. Patogenez

E. coli’nin patojenitesinden sorumlu olan virulans faktorleri; endotoksin,
antijenik faz varyasyonu, Tip 3 sekresyon sistemi, adezin ve ekzotoksinlerdir. Bu
faktorler siklikla plazmidler, patojenite adacig1 ya da bakteriyofaj DNA’s1 araciligi ile
aktarilirlar. Patojen E. coli suslari intestinal ve ekstraintestinal infeksiyonlar olmak
izere iki tipte infeksiyon olusturur (11, 12).

Intestinal E. coli Infeksiyonlari: Degisik mekanizmalarla ishale neden olan
E.coli’nin 6 tipi tanimlanmistir:

1. Enterotoksijen E. coli (ETEC)

2. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

3. Enteroinvazif E. coli (EIEC)

4. Enteropatojen E. coli (EPEC)

5. Enteroagregatif E. coli (EagEC)

6. Diffiiz adezif E. coli (DAEC)

Ekstraintestinal E. coli Infeksiyonlari: E. coli suslar1 sindirim sistemi disinda,
pek ¢ok doku ve sistemde infeksiyon olusturur. Siklikla idrar yolu infeksiyonlar1 olmak
iizere, nozokomiyal pndmoni, kolesistit, peritonit, osteomyelit, sepsis, yenidogan

menenjitleri gibi infeksiyonlara neden olabilir (12).



Uriner Sistem Infeksiyonlari: Intestinal diyare etkeni olan E. coli’den farkli
oldugu i¢in iiropatojen E. coli (UPEC) olarak adlandirilmistir. Kolon ve vajen
kolonizasyonlar1 infeksiyon i¢in ilk basamaktir. Kadmlar erkeklere gore daha sik bu
infeksiyonu gegirirler. Idrar kateterizasyonu, iiriner sistem anomalileri, fekal
inkontinans infeksiyon i¢in risk faktorleri arasindadir. Kan yolu ile bakteriler bobrek ve
mesaneye ulasabilir. E. coli toplumdan kazanilmis idrar yolu infeksiyonlarinda %80
oraninda, nozokomiyal iiriner sistem infeksiyonlarinda ise %50 oraninda etkendir (12,
13).

UPEC suslarinin mannoza direnc¢li ve duyarli hemaglutinasyon 6zelligi olan iki
tip adezini vardir. P pilus, afimbrial adezinler, Dr adezinler ve S pilus mannoza direncli
adezinlerden olup bakterinin epitel hiicresine girigini kolaylastirir. P pilus: bakteri
kromozomunda bulunan pap genleri (pyelonephritis associated pili) ile kodlanir.
Genellikle piyelonefrit yapan suslarda bulunur. S pilus ise genelikle proksimal ve distal
tiibiiliislerin epitel hiicreleri, renal interstisiyum ve renal vaskiiler endotel hiicrelere
baglanmadan sorumludur (12).

UPEC suslarinin diger virulans faktorlerinden olan “a-hemolizin™ ise sitolitik
ozellikte bir toksindir. Eritrositlerde porlar olusturarak lizise, inflamatuvar cevap ve
doku hasarma neden olur. Sitokin {iretimi, siiperoksit iiretimi ve ATP seviyelerinin
diismesini stimiile eder. Diger bir toksin ise tam olarak islevi belirlenemeyen “sitotoksik
nekrotizan faktor-17dir (CNF-1). Bunlarin disinda UPEC suslar1 bakterinin iiremesini
artiran  enterobaktin, aerobaktin, yersiniobaktin olarak adlandirilan demir alim
sistemlerine (siderofor) sahiptirler. Genellikle ¢coklu diren¢ genlerini tasiyan plazmidler
aracilig ile tagimir (12).

Menenjit ve Diger Yaygin Infeksiyonlar: E. coli yenidogan menenjitlerinin en
onemli nedenlerinden biridir. E. coli suslarmin %80 kadarinda K1 polisakkarit kapsiilii
bulunmaktadir. E. coli K1 menenjitinin olusumunda; sindirim sistemindeki mukozal
kolonizasyonun ardindan mukoz membrandan mikrobiyal gecis, intravaskiiler alana
invazyon ve bakteriyel ¢ogalma sorumludur. Bakteriyemi esik diizeyi >10° koloni/ml
oldugu zaman E. coli K1 susu kan beyin bariyerini (BBB) gecer ve santral sinir
sistemine (CNS) invaze olur. Toksik bilesenler ve proinflamatuar siire¢ sonunda BBB
artmast ve beyaz kan hiicrelerin CNS’e gecisi ile menenjit tablosu ortaya g¢ikar.
O18:K1:H7 klonun neden oldugu yenidogan menenjiti tiim diinyada gozlenirken, daha

az siklikla O83:K1 ve O45:K1 klonlar1 bazi iilkelerde gézlenmistir (12, 14).



Barsak disinda patojen olan E. coli suslarina ExPEC adi verilir. E. coli
septisemisi tiim yaslarda ortaya ¢ikabilir. Sindirim sistemi perforasyonu, apandisit veya
cerrahi girisimler sirasinda gelisir. Siklikla nozokomiyal patojen olarak saptanir ve
antibiyotiklere daha direnglidir. Ventilatdor kullanan hastalarda siklikla akciger

infeksiyonlarina neden olabilirler (12).

2.2. Hastane infeksiyonlar

Hastalarin hastaneye basvurdugu donemde inkiibasyon déneminde olmayan,
hastaneye yatiglarindan 48-72 saat sonra veya taburcu olduktan sonraki 10 giin i¢inde
ortaya ¢ikabilen infeksiyonlar “nozokomiyal infeksiyonlar” olarak adlandirilirlar. Ancak
lejyonelloz ve su ¢icedi gibi uzun inkiibasyon siiresi olan infeksiyonlar bu kurala
uymazlar. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) nozokomiyal infeksiyonlar1 bir
infeksiy0z ajan veya toksinin varligina yanit olarak ortaya ¢ikan, hastaneye basvuru
sirasinda bulunmayan veya inkiibasyon doneminde olmayan lokalize veya sistemik
durum olarak tanimlar (15).

CDC tanimlarma gore nozokomiyal infeksiyonlar; iiriner sistem infeksiyonu,
cerrahi alan infeksiyonu, pnomoni, kan dolasimi infeksiyonu, kemik ve eklem
infeksiyonu, merkezi sinir sistemi infeksiyonu, kardiyovaskiiler sistem infeksiyonu,
g0z, burun, bogaz ve agiz infeksiyonu, gastrointestinal sistem infeksiyonu, alt solunum
yolu infeksiyonu, iireme sistemi infeksiyonu, deri ve yumusak doku infeksiyonu,
sistemik infeksiyonlar olmak iizere major gruplara ayrilmistir. Her bir major grup da
kendi icerisinde spesifik alt gruplara ayrilmistir (16).

Hastane infeksiyonlar1 endemik ve epidemik olmak tiizere iki ana grupta
incelenebilir. Bir hastaligin belli bir yerde belli bir zaman diliminde beklenenden fazla
goriilmesi ya da belli ortak ozellikleri nedeniyle kiimelesme gostermesi epidemik
hastane infeksiyonu olarak tanimlanir. Hastane infeksiyonlarmmn yaklasik %35’ini
olusturmakla birlikte, yiikksek mortaliteye yol ac¢malar1 nedeniyle Onemli
infeksiyonlardir (17). Epidemilerin biiyiik kism1 yogun bakim iinitelerinde hayati tehdit
eden infeksiyonlar seklinde goriiliir. Yogun bakim {initelerinde bu infeksiyonlarin sik
goriilmesi, invaziv girisimlerden, immiin sistemin zayiflamasindan ve kisiden kisiye
transferin kolay olmasindan kaynaklanmaktadir (18).

Bir hastanede hali hazirda varolan sporadik olarak gozlenen infeksiyonlar

endemik hastane infeksiyonlaridir. Etkili bir infeksiyon kontrol programi uygulanan



hastanelerdeki infeksiyonlarin %90-95’ini olusturur. Endemik hastane infeksiyon

hizindaki artiglar; etkili infeksiyon kontrol dnlemlerin alinmasii gerektirir (17).

2.2.1. Hastane infeksiyonlarinin Kaynak ve Bulasma Yollar

Mikroorganizmalar endojen ya da ekzojen kaynaklar ile infeksiyona neden
olabilir. Endojen kaynaklar; hastanin derisi, sindirim sistemi ve solunum yollarinda
bulunan normal flora mikroorganizmalaridir. Endojen infeksiyonlar genelde saglik
bakimi ile iligkili girisim (6rnegin vaskiiler kateter, iiriner kateterler gibi) veya doku
hasar1 sonras1 normal flora {iyesi mikroorganizmalarin yer degistirmesiyle, bazen
uygunsuz antibiyotik kullanimi sonras1 Clostridium difficile’nin asir1 ¢ogalmasina baglh
olarak, bazende immiin siipresyonlu hastalarda viicut direncinin diismesine bagli olarak
kolonizasyondan sonra gelisebilir (16).

Ekzojen kaynaklar hastanin cevresindeki kaynaklardir. Hastanedeki diger bir
kisiden ya da cevreden kazanilan mikroorganizma yoluyla olusan infeksiyonlardir.
Capraz infeksiyonlar sonucunda infeksiyonlu hastalardan veya kontamine araglardan
kaynaklanmaktadir. Kolonize hastalar veya saglik calisanlar1 rezervuar olabilir.
Infeksiyonlarm tasinmasi insanlar arasinda eller, tiikiiriik, viicut stvilar1 ile direkt temas,
yoluyla, hastanin mikroorganizmasi ile kontamine olmus damlacik yoluyla ve hasta

bakimi sirasinda kontamine olmus personel yoluyla gergeklesebilir (16).

2.2.2. Hastane Infeksiyonlarina Neden Olan Mikroorganizmalar

Hastane infeksiyolarnin  Onemli etkenleri arasmmda Koagiilaz-Negatif
Stafilokoklar (KNS), Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve diger Gram-
negatif bakteriler bulunmaktadir (Tablo 1). 1940’11 yillarda Gram pozitif bakteriler en
sik etken olarak izole edilirken antibiyotik kullanimmnin yaygimnlasmasi ve invaziv
girisimlerin artmasi ile 1960°dan sonra diren¢li Gram-negatif bakteriler en sik izole
edilen bakteri grubunu olusturmustur. Giiniimiizde ise merkezlere gore degismek {izere
baz1 merkezlerde Gram-pozitifler 6n planda iken, bazilarinda Gram-negatif bakterilerle
infeksiyon ilk siray1 almaktadir. Bu durumdan merkezlerin durumu, hasta popiilasyonu,

kullanilan antimikrobikler etkili olmaktadir (3).

2.2.3. Hastane Infeksiyonlarinin Etkisi
Nozokomiyal infeksiyonlari morbidite, mortalite ve tedavi maliyetlerini artirict

etkisi vardir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de yilda 2 milyon olarak gelisen
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hastane infeksiyonlari; 28 ile 45 milyon dolar ek maliyet ve 90 bin 6liime neden
olmaktadir (19). Ingiltere’de ise yilda 320 bin 994 hastada gelisen hastane
infeksiyonlar1 yilda 930 milyon pound ek maliyet getirmektedir (20). Ulkemizde
yapilmis ¢aligmalara gére nozokomiyal infeksiyonlar hasta basina 440-2026 US dolar
ek maliyet gerektirmekte ve yatis siiresini 4 ile 23 giin kadar artwrmaktadir (21, 22).

Tablo 1. Hastane infeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalar (3).

Gram pozitif mikroorganizmalar Gram negatif mikroorganizmalar
Metisiline direngli S. aureus Cogul direncli

Metisiline direngli KNS Klebsiella pneumoniae,

VISA (Vankomisine azalmig duyarlilik E. coli,

gosteren S. aureus) Enterobacter spp.

GISA (Glikopeptidlere azalmis duyarlilik
gosteren S. aureus)

VRE (Vankomisine direngli enterokok) Nonfermentatif bakteriler:

P. aeruginosa, Acinetobacter spp.,
Stenotrophomonas maltophilia,
Burkholderia cepacia

Cogul direngli Gram pozitif gomaklar GSBL olusturan Gram-negatif
Cogul direncli Mycobacterium tuberculosis ve | bakteriler
atipik Mycobacterium spp, C. difficile

2.3. Beta-laktam Antibiyotikler ve Etki Mekanizmasi

Beta-laktam antibiyotikler; bakterisid, genis spektrumlu ve giivenli olmalar1
nedeniyle klinisyenlerin ¢cogunlukla tercih ettigi ajanlardir. Yapisinda bir azot ve {i¢
karbon atomundan olusan dort iiyeli heterosiklik beta-laktam halkasi bulundururlar.
Beta-laktam molekiiliiniin bisiklik ¢ekirdek yapisina eklenen alifatik ya da siklik yan
zincirler ile yeni tiirevleri elde edilir. Bu grup antibiyotikler; bakteriye seklini veren ve
yiiksek ozmotik basinca dayanikliligini saglamakla gorevli hiicre duvarinda yer alan
peptidoglikan (miirein) tabakasinin sentezini inhibe ederek etki gosterirler (23, 24). Bu

grup antibiyotiklerin baslicalar1 sunlardir;

Penisilinler: Ilk olarak 1928’de Alexandr Fleming tarafindan kesfedilmistir.
Dogal penisilinler Penicillium chrysogenum cinsi kiiflerden fermentasyon yolu ile elde
edilir. Temel yapisimi 6-Aminopenisilanik asit (6-APA) olusturur. 6-APA; bir tiazolidin
halkas1 ve buna bagli beta-laktam halkasindan olusur. Tiazolidin halkasina bir karboksil
(-COOH) ve beta-laktam halkasma bir amin grubu baglanmistir. Karboksil grubu
genellikle serbesttir ve asiditeden sorumludur. Amin grubu ise yan zincirlerin eklenmesi

suretiyle yeni tiirevlerin elde edilmesini saglar. Penisilinlerin bakterisidal etkileri



bakterilerin ¢ogalma doneminde ve hiicre duvarinin temel bileseni olan miirein
sentezinin gerceklestigi donemde ortaya ¢ikmaktadir. Uremekte olan bakterinin
Penisilin Baglayan Proteinlerine (PBP) baglanarak peptidoglikan zincirlerin

birlesmesini onler (24, 25).

Sefalosporinler: Ilk sefalosporin, penisilinden yaklasik yirmi yil sonra
bulunmustur. Cephalosporicum acremonium tlrii bir mantarin fermantasyon {iriini
sefalosporin C’den elde edilir. Beta-laktam halkas1 ve dihidrotiazin halkasindan olusan
7-aminosefalosporanik asit (7-ASA) c¢ekirdegine sahiptir. 7-ASA temel yapiya degisik
yan TUriinlerin baglanmasi1 ile c¢ok sayida sefalosporin tiirevleri elde edilmistir.
Dihidrotiazinin 3. pozisyonundaki degisiklikler ile ilacin farmokokinetigi ve
metabolizmast degisir. BOylece bazi bakterilerin iiretmis olduklar1 penisilinazlara
direngli olmaktadir. Sefamisin grubu sefalosporinlerden olan sefoksitin; beta-laktam
halkanin 7.ci pozisyonuna metoksi grubunun eklenmesi ile beta laktamazlara direncli

hale gelir. Ancak kromozomal sefalosporinaz olan AmpC beta laktamazlar tarafindan

yikilmaktadir (24, 26).

Karbapenemler: Streptomyces cattleya’dan elde edilen tienamisinden kdken
alir. Penisilin ve sefalosporinlerdeki gibi iki halkali (bisiklik) beta-laktam cekirdegi
bulundurur. Ancak bes iiyeli beta-laktam halkanin birinci pozisyonunda siilfiir
bulunmaz, bunun yerine bir karbon atomu vardir ve halkada bir adet ¢ift bag bulunur.
Acilamin yan zinciri yerine hidroksietil yan zinciri bulundurur. Beta-laktam
antibiyotikler icerisinde en genis spektrumlu olanlardandir. Imipenem, meropenem,
ertapenem, doripenem gibi tiirevleri vardir. imipenemin hidroksi etil yan zincirinin trans

konfigurasyonunda olmasi beta laktamazlara dayanikli olmasini saglar (24, 27).

Monobaktamlar: Chromobacterium violaceum’dan elde edilmistir. Molekiiliin
cekirdek yapisinda sadece monosiklik yapida beta-laktam halkasi bulunur. ikinci bir

halka yoktur. Aztreonam grubun kullanimda olan tek iiyesidir (28).

Beta-Laktamaz Inhibitorleri: “Suicide inhibitor” olarak adlandirilan bu
bilesikler geriye doniisiimsiiz olarak beta laktamazlar1 inaktive ederler. Zayif
antibakteriyal etkisi vardir. Plazmid aracili ya da kromozomal beta laktamazlar1 inhibe
eder. Ancak indiiklenen tip beta laktamazlara etkinligi degismektedir (24). Baslicalar1

klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam’dir.



Klavulanat; Streptomyces clavuligerus kiiltiirinden izole edilmistir. Penisilin ve
sefalosporinlerle sinerjistik etkilidir. Stafilokoklarm ve diger Gram negatif bakterilerin
irettikleri beta laktamazlar1 inhibe eder. Beta laktamaz ile birlesip, geri doniislimsiiz
acil enzim kompleksi olusturarak beta laktamaz enziminin aktivitesini yok eder.
Klavulanat; Morganella morganii ve Citrobacter freundii gibi bazi bakterilerin beta
laktamazlarini1 indiikler. Bunun sonucunda kendi yikimini artirir ve etkinliklerini azaltir.

(24).

Sulbaktam; 6-dezaminopenisilin sulfon’dur. Penisilin Baglayan Protein 2 (PBP)’
ye baglanarak antibakteriyel aktivite gosterir. Tek basina antibakteriyal etkinlige yol
acmamakla birlikte penisilin ve sefalosporinler ile kombine edildiginde antibakteriyel
etkinliginin giiclenmesine neden olur. Klavulanat’da oldugu gibi kromozomal beta

laktamazlar1 indiikleyici 6zelligi yoktur (24).

Tazobaktam; Triazolil metil penisilanik asidin sulfon tiirevidir. Bir¢ok 6nemli
beta laktamazlar1 énemli derecede inhibe eder. In vitro etkinligi sulbaktam’dan daha

fazladir. Kromozomal beta laktamazlar1 indiiklemez (24).

2.4. Antibiyotiklere Karsi Diren¢c Kazanma Mekanizmalari

Bakteriyel direng, antimikrobiklerin klinikte ve diger alanlarda fazla kullanimi
ile iligkili olacak sekilde son yillarda artmis durumdadir. Bakteriler kromozomal
mutasyonla ya da plazmid, transpozon ve integron gibi mobil genetik elemanlar ile

direng genlerini kazanirlar (29).

2.4.1. Mutasyonlar

Spontan mutasyonlar; siklikla yapisal bilesenlerle 1ilgili kromozomal
mutasyonlar olup oldukga nadir gézlenir (10°-10"). Mutasyonlar hatali replikasyon ya
da zarar goren DNA’nin dogru sekilde onarilmamasina baghdir. Bu tip mutasyonlar
spontan mutasyon ya da “growth-dependent” mutasyonlar olarak adlandirilir. Ornegin
E. coli’de parC, gyrA gen mutasyonuna bagh kinolon direnci, rpoB gen mutasyonuna
bagl rifampisin direnci, dihidropteroat sentetaz mutasyonu ile sulfonamid direnci ve
antibiyotigin hiicreye alimi ya da “efluks” aracili atilimi ile ilgili gergeklesen
biyokimyasal mutasyonlar bu tip mutasyonlardandir (29).

Hipermutasyon; mikroorganizmalarin ¢ok yiiksek oranlardaki mutasyonlarina

bagl olarak kisa siireli 6liimsiiz forma gecisi olarak tanimlanir. Bu organizmalarda
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mutasyon oranlar1 10-50’den 10 bin kata kadar artis gdstermektedir. E. coli, Salmonella
enterica, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, S. aureus, Helicobacter
pylori, Streptococcus pneumoniae ve P. aeruginosa hipermutasyon gosteren
mikroorganizmalardir (29).

Adaptif Mutasyon; cogunlukla hiicrelerin bdliinmesi sirasinda olmak tzere,
bolinmeyen ya da yavas boliinen mikroorganizmalarda ortaya ¢ikar. Olmeyen
mikroorganizmalarin seleksiyona ugramasi (nonlethal selection of microorganisms)
adaptif mutasyon olarak adlandirilir. Adaptif siire¢ de normal sartlar altinda antibiyotik
direngli mutantlar ortaya ¢ikar. Streptomisin E. coli’de hipermutasyona sebep olurken
kinolon gibi bazi antibiyotikler; SOS mutajenik cevabi indiikleyerek antibiyotik

direncini 6nemli oranlarda artirabilir (30, 31).

2.4.2. Horizontal Gen Transferi

Diren¢ genlerinin mobil gen elemanlar: ile bir bakteriden digerine ya da ayni
hiicre icerisinde bir genetik lokalizasyondan digerine aktarimidir. Birincisinde
plazmidler ve konjugatif direng transpozonlar1 replikatif sekilde rol alirken, ikincisinde
transpozon, gen kasetleri ve “ISCR-promoted” genleri rekombinasyon aracili rol oynar.
Bakteriler diren¢ genlerini konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon ile transfer
ederler (32).

Konjugasyon; iki bakteri hiicresinin seks piluslar ya da adezinler ile temasi
sonucunda genetik eleman aktarimi ve ayni zamanda replikasyon islemidir. Hiicreler
aras1 baglanma seks pilus olarak adlandirilan eksternal filament6z uzantilar aracilig ile
meydana gelir. Pilus’un alic1 ve verici hiicreler arasinda kanca benzeri bir islevi vardir.
DNA transferi; olusan porlar araciligi ile sitoplazmik boliimler arasinda gergeklesir.
Gram pozitif bakterilerde bulunan konjugatif plazmidler Gram negatif bakterilere gore
daha kiigiiktiirler ve bu durum daha az genetik bilgiye ihtiyag duyan farkli
mekanizmalar oldugunu gostermektedir. Plazmid transferinde iki unsur Onemlidir.
Birincisi plazmidin alict hiicreye transferinde rol oynayan reseptor varligi, ikincisi ise
alict hiicrede plazmid DNA’smin replikasyon isleminin gerceklesebilmesidir.
Konjugatif plazmidlerin genis veya dar konak araliklar1 olabilir ve benzer bakteri tiirleri
arasinda gerceklesir. Gram negatif bakteri plazmidleri genellikle genis konak araligi
gosterir. Genetik yapi test tlipii benzeri bir yap1 ile transfer edilebilirken; mayalar ve

Gram pozitif bakterilerde boyle yapilar yoktur (32, 33).
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Transformasyon; ortamdaki 6lii bakterilerden agiga ¢cikan DNA parcalarmin
almip bakteri genomuna integre edilebilmesi durumudur. H. influenzae, Neisseriae
tiirleri, S. pneumoniae, Bacillus gibi bazi tiirler dogal olarak ekzojen DNA alabilirler.
Bu tiirler kompetan olarak adlandirilir ve kompetans islemi logaritmik c¢ogalma
donemlerinin sonlarina dogru gerceklesir. Bakterilerin ¢ogunda dogal olarak DNA alim
yetenegi yoktur. Kimyasal yontemler ya da elektroporasyon ile plazmid ya da diger
DNA elemanlarmin E. coli hiicresi igine girisi saglanabilir (33).

Transdiiksiyon; diren¢ genlerinin bakteriyofaj denilen bakteri viriisleri araciligi
ile transferidir. DNA infekte edilen hiicrelere aktarilir ve bakteri genomu igerisine

eklenir (33).

2.4.3. Mobil Gen Elemanlan

Plazmidler

Bir bakteri hiicresinden digerine horizontal gen transferi yapabilen, kromozom
icin elzem olmayan sirkiiler, ¢ift iplikli DNA molekiilleridir. Genellikle replikasyon
fonksiyonlarmin biiylik bir kismi konak hiicre araciligi ile saglanmakla birlikte,
plazmidler bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olurlar ve ayr1 olarak tek
basma bulunurlar. Konak hiicre kromozomunun %10 ya da daha fazlasmi olusturur.
Ornegin; E. coli 4700 kadar genden olusur. Bu bakteride bulunan plazmidler ise 400 ya
da daha fazla geni kodlayabilir. Direng plazmidleri olarak adlandirilan plazmidler
birden daha fazla antibiyotik diren¢ geni tasirlar. Diger plazmidlerden olan metabolik
plazmidler ise metabolik fonksiyonlar1 kodlayan genleri tasidiklar1 gibi virulans genleri
de tastyabilir (32, 33).

Plazmidler ile kodlanan antibiyotik direnci klinik kullanimda olan tiim
antibiyotiklere direnci kapsar. Ozellikle bunlar arasinda sefalosporinler, florokinolonlar
ve aminoglikozidler basta gelmektedir. Diren¢ plazmidlerinin ¢cogu konjugatifdir ve
hiicreler aras1t DNA transferini ve kendi transfer fonksiyonlarini kodlamaktadir (32, 33).
Direng plazmidi (RP) 1 genis konak araligi olan plazmidlerden biridir. Ilk olarak P.
aeruginosa’da tanimlanmistir. Bu plazmidler tiim Gram negatif bakterilerde transfer
edilebilme ozelligindedir. TEM ve SHV tipi GSBL enzimlerini kodlayan gen
transferinden sorumlu 80-300 kb araliginda “incompatibility” (Inc) grup plazmidlerden
IncC, IncFI, IncHI2 ve IncM tanimlanmistir ve GSBL i¢in genis spektrumlu aktiviteye
neden olan G.C—A.T baz degisikliginden sorumlu doért bazlik mutasyon genlerini

tasirlar (34).
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Transpozonlar

Insersiyon Sekans (IS) elemanlardan farklilasan sigrayici 6zellikteki mobil gen
elemanlaridir. IS gen elemanlar1 bakteri hiicresinin fenotipinde degisiklik yapabilen en
az bir fonksiyonu kodlayan kisa DNA parcalaridir. Direng¢ geni bulunduran
transpozonlar belirli bir antibiyotige kars1 direnci kodlayabilir. Transpozonlar genellikle
modiiler bir sistem olarak; kendi baslarina yerdegisimi ya da hiicre fonksiyonlarinda
degisiklige neden olamayan IS elemani gibi ya da DNA zincirinin bir parcast gibi
davranir. IS elemanina bagimli diren¢ transpozonlari; merkezde antibiyotik direncini
sunan gen boliimii ve terminal kisimda ise direkt tekrar ya da tersine tekrar yapilarma
komsulugu gerektirir. IS elemant; tersine tekrar dizilimi genetik sabitligi saglamakla
birlikte, direkt tekrar dizilimi IS elemani bulunan diger alanlara gé¢ edebilme firsatini
saglar. Bu iki durum homolog rekombinasyon isleminde gozlenir (32, 33).

integronlar ve Gen Kasetleri

Bakteriyel integronlar gen yakalama sistemleridir ve transpozisyonun yerine
spesifik rekombinasyon mekanizmalarini kullanirlar. Bu islem bir integrondan digerine
ya da ayni integronda bir bdlgeden diger bdlgeye gecis seklinde olur. Integronlar;
Direng Integronlar1 (RI) ve Siiper Integron (SI) olmak iizere iki ana smifa ayrilir. RI;
antibiyotik ve dezenfektan direncinden sorumlu gen kasetlerini tasiyan, kromozom ya
da plazmid iizerinde bulunan integronlardir. Sinif 1, 2, 3 olmak iizere ii¢ snif RI’lar1
vardir. Kromozomal yerlesimli olup ¢ok fazla sayida gen kaseti tasiyan integronlar ise
SI olarak adlandirilir. Enterobacteriaceae ve non fermenterlerde siklikla Smnif 1
integronlar bulunmaktadir. RI’larinda <10 gen kaseti bulunurken, SI’larda 100’den fazla
gen kaseti bulunmaktadir. RI’lar ¢ok farkli tiirlerde bulunabilirken, SI’lar tiire
spesifiktir. RI’daki gen kasetleri ¢cok biiyiik olasilikla SI’lardaki gen kasetlerinden orijin
alabilir. Siklikla Vibrionaceae ve Pseudomonas tirlerinde bulunurlar (32, 35, 36).

Gen kasetleri; integron siniflar1 arasinda transfer edilebilen, kiiciik, cembersel
cift iplikli DNA molekiilleridir. Otonom olarak replike olamazlar. Gen kasetlerin 3'
korunmus bolgesinde bulunan 59 baz ¢iflik (bg) bdlge, yeni gen kasetlerin baglanmasini
saglar. Gen kasetlerinde bulunan diren¢ genlerinin mobilizasyonu olduk¢a fazladir.
Klinikte duyarli durumda pek cok Gram negatif bakteriler, sinif 1 integronlar ve gen
kasetleri aracilig1 ile birgok antibiyotige direng¢ genleri kazanirlar. IMP ve VIM metallo-
beta laktamazlar, GES, VEB, OXA beta laktamazlar1 kodlayan ¢ok cesitli gen kasetleri
tanimlanmistir (32, 35).
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ISCR-aracih Gen Transferi: Simif 1 integronun 3' korunmus boélgesinde
“Common Region” (CR) olarak adlandirilan bolgede yapilan caligmalar neticesinde
IS91-like (atipik smif IS) olarak adlandirilan bir bdlge tanimlanmistir. Ancak bu
bolgenin IS’larda oldugu gibi tersine tekrar bolgelerinin olmadigi saptanmistir. “Rolling
circle” (RC) yer degisimi olarak adlandirilan farkli transpozisyon ve rekombinasyon
sistemleri vardir. ISCR elementlerinin sayis1 giiniimiizde 12’ye ulagmigtir. Trimetoprim
diren¢ geni, plazmid aracili kinolon diren¢ geni (gnr) ve aminoglikozid direng genleri
ile iligkili ISCRI saptanmistir. Ayni sekilde ISCR/ ile iliskili olarak CTX-M-2 geni
bircok Gram negatif bakteride ve Enterococcus faecium ve Streptococcus agalactiae
gibi Gram pozitif bakterilerde bulunmustur. CMY-1, DHA-1, VEB, PER beta
laktamazlarda ISCR/ aracili olarak saptanmistir (37).

2.5. Gram Negatif Bakterilerin Beta Laktam Diren¢ Mekanizmalan

Beta-laktam antibiyotikler giinlimiizde yiiksek etkinlik, diisiik maliyet, minimal
yan etki ve kolay alim nedeniyle sik kullanilan ila¢ gruplarindandir. Bu nedenle bu grup
antibiyotiklere karsi gelisen diren¢c son yillarda gittikce artmaktadir. Direng; 1.
Antibiyotigin hedef bolgesindeki (PBP gibi) degisiklikler, 2. Antibiyotigi parcalayan
enzimlerin (beta laktamaz) gelisimi, 3. Ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulagsmasini
engelleyen porin degisikliklerine bagl gecirgenlik azalmasi, 4. Aktif pompa (efluks)
sistemleri sonucu gelisebilmektedir (38, 39, Sekil 1)

LPS

PN - i -
. E Cytoplasmic
membrane

____________________________
LR LRRRRRY ) AAIAS

Gram-negative bacteria

Sekil 1. Gram negatif bakterilerde diren¢ mekanizmalarinin sematizasyonu (38).
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2.5.1. Penisilin Baglayan Proteinlerde Degisiklikler

Penisilin Baglayan Protein’ler (PBP) bakterinin hiicre duvarmin sekillenmesinde
rol alan peptidoglikan sentezini katalize eden proteinlerdir. Yiiksek molekiil agirlikl
(transpeptidaz ve transglikozilaz) ve diisiik molekiil agirlikli enzimler (karboksi-
peptidazlar) olmak iizere iki boliime ayrilirlar. 50 kD’dan biiylik PBP’ler transpeptidaz,
daha kii¢iik molekiil agirligindakiler ise karboksi-peptidaz olarak islev goriirler. Yiiksek
molekiil agirlikli PBP’ler A, B ve C smiflarina ayrilir. Simif A PBP’ler sitoplazmik
uzant1 seklinde, transmembrandz olarak bulunan proteinlerdir, transglikozilasyon
denilen glikan zincirlerin uzamasindan sorumludurlar. Smif B PBP’ler ise hiicrenin
terminal kisimlarinda olup hiicrenin esas seklini almasinda anahtar role sahiptir. Diisiik
molekiil agirlikli PBP’ler genellikle A, B ve C sinif PBP’lerde bulunmakla birlikte
genellikle sinif C PBP’lerde yer alirlar. C smif PBP’ler C1, C2, C3 olarak alt tiplere
ayrilir. E. coli PBP’leri genellikle sinif A’da 1a, 1b, 1c PBP, smif B’de 2 ve 3 PBP, sinif
C’de ise 4, 5, 6, 6b, 7, 4b, AmpH seklinde bulunur. Beta-laktam ajanlar; PBP’ler ile
farkli derecelerde etkilenir. D-alanin-D alanin dipeptidine olan benzerligi nedeniyle beta
laktam ajanlarm intihar bilesikleri olarak davranirlar. PBP’lerin aktif serin bolgesi beta
laktam halkasinin karbonil kismi ile birlesir ve kovalent bagli agil enzim kompleksini
olusturur. Bu kompleks bakteri hiicresinin yavas hidrolizine neden olur. Boylelikle
hiicrenin peptidoglikan sentez basamaklar1 etkili bir sekilde onlenir. Bakteri hiicreleri
genellikle beta laktam ajanlara diisiik afinitesi olan PBP’lerin asir1 derecede sentezi ile
diren¢ kazanirlar. Bu durum bakterinin genetiginde meydana gelen nokta mutasyonlar
veya homolog rekombinasyon ile endojen PBP’lerde degisim sonucu ortaya cikar.
Sonug olarak ya PBP sayisinda azalma olmasi veya beta-laktam antibiyotige diisiik

afinite gosteren yeni PBP sentezlenmesi yoluyla direng gelisir (24, 40, 41).

2.5.2. D1s Membran Gegcirgenliginde Azalma

Gram negatif bakterilerin dis membrani “Outer Membran” (OM) fosfolipid ve
lipopolisakkaritden olusan iki tabakali bir yapidir. Lipopolisakkarit molekiilii;
glukozamine bagh bir fosfolipid olan lipid A ve oligosakkarid veya polisakkarit yapida
olan O somatik antijeninden olusur. OM’nin i¢ kisminda bulunan fosfolipid bileseni
sitoplazmik membrandakine benzer; %80 fosfotidil etanolamin, %15 fosfotidilgliserol
ve %35 kardiyolipin igerir. OM c¢ok sayida porin proteinleri vardir. Murein lipoproteini
(Lpp), OmpA ve genel difiizyon porin proteinleri gibi porinler her hiicrede yaklasik
>10° kopya olarak bulunur. Fosfolipid ve lipopolisakkarit yapida meydana gelen
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mutasyonlar OM sayisinda azalma ile sonug¢lanir. OM aym1 zamanda segici bariyer
ozelliginde bir kanal gibi rol oynar ve iglerinden gececek molekiiliin iyon yiikii ve
biiytikligli yoniinden segicilik gosterirler. Bu 06zellik Gram negatif bakterilerin
antibiyotiklerle olan etkilesiminde 6nemlidir (42).

Bakterilerde antibiyotiklere karsi direngte OM’da iki temel degisiklik ortaya
cikar. Birincisi spesifik mutasyonlar ile dig membranda permeabilite azalmasi seklinde
fonksiyonel degisiklikler, ikincisi ise porinlerde sayica azalma ya da porin kaybmin
neden oldugu degisikliklerdir (45). E. coli ile ilgili yapilmis c¢alismalarda iki major
porin; OmpK35 ve OmpK36’nin iiretildigi saptanmistir. GSBL iireten izolatlarda her iki
porin kaybi sefoksitin direnci, genis spektrumlu sefalosporinlere direng artis1 ve
ozellikle ertapenem olmak {lizere karbapenemlere duyarlik azalmasia neden olur. Porin
kaybt ayni zamanda GSBL iireten izolatlarda florokinolon gibi beta laktam dis1

antibiyotiklere direngden sorumlu mekanizmalar arasindadir (43, 44).

2.5.3. Efliiks (Atim) Pompasi

Antimikrobiyal direngte diger neden ise antibiyotiklerin hiicre disina atilmasinda
kullanilan pompa sistemleridir. Bu pompalar “ATP-binding cassette” (ABC) siiper
ailesi, “Major facilitator” siiper ailesi (MFS), “multidrug and toxic compound
extrusion” (MATE) ailesi, “small multidrug resistance” (SMR) ilaglarin alt gruplarini ve
metabolitlerini transport eden siiper aile ve “Resistance-nodulation division” (RND)
stiper ailesi olmak {izere bes gruba ayrilir. Genellikle kromozomal olarak kodlanmakla
birlikte plazmid aracilig1 ile de kodlanabilir. Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
farkli pompa sistemleri bulundurmaktadir. Pompalar secicidir ve genis substrat
Ozgiilligii vardir. Cogunlukla sitoplazmik zarda bulunmaktadir ve ilacin atimi igin
proton itici gii¢ kullanilmaktadir. Gram negatiflerde 6zellikle RND pompa sistemi ilag
direncinde 6nemli role sahiptir. RND pompa ailesinden AcrAB-TolC (florokinolon ve
sefuroksim direnci ile iliskili bulunmustur), MFS pompa ailesinden MdfA ve yeni
bulunan QepA (plazmid ile kodlanan florokinolon diren¢ geni) , SMR pompa ailesinden

EmrE E. coli’de bulunan pompa sistemleridir (45, 46).
2.5.4. Antibiyotikleri inaktive Eden Enzimlerin Sentezlenmesi

Antibiyotikleri degisiklige ugratan aminoglikozid modifiye edici enzim

(AME), antibiyotikleri hidroliz eden enzimlerden; kloromfenikol asetil transferaz
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(CAT) (siklikla S. preumoniae’de etkili) ve beta laktamazlar gibi bir¢ok enzim

tanimlanmistir (29).

2.6. Beta Laktamazlar

Beta laktamaz enzimleri beta-laktam antibiyotiklerdeki dort liyeli beta-laktam
halkasinin amid baglarin1 parcalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren
enzimlerdir. Bu enzimler Gram negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere kars1
gelistirdigi major defans mekanizmalarindan biridir. Beta laktamazlar ilk olarak
penisilinleri hidroliz etmeleriyle tanimlanmistir. Bundan sonra her yeni beta-laktam
grubu antibiyotik kullanilmasiyla bu tabloya yeni beta laktamazlar eklenmistir (4).
Oksimino sefalosporinlerin 1980’lerin basinda kullanilmasiyla GSBL, 1980’lerin
sonlarma dogru beta-laktam/beta-laktam inhibitorlerinin yaygin kullanimiyla inhibitor
rezistan TEM enzimleri, 1990’larda sefamisinlerin kullanimiyla plazmid kaynakli
AmpC beta laktamazlar, daha sonra da karbapenemlerin yaygmn kullanimiyla
karbapenemazlar ortaya ¢ikmistir. Son yillarda GSBL, inhibitor-rezistan beta laktamaz,
AmpC-beta laktamaz ve metallo-beta laktamaz ve non metallo-beta laktamaz tipi
karbapenemazlarda oldukca fazla sayida artis gdzlenmistir. Giinlimiizde 890°dan fazla
beta laktamaz bilinmektedir (4, 47).

Beta laktamazlar siklikla 2 temel yonden siniflandirilir. Ambler’in molekiiler
smiflandirilmas1 ve Bush-Jacoby-Mederios’un fonksiyonel smiflandirmasi. Ambler
tarafindan 1980 yilinda yapilan molekiiler siniflandirmada beta laktamazlar aminoasit
benzerligi ve protein homolojisine gore smif A, C, D serin aracili beta laktamaz, smif B
ise metallo-beta laktamaz olarak siniflandirilmistir. Bush-Jacoby-Mederios tarafindan
yapilan smiflandirmada ise substrat ve inhibitor profillerine ve fonksiyonel
benzerliklerine gore beta laktamazlar dort temel grup ve cok cesitli subgruplar seklinde
siniflandirilmistir.  Tablo 2’de 1995 ve 2009°da yapilmis Bush-Jacoby-Medeiros
siniflamas1 goriilmektedir (47). Bu siniflandirmaya gore:

Grup 1 Sefalosporinazlar

Molekiiler smif C’de yer alir. indiiklenebilme 6zelligi gosteren enzimlerdir.
Enterobacteriaceae ve bir kisim bakterilerde kromozomal olarak bulunur.
Benzilpenisilinlere gore sefoksitin gibi sefamisin grubu sefalosporinlerde dahil olmak
iizere tiim sefalosporinleri daha iyi hidroliz ederler. Genellikle klavulanat ile inhibe
edilmezler. Sinif A sefalosporinazlarin aksine aztreonama yiiksek afinite gosterirler.

Nadir olarak sefoksitine etki gostermeyebilir, klavulanat ya da tazobaktam ile inhibe
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olabilir ve seftazidimden ziyade sefotaksime direng gosterebilir. E. coli, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, P. aeruginosa gibi bir¢ok
bakteride kromozomal AmpC enzimleri diisiik diizeyde bulunmakla birlikte amoksisilin,
ampisilin,  klavulanat ve  imipenem  varliginda  indiiklenebilme  6zelligi
gosterebilmektedir. Plazmid aracili Grupl Sefalosporinazlardan olan; CMY, ACT,
ACC, DHA, FOX, MIR, LAT enzimleri 1989°dan beri bilinmekle birlikte GSBL’den
daha az gézlenmektedir (47, 48).

Grup le sefalosporinaz, bu grubun yeni iiyesidir. Aminoasitlerde meydana gelen
delesyon, insersiyon ve yerdegisimi sonucu ortaya ¢ikan enzim grubudur. Bu grup
enzimler seftazidim ve diger genis spektrumlu beta laktamlara karsi oldukg¢a fazla
aktivite gostermektedir. Bu nedenle bu grup; genis spektrumlu AmpC beta laktamaz
(ESAC: Extended Spectrum AmpC Beta Lactamase) olarak tanimlanmistir. E.
cloacae’nin GClenzimi, plazmid aracili CMY-10, CMY-19, CMY-37 bu grupta
bulunan enzimlerdir (47, 48).

Grup 2 Serin Beta Laktamazlar

Son yirmi yilda GSBL tanimlanmasindaki artis nedeniyle en genis kategoriyi
olusturan grupdur. Substrat profilindeki farklilik nedeniyle birkag alt gruba
ayrilmaktadir. Tiimi Ambler simif A ve D’de yer almaktadir. Bu beta-laktamazlar
penisilinleri,  sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve
monobaktamlar1 hidroliz etmelerine gore alt gruplara ayrilirlar. 2b, 2be ve 2br alt
grubunda bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, sik soyutlanan tiirlerde yaygin
olmalar1 ve plazmidlerce tasinmalari nedeniyle klinik agidan 6nem tagimaktadirlar (47).

Subgrup 2a Beta Laktamazlar: Smirli hidrolitik aktiviteleri nedeniyle kiiclik
bir grubu temsil etmektedir. Gram pozitif koklardan stafilokok ve nadiren
enterokoklarda gozlenmektedir. Tercihen benzil penisilin, bir¢ok penisilin tiirevlerini ve
nitrosefini hidroliz ederler. Sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlari, benzil
penisilin tiirevlerine gore %10’dan az hidroliz ederler (47, 49).

Subgrup 2b Beta Laktamazlar: Penisilin ve sefalotin gibi ilk kusak
sefalosporinleri hidroliz edebilmektedir. Tazobaktam ve klavulanat ile giiclii sekilde
inhibe edilirler. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptandir. Siklikla plazmid
aracilt beta laktamaz olan bu grup enzimler 1970 ve 1980’li yillarin baslarinda
tanimlanmistir (47).

Subgrup 2be Beta Laktamazlar: Penisilin ve sefalosporin hidrolizine ek olarak

sefotaksim, seftazidim ve aztreonamin bir veya bir ka¢mi hidroliz edici etkisi nedeniyle
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GSBL olarak adlandirilirlar. Ik ve en genis grup olan subgrup 2be; TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1’den genislemis substrat profili ile koken almistir. Son yillarda Kluyvera
tiirlerinde bulunan kromozomal CTX-M beta laktamazlarda bu grup icinde siklikla
gozlenmeye baslamistir (4, 47, 50).

Subgrup 2br Beta Laktamazlar: Klavulanata karsi anlamli derecede direng
gosteren inhibitorlere direngli beta laktamazlardir. Beta laktamaz inhibitorleri klinikte
kullanilmaya baslandiginda bu antibiyotiklere kars1 hemen hi¢ direng gdzlenmezken,
1997 yilindan itibaren baz1 amoksisilin/klavulanik asite direncli E. coli’ler bildirilmeye
baslanmistir (47). Giinlimiizde 135 TEM enzimlerinin 36’s1 ve 72 SHV enzimlerinin 5’1
bu 6zelliklere sahip enzimlerdir. Ornegin TEM-30, TEM-31 ve SHV-10 gibi. CTX-M
beta-laktamazlarda bu 6zellikte enzim gosterilmemistir (6). Klasik TEM enzimlerine
kiyasla dar spektrumlu sefalosporinlere karsi aktiviteleri daha azdir. Bu enzimler
onceleri IRT (inhibitor rezistan TEM) olarak isimlendirilmis ancak daha sonra kdken
aldiklar1 TEM ya da SHV’de siralamaya girmistir. Ornegin; IRT-1; TEM-31, IRT-2;
TEM-44, IRT-3; TEM-32, IRT-14; TEM-45 olarak yeniden numaralanmistir. IRT ler
en sik olarak E. coli’de, daha seyrek olarak K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis ve
C. freundii kdokenlerinde bulunmaktadir. inhibitorlere direngli TEM tiirevleri klavulanat
ve sulbaktamla inhibisyona direnc¢li olmasmin yam swa beta laktam/beta laktamaz
inhibitorii kombinasyonlara da direnglidir (51, 52).

Subgrup 2ber Beta Laktamazlar: Klavulanat ile inhibisyona direng ile birlikte
genis spektrumlu aktiviteyi birlikte bulunduran TEM grup enzimleri kapsamaktadir.
Ayni zamanda CMT (complex mutant TEM ) beta laktamaz olarak da adlandirilirlar.
TEM-50 (CMT-1) bu gruptandir (51, 52).

Subgrup 2c¢ penisilinaz: Benzil penisilinlerden karbenisilin ve tikarsilini en az
%60 oraninda hidroliz edebilen enzimlerdir. Kloksasilin veya oksasilin hidroliz 6zelligi
ise benzil penisilinler ile kiyaslandiginda %50°den azdwr. Bu tip penisilinazlar genellikle
klavulanat ve tazobaktam ile kolayca inhibe olurlar (47, 53).

Subgrup 2ce Beta Laktamazlar: Sefepim ve sefpiroma kars1 genis spektrumlu
aktivite gosteren genislemis spektrumlu karbenisilinaz olarak tanimlanmaktadir.
Ornegin; CARB-10 gibi (53).

Subgrup 2d Beta Laktamazlar: “OXA enzimler” olarak da bilinirler. Benzil
penisilinlere gore %50 daha fazla oranda oksasilin ve kloksasilini hidroliz eden
enzimlerdir. Ayn1 zamanda karbenisilin hidrolizi de olabilir. OXA ailesinin ¢ogu iiyeleri

fonksiyonlarindan ziyade aminoasit dizilimine gore tanimlanmistir. Bu grubun birgok
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enzimi NaCl ile inhibe olur. Giinlimiizde OXA beta laktamazlar ikinci en sik grubu
olusturmaktadir (47, 54).

Subgrup 2de Beta Laktamaz: Yeni bir subgruptur. Kloksasilin ve oksasilin ile
birlikte karbapenemler disinda oksiimino beta laktamlara karsi genislemis spektrumlu
hidroliz aktivitesi sozkonusudur. Bu grup enzimlerin cogu OXA-10’dan bir ile dokuz
aminoasit degisimi ile gelismistir. OXA-11 ve OXA-15 bu grup igerisindedir. Siklikla
Tiirkiye ve Fransa’dan P. aeruginosa izolatlarinda elde edilmistir. Bu enzimlerin
bulundugu izolatlarda seftazidim direnci, sefotaksim ve aztreonam direncinden daha
belirgindir. Ancak OXA-1 ve OXA-31 bulunduran izolatlarda sefepim direngli ve
seftazidim duyarl olabilmektedir (47, 54).

Subgrup 2df Beta Laktamaz: Karbapenemaz aktivitesi olan OXA grup
enzimleri kapsamaktadir. Bu subgrup enzimler genellikle kromozomal kaynakli olarak
Acinetobacter baumannii’de izole edilmektedir. Bu grup enzimlerden olan OXA-23 ve
OXA-48 ise genellikle plazmid kaynakli olup Enterobactericeae’de gdzlenmektedir.
Subgrup 2d enzimler kloksasilin veya oksasilin hidrolizine gore tanimlanmakla birlikte
bu grubun sadece birkaginda bu substratlar kullanilarak test yapilabilmektedir. Ornegin
OXA-50’de  oksasilin  hidrolizi  saptanamamaktadir. OXA  karbapenemazlar;
karbapenemler icin zayif hidrolitik aktivite gostermekle birlikte imipenem hidrolizi
meropenemden daha hizhidir (47, 54).

Subgrup 2e Sefalosporinazlar: Genis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz
ozelligi gosterir. Klavulanat ve tazobaktamla inhibe olur. Proteae ailesinde bulunan
indiiklenebilen kromozomal sefalosporinazlar genellikle bu subgrupta gézlenmektedir.
Genellikle Amp C enzimler ve/veya GSBL ile karigabilmektedir. Azteronama kars1 kotii
afinite gostermesi Amp C enzimlerden ayirt edici 6zelligidir. Bu grup enzimlerin
bircogu GSBL olarak tanimlanabilmektedir (47).

Subgrup 2f Beta Laktamazlar: Smif A serin karbapenemazlardir.
Karbapenemler bu grup enzimler icin belirgin bir substratdirlar ve klavulanat’dan
ziyade tazobaktam ile inaktive edilirler. Seftazidim gibi genis spektrumlu
sefalosporinler, SME ve IMI-1 enzimleri tarafindan iyi hidrolize edilemezler. Fakat
aztreonam; GES-3 ve GES-4 haricindeki pek ¢ok enzim tarafindan hidroliz edilirler.
SME familyasindan IMI-1 ve NMC-1, kromozomal subgrup 2f beta-laktamazlardir.
Plazmidle kodlanan 2f beta laktamazlardan KPC ve GES enzimleri 6zellikle Newyork
ve Israil’de ¢oklu direngli Gram negatif infeksiyon salgmlarindan sorumlu tutulmustur

(55).
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Grup 3 Beta Laktamazlar

Karbapenemleri inaktive eden sinif B metallo-beta-laktamazlardir. Aktiviteleri
icin bir ya da iki ¢inko iyonuna gereksinimleri olup, beta laktamaz inhibitGrlere
direnglidirler. Metallo-beta laktamazlar, serin beta laktamazlarin aksine monobaktam
disinda tiim sinif beta laktamlar1 hidroliz edebilme 6zelligindedir. EDTA, dipikolinik
asit veya 1,10-o-phenanthroline gibi metal selatorler tarafindan inhibe edilirler. Yapisal
ozelliklerine gore (B1, B2 ve B3 seklinde) ya da fonksiyonlarma goére (subgrup 3a, 3b
ve 3c seklinde) smiflara ayrilirlar. B1 ve B3 sinif metallo-beta laktamazlar bir veya iki
cinko iyonu baglayabilme 6zelligi nedeniyle benzer iken B2 enzimi tek ¢inko iyonu
baglayabilme o6zelligindedir. Bu grup enzimler Stenotrophomonas maltophilia ve
Bacteroides fragilis’de kromozomal olarak bulunmaktadir. Subgrup 3a metallo-beta
laktamazi1  plazmidlerce  kodlanir.  Siklikla  nonfermenter  bakterilerde  ve

Enterobacteriaceae’de bulunan IMP ve VIM enzimleri bu grup igerisindedir (56).
Grup 4 Beta Laktamazlar

Klavulanat ile baskilanmayan penisilinazlar1 icermektedir. Diger gruplara

girmeyen ve heniiz tam yap1 analizleri yapilmamis enzimlerdir (47).
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Tablo 2. Bush-Jacoby-Medeiros un beta laktamaz simiflamasi (47)

Bush- | Bush- Molekiiler | Tercih edilen Inhibisyon Enzimler
Jacoby | Jacoby- Sinif ve alt | substrat
grup Medeiros gruplar CAveyaTZB | EDTA
(2009) | grup
(1995)
1 1 C Sefalosporinler | Yok Yok E. coli AmpC, P99,
ACT-1, CMY-2, FOX-
1, MIR-1
le NI C Sefalosporinler | Yok Yok GCl1, CMY-37
2a 2a A Penisilinler Var Yok PC1
2b 2b Penisilinler/ Var Yok TEM-1, TEM-2,SHV-1
1. kusak
sefalosporinler
2be 2be A Genis Var Yok TEM-3, SHV-2,
spektrumlu CTX-M-15, PER-1,
sefalosporinler/ VEB-1
Monobaktamlar
2br 2br A Penisilinler Yok Yok TEM-30, SHV-10
2ber NI A Genis Yok Yok TEM-50
spektrumlu
sefalosporinler/
Monobaktamlar
2¢c 2¢c A Karbenisilin Var Yok PSE-1, CARB-3
2ce NI A Karbenisilin ve | Var Yok RTG-4
sefepim
2d 2d D Kloksasilin Degisken Yok OXA-1, OXA-10
2de NI D Genis Degisken Yok OXA-11, OXA-15
spektrumlu
sefalosporinler
2df NI D Karbapenemler | Degisken Yok OXA-23, OXA-48
2e 2e A Genis Var Yok CepA
spektrumlu
Sefalosporinler
2f 2f A Karbapenemler | Degisken Yok KPC-2, IMI-1,SME-1
3a 3 B (B1) Karbapenemler | Yok Var IMP-1, VIM-1, CcrA,
B (B3) IND-1, L1, CAU-1,
GOB-1, FEZ-1
3b 3 B (B2) Karbapenemler | Yok Var CphA, Sth-1
NI 4 Bilinmiyor

CA: Klavulanik asit, TZB: Tazobaktam, NI:1995'de tanimlanmamis

2.7. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar

2.7.1. Tanim ve Smiflandirma

Ucgiincii kusak sefalosporinlerin 1980°1i yillarin baginda klinik uygulamaya

girmesi ile birlikte antibiyotiklere kars1 beta laktamaz aracili diren¢ mekanizmalarinda
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artiy gozlenmistir. GSBL’nin kesin taniminda ortak bir karar olmamakla birlikte en
yaygin kullanilan tanimi su sekildedir: GSBL'ler karbapenem ve sefamisin haricinde
penisilin, aztreonam ve tiim kusak sefalosporinleri hidroliz edebilen, aktif bolgelerinde
serin bulunan ve genellikle klavulanat, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olan beta-laktamazlardir. Kromozomal ya da plazmid aracili
kodlanabilen enzimlerdir. Aminoasit benzerliklerine gére TEM, SHV, CTX-M, SFO-1,
PER, VEB, GES, TLA, BES ve OXA gibi farkl tipde enzimleri vardir (4, Tablo 3).

Ik plazmid aracili GSBL 1983°de rapor edilmistir. Bu beta laktamaz geni SHV-
I’den tek niikleotit mutasyonu ile farklilasmistir. Giiniimiizde 450°den fazla GSBL
mevcuttur ve tiim diinyada yaygmlasmis durumdadir (4, 6, 57, Tablo 3).

Tablo 3. Plazmidler ile kodlanan GSBL’ler (57).

Beta laktamaz ad IIk izole Varyant Ismin orijini
edildigi y1l sayisi
Eski GSBL
SHV tip 1983 >140 Sulfhydryl Variable
TEM tip 1985 >160 Hasta adi: Temoneira
Yeni GSBL
CTX-M tip 1989 >65 Cefotaximase—Munich
Minor GSBL
SFO-1 1988 1 Serratia fonticola
TLA-1 1991 1 Tlahuicas (Hindistan kabilesi)
PER 1991 3 Pseudomonas extended resistance
VEB 1996 5 Vietnam extended-spectrum beta-
lactamase
BES-1 1996 1 Brezilya ESBL*
GES 1998 9 Guyana ESBL*
BEL-1 2005 1 Belgika ESBL*
TLA-2 2005 1 TLA-1 ile %51 benzer
OXA GSBL
OXA 1991 Enaz9 Oxacillin hidrolizi > penicillin

ESBL (Extended-Spectrum Beta Lactamase): Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz.
Son yillarda KPC (K. pneumoniae karbapenemaz) tipi karbapenemazlarin, GES

varyant1 beta laktamazlarin ve OXA karbapenemaz ve sefalosporinazlarin artan sayis1

ve plazmid aracili aktarimi nedeniyle klinik uygulamada hekimlere faydali olabilmek

icin GSBL enzimleri yeniden tanimlanmaya c¢alisilmistir. GSBL enzimlerinin siklikla
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diger beta-laktam olmayan antibiyotiklere karsi direng genlerinin ayni transfer
edilebilen genetik elemanlar ile birlikte tasinmasi konunun Onemini gittikce
artirmaktadir (58). Biitlin bu sebeblerden dolay1 GSBL;

1- GSBL,A: Klasik fonksiyonel smiflandirmaya gore grup 2be beta
laktamazlardir.

2- GSBLM: GSBLy.c; Plazmid aracili AmpC tip GSBL ve GSBLy.p, OXA-
GSBL olarak iki alt gruba ayrilir.

3- GSBLcarBa: Karbapenemlere karsi hidrolitik aktivite gdsteren GSBL olarak
siniflandirilmistir (58).

Glinlimiizde karbapenemaz beta laktamazi ile iliskili olarak tamamiyle yeni bir
goriis; karbapenemleri hidroliz eden beta laktamazlarm acil tanimlanmasi gerekliligidir.
Bu nedenle karbapeneme karst hidrolitik aktivite gosteren GSBL, “GSBLcarpa” olarak
tanimlanmistir. Bu grup kendi i¢inde daha dikkat c¢ekici 6zellikte olacak sekilde A,B,D
seklinde ayrilmistir. Tablo 4’de klinik olarak 6nemli beta laktamazlar GSBLA, GSBLy
ve GSBLcarBa seklinde ii¢ gruba ayrilmistir. Bu li¢ grup klinisyenler i¢in infeksiyon
kontrol dnlemleri ve klinik kullanim ag¢isindan daha nitelikli bir siniflandirma olmustur

(58).
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Tablo 4. GSBL’lerin simiflandirilmasi (58).

Genis spektrumlu sefalosporinlere ve/veya karbapenemlere kars: hidrolitik
aktivite gosteren beta laktamazlar

GSBLMm.p; Genotipik
metodlar ile saptanir

GSBLA GSBLMm GSBLCARBA
Prevalansi yiiksek GSBLM.c GSBLCARBA-A
olan GSBL, (Plazmid aracith AmpC)
CTX-M CMY KPC
TEM FOX GES-2, -4, -5,-6, -8
SHV MIR NMC
Beta VEB MOX SME
laktamaz PER DHA IMI-1, -2
siniflan LAT
BIL
ACT
ACC
Prevalansi diisiik GSBLy.p (OXA-GSBL) | GSBLCARBA-B
olan GSBL, (MBL)
OXA-10-grup
GES-1-3-7-9 OXA-13-grup IMP
SFO-1 OXA-2-grup VIM
BES-1 OXA-18 SPM-1
BEL-1 OXA-45 GIM-1
TLA SIM-1
IBC AIM-1
CMT?
GSBLcArBA-D
(OXA
karbapenemaz)
OXA-23-grup
OXA-24-grup
OXA-48
OXA-58-grup
Genis spektrumlu Genis spektrumlu
Genis spektrumlu sefalosporinlere duyarli | sefalosporinlere
Tammmlama | sefalosporinlere degil ve en az bir
icin duyarl degil GSBL.c; fenotipik karbapeneme
yapilacak metodlar ile saptanir direncli
calismalar | Ve klavulanat ile
sinerji ya da GSBLCARBA;
fenotipik ya/ya da

genotipik metodlar
ile saptanir

*; Klavulanat ile inhibisyona direngli.

P: OXA-48 iireten izolatlar in vitro sefalosporinlere duyarli olabilir.
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2.7.2. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz Enzim Tipleri

SHV Beta Laktamazlar

P-chloromercuribenzoat’in substrat iligkili olarak SHV aktivitesini inhibe etmesi
nedeniyle “Sulfhydryl Variable” olarak adlandirilirlar. Bu grup enzimlerin onciisii olan
SHV-1 beta-laktamaz enzimi ilk olarak 1983°de Almanya’da Klebsiella ozaena’da izole
edilmistir. SHV-1 beta-laktamazlar siklikla K. preumoniae bakteri kromozomunda
yapisal olarak bulunmaktadir ve plazmid aracili ampisilin direncinin %20’sinden
sorumlu enzimlerdir (4). iki temel degisiklik ile GSBL aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlardan birincisi 238. pozisyondaki serin aminoasit degisikligi ile seftazidimin,
ikincisi de 240. pozisyondaki lizin aminoasit degisikligi ile sefotaksim hidrolizinin
saglanmasidir (59). SHV tiirevi beta laktamazlarin ¢ogu GSBL fenotipi gosterirken,
SHV-10 inhibitorlere direngli beta laktamaz fenotipi gostermektedir. SHV-10, SHV-5
tiirevi beta laktamaz olmakla birlikte ayn1 zamanda 130. pozisyonda serin yerine glisin
aminoasit degisikligi gostermektedir (60). SHV beta laktamazlarin 143 kadar varyanti
vardir. Bunlarin 40 kadar1 GSBL fenotipi gosterir. Inhibitorlere direng fenotipi gosteren
SHYV tiirevi-beta laktamazlar ise SHV-10,-26,-49,-56 ve-84°diir. zo-elektrik noktalar1 7
ile 8.2 arasinda degisir (6). SHV tip GSBL’ler ayn1 zamanda Citrobacter diversus, E.
coli ve P. aeruginosa’da tanimlanmistir (4, 50).

TEM Beta Laktamazlar

TEM-1 ilk olarak 1965°’de Yunanistan’da “Temoneriae” adli hastadan izole
edildigi i¢in bu ad1 almistir. TEM beta laktamazlar siklikla E. coli ve K. pneumoniae’ de
ve diger Enterobacteriaceae liyelerinde gozlenmektedir. TEM tip GSBL’ler TEM-1 ve
TEM-2 koken alir. E. coli’de ampisilin direncinin %90’dan fazlasindan TEM-1 enzimi
sorumludur. Bu enzim ayni zamanda H. influenzae ve N. gonorrhoeae’de ampisilin ve
penisilin direncinin artisindan sorumludur. TEM-1 enzimi; penisilinleri ve birinci kusak
sefalosporinlerden sefalotin ve sefaloridini hidroliz eder. TEM-1’in ampisilin hidroliz
etkisi karbenisilin, oksasilin ve sefalotinden daha fazladir. Genis spektrumlu
sefalosporinlere kars1 etkisi 6nemsiz diizeydedir. Klavulanik asitle inhibe olur. TEM-2,
TEM-1den tek aminoasit degisikligi ile olusan ilk tiirevidir. TEM-1 ile ayni1 hidrolitik
profile sahip olmakla birlikte farkli izoelektrik noktasi (5.6) mevcuttur (4, 50). TEM
beta laktamazlarin 200’e yakin varyanti mevcut olup 100’1 askin tipi GSBL fenotipi
gostermektedir (6). TEM-3 beta laktamazi GSBL fenotipi gosteren ilk beta laktamaz

olarak rapor edilmistir. Ilk olarak Fransa’da K. pneumoniae izolatinda tanimlanmustir.
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Sefotaksime kars1 artmis etkinlik gostermesi nedeniyle CTX-1 olarak adlandirilmastir.
Ancak yapilan ¢caligmalar neticesinde TEM-2’den iki aminoasit degisimi ile farklilagmis
oldugu saptanmistir (61). TEM enziminde smirli sayida aminoasit degisimi ile hidroliz
ettikleri substrat profili seftazidim ve seftriakson gibi oksiimino sefalosporinlere ve izo-
elektrik noktalar1 ise 5.2 ile 6.5 araligina kayar. Genellikle Glisin 238 serin, Glutamat
240 lizin, Arginin 164 serin ya da histidin ve Glutamat 104 lizin pozisyonu en sik
gbzlenen aminoasit degisiklikleridir (4, 50).

Yeni varyantlarm ¢ogu GSBL fenotipi gostermekle birlikte inhibitorlere direng
fenotipi gosteren tiirevleri de mevcuttur. Bazi TEM beta laktamazlarin beta-laktam
inhibitdrlerini hidroliz 6zelligi artmistir. Bu enzimler GSBL fenotipi gostermeyen, genis
spektrumlu sefalosporinlere karsi hidrolitik aktivitesi onemsiz diizeyde ve beta laktamaz
inhibitorlerine kars1 artmis hidroliz gosteren TEM tipi enzimlerdir. Bununla birlikte bazi
TEM beta laktamazlarin mutant formlar1 ticlincii kusak sefalosporinleri ve beta laktamaz
inhibitorlerini hidroliz 6zelligi gosterebilmektedir. Bu tipde beta laktamazlar “Compleks
Mutant TEM” (CMT-1"den -4’e kadar) olarak adlandirilir (51, 52).

CTX-M ve TOHO Beta Laktamazlar

Sefotaksimi belirgin derecede hidroliz ettikleri i¢in CTX-M (Cefotaximase—
Munich) olarak adlandirilir. Ik olarak 1989 yilinda Japonya’da E.coli izolatinda FEC-1
olarak tanimlanmistir. CTX-M tip beta laktamazlar esasen non patogenik, cevresel
izolat olan Kluyvera tiirlerinin kromozomal yapisinda bulunmakla birlikte, plazmidler
aracilt aktarimi sayesinde Salmonella serotip Typhimurium, E. coli ve diger
Enterobacteriaceae tiirlerinde de yaygmhigi artmistir. Bu grup enzimler Serratia
fonticola, K. oxytoca, P. vulgaris ve Citrobacter koserinin kromozomal smif A
enzimleri ile yakm iligkili beta laktamazlardir. CTX-M enzimleri en yaygin plazmid
aracilt TEM ve SHV beta laktamazlarla %40 ya da daha az homoloji gosterir (4, 50, 62).
Gilinlimiizde CTX-M familyasmin 124 kadar varyanti vardir (6).

CTX-M beta laktamazlar1 bulunduran E. coli izolatlar1 genellikle
aminopenisilinlere (ampisilin ve amoksisilin), karboksi penisilinlere (karbenisilin veya
tikarsilin), treidopenisilinlere (piperasilin) ve dar spektrumlu sefalosporinlere
(sefaloridin, sefalotin ve sefuroksim) yiiksek diizeyde direnclidir. Sefoksitin ve
karbapenem (imipenem ve meropenem) i¢in duyarliliklar1 degismektedir. Sefotaksim,
seftriakson ve aztreonam MIK diizeyleri olduk¢a artmistir. Seftazidim MIK diizeyleri
siklikla duyarli aralikta saptanmakla bazi varyantlarda anlamli derecede artig

gostermektedir. Ozellikle CTX-M-15, CTX-M-16 ve CTX-M-27 gibi enzimlerde
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Asp240Gly degisimi ile seftazidim MIK diizeyinde yaklasik sekiz katlik artisa neden
olmaktadir (63, 64).

CTX-M enzimleri bes major gruba ayrilmistir:

CTX-M-1 grup; CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15,
FEC-1, CTX-M-22, CTX-M-23 ve CTX-M-28,

CTX-M-2 grup; CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-
M-7, CTX-M-20 ve Toho-1(CTX-M-44),

CTX-M-8 grup; CTX-M-8 ve CTX-M-40,

CTX-M-9 grup; CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17,
CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27 ve Toho-2 (CTX-M-45 ), CTX-M-24,

CTX-M-25 grup; CTX-M-25 ve CTX-M-26 (62).

K. ascorbata’da bulunan dogal CTX-M enzimi KLUA olarak tanimlanir ve
CTX-M-2 gruba dahil edilmistir. K. ascorbata’ya ait KLUA-2 enzimi, Salmonella
serotip Typhimurium’da bulunan CTX-M-5 ile de benzer bulunmustur. K. georgiana’da
bulunan KLUG-1 beta laktamazi CTX-M-8 enziminden farklilagmistir (62).

TOHO-1 ve TOHO-2 yapisal olarak CTX-M beta laktamaz ile iliskilidir. TOHO;
Tokyo, Toho Universitesinde yatan hastadan izole edilen E. coli beta laktamazina
verilen isimdir. TOHO-1 ve TOHO-2 enzimlerin hidrolitik aktivitesi seftazidimden
ziyade sefotaksime karsidir. TOHO-2 beta laktamazi; CTX-M-2 ile %76.3, Toho-1 ile
%76.2 ve SHV-1 beta laktamazi ile %55.9, TEM-1 beta-laktamazi ile %47.5 benzerlik
gosterir. TOHO-1; CTX-M-44, TOHO-2 ise CTX-M-45 olarak yeniden adlandirilmistir
(65, 66). Gilintimiizde CTX-M tip beta laktamazlar tiim diinyada dramatik bir sekilde
artmistir. CTX-M tip GSBL o6zellikle toplum kaynakli izolatlarda sayisi gittikce
artmaktadir. Diinyada Ozellikle Giiney Amerika, Uzak dogu ve Dogu Avrupa gibi
iilkelerde olmak {izere klonal yayilimi gdsterilmistir (62).

OXA Beta-Laktamazlar

Siklig1 gittikge artan GSBL tyesidir. Giiniimiizde OXA familyasinin 232 kadar
varyant1 vardir (6). OXA tip enzimler esasinda benzil penisiline gore %50 daha fazla,
oksasilin ve kloksasilini hidroliz ettikleri i¢in bu ad1 almislardir. Sodyum klorid’le gii¢lii
bir sekilde inhibe edilirken klavulanat tarafindan inhibisyonu zayiftir. Oksasilin hidroliz
eden beta laktamazlar Ambler siniflamasma gore D smifinda olmakla birlikte sinif A ve
C beta-laktamazlarda bulunan serin bolgesini tasimaktadirlar. Molekiiler smif D ve
fonksiyonel grub 2d olarak siniflandirilirlar. OXA tip beta laktamaz familyas1 genotipik

ozelliklerinden ziyade fenotipik oOzelliklerine gore tamimlanmistir. Bu nedenle bu
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familyanin iiyeleri diger tiir GSBL ile yaklasik %16 sekans homolojisi gdstermektedir.
Kendi i¢in de bu tip beta laktamazlar; dar spektrumlu OXA, genis spektrumlu OXA ve
karbapenemaz iireten OXA beta laktamazlar olmak iizere li¢ gruba ayrilmistir (4, 54).

a. Dar Spektrumlu OXA Enzimler

Subgrup OXA-1: Plazmid ve integron lokalizasyonlu bulunan bu beta-
laktamazlar siklikla amino ve {ireido penisilinleri anlamli olacak sekilde ve dar
spektrumlu sefalosporinleri ise zayif olarak hidroliz edebilmektedir. Siklikla ampisilin
direngli E. coli, S. flexneri ve Salmonella spp. izolatlarinda saptanmistir. OXA-1 geni
ozellikle CTX-M geni olmak tlizere GSBL genleri ile birlikte ayni1 plazmidde
saptanmistir. OXA-1’den yedi aminoasit degisimi ile OXA-47, iki aminoasit degisimi
ile OXA-31 gibi varyantlar1 elde edilmistir (54).

Subgrup OXA-2: OXA-1 grup ile %30 aminoasit benzerligi gésteren bu grubun
OXA-3, OXA-15, OXA-21, OXA-32, OXA-34, OXA-36 ve OXA-53 gibi varyantlar1
mevcuttur. Bu tip beta laktamaz genleri; ¢ok c¢esitli Gram negatif ve Corynebacterium
amycolatum gibi Gram pozitif tiirlerde Sinif 1 integron ile iligkili gen kasetlerinde
saptanmistir (54).

Subgrup OXA-10: Esasinda seftazidim, sefamisin ve karbapenem disinda
aztreonam, seftriakson ve sefotaksimi daha diisiik hidroliz edebilen enzimlerdir. Siklikla
P. aeruginosa’da tanimlanmistir. OXA-11, OXA-13, OXA-16, OXA-28, OXA-35 ve
OXA-74 gibi varyantlar1 genis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz 6zelligi gosterir
(54).

b. Genis Spektrumlu OXA Enzimler: Dar spektrumlu OXA enzimlerden
koken alirlar. OXA-15 ilk olarak iilkemizde P. aeruginosa izolatinda tanimlanmistir.
OXA-2’den 150.c1 pozisyonda Asp yerine Gly degisimi ile tiiremistir. OXA-32, diger
OXA-2 varyant1 genis spektrumlu hidroliz 6zelligi gosteren enzimdir. OXA-10’dan
koken alan varyantlar ise OXA-14,-16,-17 gibi enzimlerdir (54).

c. Karbapenem Hidroliz Eden OXA Enzimler: Siklikla Acinetobacter
tiirlerinde karbapenem direncinin artmasindan sorumlu tutulmustur. OXA-23, OXA-40
ve OXA-58 gibi enzimler bu gruptandir. OXA-25, OXA-26, OXA-40 ve OXA-72 diger
karbapenem hidroliz eden OXA varyant enzimlerdir. Karbapenem hidroliz 6zelligi olan
diger bir enzim OXA-48 iilkemizde karbapeneme direngli K. pneumoniae izolatinda
saptanmistir. Bu enzimin ayirtedici 6zelligi dar spektrumlu penisilinleri ve imipenemi
hidroliz etmekle birlikte genis spektrumlu sefalosporinlere karsi hidroliz 6zelliginin

olmamasidir (67).
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PER Beta Laktamazlar

PER-1 ilk kez 1991 yilinda Paris’te bir Tiirk hastanin idrar 6rneginden izole
edilen P. aeruginosa susunda saptanmig ve 1993 yilinda Nordmann ve arkadaslarinca
tanimlanmistir. TEM-SHV grubu GSBL’ler ile %27 oraninda homoloji gostermektedir.
Sefamisin ve karbapenem disinda penisilin, sefotaksim, seftazidim ve aztreonama
direng gosterir. Klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam ile giiclii bir sekilde inhibe
edilirler. Sinif A grubunun tipik 6zelligini gostermekle birlikte lic boyutlu yapisi
incelendiginde omega bag yapisindaki yeni sarmal nedeniyle subgrup seklinde ifade
edilmistir. PER-2 enzimi, PER-1 ile %86 oraninda homoloji gosterir. Salmonella
serovar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis gibi Enterobacteriaceae
iiyelerinde ve V. cholerae Ol El Tor’da rapor edilmistir. PER beta laktamazin 1-7
varyant1 mevcuttur (6). PER-3, PER-4, PER-5; PER-1 ile %99 amino asit benzerligi
gosterir ve Aeromonas punctata, P. vulgaris ve A. baumannii izolatlarinda saptanmistir
(4, 50, 68).

VEB Beta Laktamazlar

Ik olarak 1996°da Fransa’da Vietnamh bir hastada bulundugu i¢in “Vietnam
Extended-spectrum Beta laktamaz” olarak adlandirilmistir. Diger tiirlere sinif 1 integron
gen kaseti ya da plazmid aracili aktarimi s6zkonusudur. VEB-1 beta laktamazi; PER-1
ve PER-2 ile %38 oraninda homoloji gosterir. VEB-1 amoksisilin, tikarsilin, piperasilin,
sefotaksim, seftazidim ve aztreonama yiiksek diizeyde direnclidir ve klavulanat,
sulbaktam ve tazobaktam ile ayni derecede inhibe edilirler (69). VEB-1; 1a,l1b, 2, 3, 4,
5, 6,7 olacak sekilde tek nokta mutasyonla birbirinden farkli 8 farkli varyant1 vardir.
Diger beta laktamazlar gibi E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, P. mirabilis, C. freundii,
A. baumannii ve P. aeruginosa’da olmak iizere diinyanin ¢esitli tilkelerinde saptanmistir
(6, 70).

GES Beta Laktamazlar

Ilk olarak Fransa’da K. pneumoniae izolatinda saptanmustir. Ambler simif A
GSBL hidroliz profiline benzer sekilde sefamisin ve karbapenem disinda penisilin ve
genis spektrumlu sefalosporinlere aktivite gosterir. Tazobaktam, klavulanat ve
imipenemle inhibe olur. Birgok GSBL’nin aksine GES-1 aztreonami hidroliz edemez
(4, 71). GES tip GSBL (aynm1 zamanda IBC olarak adlandirilir) P. aeruginosa, E. coli ve
K. pneumoniae gibi Gram negatif basillerde artarak rapor edilmektedir. Giintimiizde 20
kadar varyant1 mevcuttur (6). GES varyantlar1 2-b¢’lik degisim (Glyl170As) nedeniyle

karbapenemleri hidroliz eder ve inhibitorlere duyarliligi azalir (71).
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2.7.3. Nadir Gozlenen GSBL Enzimleri

TLA-1: Meksika’da bir hastadan izole edilen bir E. coli kokeninde bulunmustur.
Imipenem ve sefoksitin disinda genis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz eder.
Klavulanat ve sulbaktam ile daha az, tazobaktam ile daha gii¢lii olacak sekilde inhibe
edilir. Plazmid aracili aktarimi s6z konusudur. CME-1 ile %50 oraninda aminoasit
homolojisi gosterir. VEB ve PER enzimleri ile %40 homoloji gosterir. Meksika’da
plazmid aracilt SHV-5 ve TLA-1 geni bulunduran GSBL iireten K. pneumoniae susu
nozokomiyal bakteriyemi ve liriner infeksiyon etkeni olarak izole edilmistir (72, 73).

TLA-2: Almanya’da 2002’de atik sularda bulunan tanimlanmayan bir bakteri
tiiriinde izole edilmistir. TLA-2 Ambler sinif A beta laktamazdir. CGA-1 enzimini
tastyan Chryseobacterium gleum ile %52 benzerlik gosterir. E. coli TLA-1’1 ile %51
benzerlik gosterir. TLA-2 plazmid aracili kodlanmaktadir. Penisilinlerden ziyade genis
spektrumlu  sefalosporinlere kars1 katalitik aktivite gosterir. Beta laktamaz
inhibitorlerine karsi etkili degildir. TLA-2 beta laktamazin klinik materyellerdeki
yaygmnligi ile ilgili heniiz yeterince veri yoktur (74).

SFO-1: 1988°de Serratia fonticola kokeninde saptanan az rastlanan bir GSBL
tirtidiir. 1999°da Japonya’da E. cloacae’da izole edilmis ve A simifi beta laktamazlara
dahil edilmistir, sentezi imipenem tarafindan indiiklenir. SFO beta-laktamazi kodlayan
geni tasityan plazmid ayn1 zamanda Amp R diizenleyici genini de taswr. SFO-1 beta
laktamazlar sefamisinleri hidrolize edemez ve klavulanik asitle kolayca inhibe
olabilirler. Aminoasit sekans caligmalarina gore S. fonticola SFO-1 beta laktamazi; K.
oxytoca, P. vulgaris, C. diversusun kromozomal beta laktamazi ve plazmid aracili
MEN-1 ve TOHO-1 beta laktamazi ile 9%69.3’den fazla benzerlik gosterdigi
saptanmistir (75, 76).

BES-1: Brezilya’da S. marcescens kokeninde 1996 yilinda izole edilmistir.
Aztreonam ve sefotaksime karsi aktivitesi oldukca yiiksektir. Ancak seftazidim ve
aztreonam aktiviteside olduk¢a yiliksek bulunmustur. BES-1 beta-laktamazi
plazmidlerce kodlanir. Ambler siif A ve fonksiyonel grup 2be beta laktamazlar icinde
yer alir. CTX-M grup-1 beta laktamazlar ile %48 oraninda aminoasit benzerligi gosterir.
Klavulanat ile inhibe edilmekle birlikte tazobaktama kars1 diisiik derecede aktivitesi sz
konusudur (77).

BEL-1: Belgika’da P. aeruginosa kdkeninde 2004°te izole edilmistir. Diger simif
A beta laktamazlar ile zayif iligkilidir. GES-1 GSBL ile %50, CTX-M grup ile %40,

BES-1 ile %8 oraninda aminoasit benzerligi gosterir. Genis spektrumlu sefalosporinler
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ve aztreonami anlamli sekilde hidroliz eder. BES-1’e benzer sekilde klavulanat,
sefoksitin, moksalaktam ve imipenem ile 1yi inhibe edilirler. Tazobaktam koti
inhibitordiir. BEL-1 geni kromozomal bir enzimdir ve ii¢ gen kaseti igeren smnif 1
integronda bulunmustur. Yakin zamanda yapilmis c¢alismalara goére BEL-1 geni
Belgika’da toplum ve hastane kaynakli Pseudomonas salgmlarina neden olmustur. Yine
Belgika’da tek aminoasit degisikligi ile P. aeruginosa izolatinda BEL-2 geni
saptanmistir (78, 79, 80).

2.7.4. GSBL'nin Klinik Onemi

GSBL iireten Gram negatif basillerin saptanmasi; uygun tedavi ve infeksiyon
kontrol Onlemleri acisindan 6nemlidir. GSBL {ireten organizmalarin neden oldugu
infeksiyonlar in vitro duyarl olsalar bile in vivo sefalosporinle tedavi edilen olgularda
basarisiz sonuglar alinabilmektedir (81). Bu durumdan GSBL iireten izolatlarda
gdzlenen inokulum etkisi sorumlu tutulmaktadir. inokulum etkisi; in vitro 10°/ml
bakteri yogunlugunda oOlciilen disk diflizyon ya da breakpoint diizeylerinin, bakteri
yogunlugunun 107/ml’ye ¢iktiginda sefalosporinlerin duyarli durumdan direngliye

kaymasi olarak tanimlanmaktadir (82).

2.7.5. GSBL leri Saptama Yontemleri

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) K. oxytoca, E. coli ve P.
mirabilis izolatlar1 i¢in rutin olarak GSBL tarama ve dogrulama testlerinin yapilmasini
onermektedir (83).

Ancak 2010 yilinda CLSI’da GSBL’ler ile ilgili bir takim degisiklikler
yapilmistir. Buna gore GSBL taranmasi ve saptanmasi; sadece epidemiyolojik
calismalar ve infeksiyon kontrol 6nlemleri agisindan klinisyenin istegine birakilmis ve
beta laktam antibiyotik Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK) breakpoint ve
disk diflizyon yontemine gore zon ¢aplar1 agisindan degisiklikler yapilmistir (84).

A. GSBL Tarama Testleri: CLSI, GSBL tarama testleri olarak disk diffiizyon
yontemi ve diliisyon yontemlerinin yapilmasini tavsiye etmektedir.

Disk diffiizyon yontemi: Antibiyotik diskleri olarak sefpodoksim (10 pg),
seftazidim (30 pg), aztreonam (30 pg), sefotaksim (30 pg) ve seftriakson (30 pg)
kullanilir. E. coli i¢gin Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerinde yapilan disk diffiizyon

testi sonucunda sefpodoksim < 17 mm, seftazidim < 22 mm, sefotaksim < 27 mm,
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aztreonam < 27 mm, seftriakson < 25 mm inhibisyon zonu olusturmussa bakterinin
GSBL iiretimi acisindan siipheli oldugu anlasilir ve dogrulama testleri yapilir (83).

Diliisyon yontemleri: “Mikroplak™ ya da tiipte katyon katkili Mueller-Hinton
buyyon (MHB) ile yapilan diliisyon testleri ile elde edilen MIK degerlerinin seftazidim,
seftriakson, aztreonam ve sefotaksim i¢in > 2 pg/ml, sefpodoksim i¢in ise > 8 pg/ml
(Proteus i¢in >2 pg/ml) olarak saptanmasi durumunda bakterinin GSBL {iretimi
acisindan siipheli oldugu anlasilir ve dogrulama testleri yapilir (83).

B. GSBL Fenotipik Dogrulama Testleri:

Sefalosporin/Klavulanik Asit Kombinasyon Diskleri: CLSI Onerisine gore
sefotaksim (30pug) ve seftazidim (30ug) diskleri, klavulanik asitle (10ug) ve tek basma
kullanilmaktadir. MacFarland 0.5 bulanikligindaki mikroorganizma siispansiyonu MHA
plagna inokiile edildikten sonra diskler arasi 25-30 mm uzaklik olacak sekilde diskler
yerlestirilir. 37 'C’de 18 saat inkiibasyondan sonra zon caplar1 6lciiliir. Diskler arasi
mesafede:  seftazidim ve  seftazidim/klavulanik asit ve  sefotaksim ve
sefotaksim/klavulanik asit zon c¢apinda 5 mm ve daha fazla artis izolatin GSBL
iretimini dogrular (83). Sadece seftazidimin kullanimi CTX-M f{ireten izolatlar1
saptayamamasi nedeniyle onerilmemektedir (4).

Sivi  Mikrodiliisyon: Sivi mikrodiliisyonda seftazidim (0.25-128 pg/ml),
seftazidim-klavulanik asit (0.25/4-128/4 pg/ml), sefotaksim (0.25-64 pg/ml) ve
sefotaksim-klavulanik asit (0.25/4-64/4 pg/ml) kullanilir. Klavulanik asit varliginda
MIK degerlerinde 3 diliisyon (8 kat) ve daha fazla azalma GSBL gostergesi olarak
kabul edilir (4, 50, 83).

Fenotipik Dogrulama Testlerinde Yanhs Pozitif ve Negatif Sonuclar:
Fenotipik dogrulama testleri genotipik testler ile kiyaslandiginda oldukg¢a yiiksek
sensitivite ve spesifisiteye sahip olmakla birlikte yanlis pozitif ve negatif sonuglar
verebilmektedir. Ornegin;

-K. pneumoniae veya E. coli’de asm1 miktarda sentezlenen SHV-1 enzimi;
GSBL olmamasina ragmen dogrulama testlerinde yanlis pozitif sonug verebilir.

-AmpC beta laktamaz ve GSBL birlikte bulundugu izolatlarda yanlis negatif
sonuglar elde edilebilmektedir. Bu durumdan AmpC beta laktamazin beta laktam
inhibitorlere karsi artmig hidrolizi sorumlu tutulmaktadir.

-Tarama ve dogrulama testleri i¢in kullanilan standart inokulum miktarindaki 0.5

log’luk distikliik yanlis negatif sonuglarin ortaya ¢ikmasima neden olmaktadir (4,50).
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2.7.6. GSBL Saptanmasinda Kullanilan Diger Yontemler

Cift Disk Sinerji Testi (CDST): GSBL salgilayan suslarin saptanmasi igin
klavulanik asidin bu enzimlerin aktivitesini inhibe etmesi temeline dayanan c¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. CLSI dogrulama test olarak 6nermemekle birlikte Jarlier ve
ark. tarafindan 1988’de ilk tanimlanan fenotipik dogrulama testidir. Bu yontemde 0.5
McFarland standardinda hazirlanan bakteri siispansiyonu MHA besiyerine disk
difiizyon yontemine gore inokiile edilir. Besiyerinin merkezine amoksisilin-klavulanik
asit diski yerlestirilir. Etrafina disk merkezleri arasi uzaklik konusunda tam bir
standardizasyon olmamakla birlikte 25-30 mm olacak sekilde seftazidim, sefiriakson,
sefotaksim, aztreonam ve sefpodoksim diskleri yerlestirilir. 35°C’de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra, sefalosporinlerin veya aztreonam etrafindaki inhibisyon zonunun
amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin iiremedigi
bir sinerji alaninin bulunmasi GSBL iiretimi olarak degerlendirilir, aksi durum ise
GSBL iiretiminin olmadiginin gostergesidir. Bu yontem ucuz ve uygulanabilirligi kolay
olmakla birlikte kromozomal sefalosporinaz iireten GSBL’1 saptamadaki yetersizlik,
klavulanat ile inhbisyonun bazi GSBL’lerde olmamasi, diskler arasi uzakligin
standardize edilmemesi nedeniyle duyarlilig1 azalabilmektedir. Duyarlilig1 artrmak icin
diskler aras1 uzakligin 20 mm’ye indirilmesi tavsiye edilmektedir (85, 86).

Disk Replasman Yontemi: Casals ve Pringler tarafindan 1990°da
tanimlanmistir. Bu yontemde test edilecek izolat MHA inokiile edilir. 3 adet
amoksisilin/klavulanik asit diski yerlestirilir, oda 1sisinda 1 saat bekledikten sonra bu
antibiyotik diskleri besiyerinden alinir, kaldirilan disk yerine sefotaksim, seftazidim,
aztreonam diskleri ve es zamanli olarak kontrol sefalosporin kontrol diski yerlestirilir.
Bu disklerin her biri birbirinden 30 mm uzaklikta olmalidir. Amoksisilin/klavulanik asit
diski kontrol sefalosporin disk zon ¢ap1 ile karsilastirilir. 5 mm ve daha fazla artis
pozitifligi gdsterir. Yogun calisan laboratuvarlarda uygulanmasinin zor olmasi yontemin
dez avantajidir (4, 50).

Klavulanik Asit Eklenmis Miiller-Hinton Agar: Ho ve ark. tarafindan
CLSI’nin  onerdigi standart disk diflizyon yOnteminin modifiye edilmesi ile
tanimlanmistir. MHA 50°C su banyosunda soguduktan sonra 4 mg/L klavulanik asit
eklenir. 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan test edilecek organizma standart disk
diflizyon yontemine gore inokiile edilir. 30 pg’lik seftazidim, sefotaksim, seftriakson,
aztreonam diskleri birbirinden 25-30 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirilir, ayni

islem klavulanik asit icermeyen MHA’da uygulanir. Bir gecelik inkiibasyonun ardindan
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iki besiyeri arasindaki beta-laktam antibiyotik zon ¢ap1 Ol¢iiliir. 10 mm ve daha fazla
fark GSBL pozitifligi olarak degerlendirilir. Seftazidim i¢in testin duyarlilig1 %93-96,
ozgiilliigii %100'diir. Dort antibiyotigin birlikte kullanildig testlerde duyarlilik %100
bulunmustur. Inhibitérlere direngli GSBL’yi CDST ve E test’de oldugu gibi
saptayamamas1 dezavantajdir (87). Bu yontemde dikkat edilmesi gereken nokta 72
saatten sonra klavulanik asidin etkinliginin azalmasi nedeniyle klavulanik asit igeren
besiyerinin hazirlandiktan hemen sonra kullanilmasidir (4, 50).

Uc Boyutlu Test: Thomson tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde 0.5
McFarland yogunlugundaki mikroorganizma MHA inokiile edildikten sonra agarda
sirkiiler bir yarik agilir, bu yariga test edilen organizmanm 10°-10" cfu inokiilumu
pipetle yerlestirilir ve yariktan 3 mm uzaga beta-laktam antibiyotikler dizilir. 37°C’de
24 saatlik inkiibasyondan sonra yarik etrafindaki zonda bozulma, zonda devamsizlik
veya inokiile edilen yarigin kenarinda ayri koloni olusumu GSBL iiretildigini gosterir.
Eger inhibisyon zon ¢ap1 kiiciikse veya yoksa ek bir indirekt teste ihtiya¢ vardir,
indirekt testle beraber yapilabilirse bu yontem ¢ift disk sinerji testinden daha duyarhdir.
Fakat bu yontemin diger yontemlere gére uygulanabilirligi diisiiktiir (4, 86, 87).

E Test: GSBL iiretiminin fenotipik taranmasi ve dogrulanmasinda kullanilir.
Antibiyotik iceren plastik striplerdir. Test stripleri bir ucunda seftazidim (MIK test
araligr: 0.5-32 pg/ml), diger ucunda seftazidim/klavulanik asit (MIK test aralig1 0.5/4-
32/4 pg/ml) icermektedir. Ayni sekilde sefotaksim ve sefotaksim/klavulanik asit
stripleri de bulunmaktadir. Bakterilerin bir gecelik taze kiiltiirlerinden hazirlanan 0.5
McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonlar1t MHA besiyerine ekilir. E test
seritleri  besiyeri tiizerine yerlestirilir. 35°C’de 18-20 saat inkiibe edilir.
Sefalosporin/klavulanik asit MIK degerinin sefalosporin MIK degerine oraninda 8 kat
ve daha fazla azalmas1 GSBL varligini1 gosterir. Sefotaksim-klavulanik asit striplerinde
klavulanik asidin diger tarafa diflize olmas1 nedeniyle stribin ortasinda bir “fantom zon”
goriilebilmektedir. Bu zon GSBL gostergesi olarak kabul edilmektedir. Sensitivitesi
%87 ile %100, spesifisitesi %95-%100 arasinda degismektedir. CDST kadar duyarli
olmamas1 nedeniyle diger yontemler ile dogrulanmasi gerekmektedir. Son zamanlarda
artiy gosteren CTX-M tip enzimlerinin saptanmasi amaciyla Sefotaksim E test
striplerinin kullanilmas1 tavsiye edilmektedir (4).

Otomatize Sistemler

Vitek GSBL Kkartlar1 (bioMerieux, Fransa): FDA (Food Drug Administration)

tarafindan onayli sistemdir. Seftazidim, sefotaksim, seftazidim/klavulanik asit ve
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sefotaksim/klavulanik asit MIK degerlerine gére GSBL tanimlanir. Bu ydntemin
sensitivite ve spesifisitesi %90’ nin tizerindedir. Molekiiler metodlar ile uyumlu olacak
sekilde ortalama 8 saat gibi siirede sonug verebilmektedir. AmpC tip beta laktamaz ve
GSBL’nin ayni anda iiretimi durumunda yanlis negatif sonuglar almabilmektedir. K.
pneumoniae, K. oxytoca ve E. coli digindaki izolatlarda GSBL saptama giivenilirligi
bilinmemektedir (4,50).

BD Phoenix otomatize sistem: Becton Dickinson Biosciences (Sparks, Md)
tarafindan piyasaya siiriilmiistiir. Alt1 saat gibi siirede identifikasyon ve duyarlilik
testler1 sonucglanabilmektedir. Sefpodoksim, seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve
sefotaksim /klavulanik asit MIK degerlerine bakilabilmektedir. Enterobacter, Proteus,
Citrobacter ve Klebsiella tiirleri ve E. coli gibi bakterilerde GSBL iiretimini molekiiler
metodlar ile uyumlu olacak sekilde %98 sensitivite ve %98.7 spesifisitede
saptamaktadir (4, 50).

Microscan panelleri: Dade Behring MicroScan (Sacramento, Calif.) tarafindan
mikrodiliisyon antibiyotik duyarlhilik testleri i¢in dehidrate paneller seklinde tiretilmistir.
Seftriakson, sefotaksim, aztreonam, sefpodoksim ve seftazidim gibi antibiyotik MIK
degerlerine bakilmaktadir. CLSI’nin tavsiye ettigi GSBL tarama kriterlerine uygun
konsantrasyonlardaki liremeyi saptayabilen sistemlerdir. Bu sistem 6zellikle E. coli, K.

pneumoniae ve K. oxytoca igin tavsiye edilmistir (4, 50).

2.7.7. Molekiiler Yontemler

GSBL’ler ilk yillarda enzime ait izoelektrik noktalarin tayini ile tanimlanmakta
idi. Sonralar1 SHV, OXA ve CTX-M familyalarina ait benzer 6zellikler ve 90 TEM tip
beta laktamazlarin benzer izoelektrik noktalarina sahip olmasi izoelektrik noktalar ile
GSBL tanimlamay: olanaksiz kilmistir (88). GSBL’leri tanimlamada kullanilan
molekiiler yontemler sunlardir;

DNA prob ve oligotiplendirme yontemi: Beta laktamaz genlerinin
tanimlanmasinda kullanilan ilk metodlardandir. Yogun laboratuarlar i¢in kolay ve ¢ok
yaygmn kullanilan molekiiler metoddur. Oligoniikleotit primerleri gen bankasindan
secilir. Beta laktamaz genlerine spesifik oligoniikleotit primerleri ile hibridizasyon
sonucu beta laktamaz genleri tanimlanir (89, 90).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi
(PZR-RFLP): Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kullanildigi bu yOntemde,

restriksiyon endoniikleazlar, ¢ift zincirli DNA’nin restriksiyon bdlgeleri olarak bilinen
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spesifik baz dizilerini tanimakta ve diziyi bu bdlgelerden kesmektedir. Elde edilen DNA
parcalar1 elektroforez yapilarak birbirinden ayrilr. RFLP yOntemi, enzimin kesim
bolgesindeki degisiklikler nedeniyle ortaya ¢ikan nokta mutasyonlarin saptanmasinda
hizl1 ve basit bir yontemdir (88, 91).

PZR-Tek Zincirde Konformasyon Polimorfizmi (PRR-SSCP): Amplifiye
DNA’daki sekans farkliliklarmin tanimlanmasmda kullanilan basit ve giicli bir
metoddur. Hedef niikleik asit radyoaktif ya da radyoaktif olmayan primerler ile
isaretlendikten sonra PZR ile amplifiye edilir. 95°C 'de 2 dk olacak sekilde denatiire
edilen amplifiye iriinler akrilamid jelde elektroforeze tabi tutulur. Farkli formasyon
olusturan mutasyona ugramis tek iplik¢ikli DNA’lar farkli jel paterni ile ayirt edilir (88,
92).

Ligaz Zincir Reaksiyonu (LZR): Bu yontemde primerlerden amplikon tiretmek
yerine, problarin amplifikasyonu saglanir. PZR’de oldugu gibi termal dongii cihazina
ithtiya¢ duyulur. Denatiirasyon isleminden sonra kalip tek zincirli DNA {izerindeki hedef
dizilere pespese yerlesen oligontikleotit problar termostabil ligaz enzimi ile birlestirilir.
Ligasyona ugrayan oligontikleotit ciftler ve orijinal diziler bir sonraki siklusta kalip
olarak kullanir. Tekrarlayan denatiirasyon, baglanma ve ligasyon sikluslarmdan sonra
amplifikasyon iiriinleri olusur. Ozgiilliigii yiiksek bir testdir (88, 93).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): En kolay ve en yaygin kullanilan
molekiiler yontemdir. Diisiik miktardaki DNA ve RNA’y1 smirsiz sayida ¢ogaltmaya
yarayan basit, hizli ve duyarli in vitro tani yontemidir. 1985 yilinda Carry Mullis
tarafindan tanimlanmis ve giiniimiize kadar gelistirilerek kullanilmaya devam edilmistir.
Temel olarak yiiksek sicaklikta yapist bozulmayan DNA polimeraz enzimi ve
oligoniikleotit DNA primeri kullanilarak, bir Thermo Cycler (Is1 Doniistiiriiciisii)
yardimiyla kalip DNA’nim in vitro ortamda ¢ogaltilmas1 esasima dayanir (88, 94). PZR
ii¢ temel basamakta gerceklesir:

Denatiirasyon: Ornek DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisi yiiksek 1s1
yardimiyla birbirinden ayrilir. Cogunlukla 94°C-97°C arasinda 15-60 sn siiresince
uygulanir.

Annealing (Baglanma): Denatiirasyonu takiben daha diisik 1silarda
oligoniikleotit primerler, ayrilmis olan tek zincirli DNA iizerinde kendi eslenikleri olan
bolgelere baglanirlar. Bu olay ¢ogunlukla 47°C-60°C arasinda 30-60 sn’de gergeklesir.
(G/C oram yliksek olan bolgelerde baglanma 1s1s1 68°C’ye kadar arttirilabilir)
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Elongasyon (uzama): Son asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA
polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglanir. Elongasyon
basamagmin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek DNA’nin
uzunluguna gore 30 sn ile 3 dakika arasinda degisir. Termal siklusun bu ili¢ basamagmin
her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki katina ¢ikar. Olusan {iriin; kalip DNA
miktar1 ve siklus sayisina baglidir. Yaklagik 25-40 siklus uygulanir. Cogaltilan DNA
parcaciklar1 agaroz jelde etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole (UV) 15181 altinda
incelenir (88, 94).

Beta laktamaz enzimin hangi familyadan oldugunun saptanmasinda hizli ve
kolay bir yontemdir. Beta laktamaz genine spesifik oligoniikleotit primerler gen
bankalarmdan temin edilir. Ancak TEM, SHV, OXA beta laktamaz enzimlerinin GSBL
ya da GSBL olup olmadigi konusunda ayrimi saglayamaz (88).

DNA Dizi Analizi: DNA dizi analizi ya da sekanslama, DNA niikleotit baz
diziliminin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Siklikla kullanilan Sanger dizi
analiz yontemi niikleik asit dizisinin komplementerinin olusumu sirasinda her biri farkl
floresan boyalar ile isaretli 2'-3' dideoksiniikleotit trifosfatlarin (ddNTP) zincir
sonlandirma islemlerine dayanir. DNA polimerazi dNTP’lerin yaninda deoksiribozun 3'
pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri substrat olarak kullanir. Kalip DNA,
primer, dNTP ve DNA polimeraz karisimma ddNTP eklenir. Baglanma ve uzama
islemleri uygulanir. Boylelikle farkli uzunlukta DNA parcalarin olusmasi saglanir.
Olusan DNA parcalar1 poliakrilamit jelde elektroforeze tabi tutulur. Dizi analiz
sonuglar1 radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilarak goriiniir
hale getirilir. Giinlimiizde otomotize hale gelmis olan bu ydntemde reaksiyon
baslangicinda floresan veren madde ile igaretli primer yada niikleotitler kullanilarak baz
dizilimi bilgisayar ortaminda goriiniir hale getirilmektedir. Yontem zor, pahali ve
uygulanabilmesi i¢cin gelismis laboratuvarlara ihtiyag duymakla birlikte molekiiler

tanida altin standartdir (95).

2.8. GSBL Ureten izolatlarin Klonal Yayiimm izlemede Kullanilan
Molekiiler Yontemler

Hastane infeksiyonlarinin kontrolii ve 6nlenmesinde infeksiyon etkeni izolatlarin
tanimlanmasi, ¢evresel ya da kisisel kaynaklar ile klonal iliskinin belirlenmesi ve salgin
klonunun saptamasi olduk¢a Onemlidir. Suslar arasindaki klonal iliskinin

belirlenmesiyle epidemik izolatlar, endemik olanlardan ayrilmakta; toplum saglig:
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kontroliinde kullanmak {izere ulusal ve uluslar arasi veri bankalar1 olusturulabilmekte;
herhangi bir yer ve zaman i¢indeki infeksiyonun Ozellikleri tanimlanarak daha etkin
infeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi saglanmaktadir (96).

Fenotipik tiplendirme yontemleri

Antibiyotik duyarlilik paneli, biyokimyasal ve antijenik profil, faj veya
bakteriyosin tiplendirmesi ve multilokus enzim elektroforez yontemi siklikla kullanilan
fenotipik yontemlerdir. Bu yontemler yeteri kadar ayrim yetenegine sahip olmamasi ve
kullanilabilirliginin az olmas1 nedeniyle kisith etkinlige sahiptir (100).

Genotiplendirme yontemleri

Kromozomal DNA polimorfizimine dayali yontemlerdir. DNA spesifik
restriksiyon endoniikleaz enzimler ile kesime ugratilir. Ortaya ¢ikan DNA parcaciklar:
elektrikli bir ortamda hareket ettirilerek separasyona tabi tutulur. Ayrilan parcalarin
olusturduklar1 bantlar etidyum bromid ile boyanarak ya da isaretli problar kullanilarak
goriintiilenir. Genotipleme yontemleri fenotipik metodlara gére daha giivenilir sonuglar
verir. En 0nemli avantajlar1 ise standardize edilebilmeleri, farkli polimorfik yapilarin
giiclii bir sekilde ayrimlanmasi, ucuz, hizli, basit ve duyarli olmasidir. Genotipleme
yontemleri nonamplifiye DNA’nin kullanildig1 direkt genotipleme ve ampifiye
DNA’nin kullanildig1 genotipleme olmak {izere iki baslikda ele alinmaktadir (97, 100).

1-Direkt DNA' nin Hedef Alindig1 Yontemler:

A-Plazmid DNA analizi:

Bakterilerin genotiplemesinde kullanilan ilk yontemdir. Plazmidlerin mobil genetik
element olmasi nedeniyle endemik ve epidemik hastane infeksiyonlarmin birbirinden
ayrimlanmasinda fazla yardimeci1 degildir. Ayrica klonal iligkisiz izolatlarda ayni
plazmidlerin bulunabilecegi gibi klonal iligkili izolatlarda farkli plazmidlerin bulunmas1
nedeniyle fazla tercih edilmemektedir (97, 100).

B-Kromozomal DNA Restriksiyon Endoniikleaz Analizi:

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Yontemde mikroorganizmalarin yogun kiiltiirlerinden kromozomal DNA elde
edilir. Daha sonra ¢ift sarmalli DNA’nin 4-6 bg’lik bdlgelerine spesifik olarak baglanip
kesme islemi yapan restriksiyon enzimlerine tabi tutulur. Agaroz elektroforeziyle
kesilen DNA parcalar1 ayristirilarak klonal iliski arastirilir. Bu yontemle sus igin
spesifik RFLP olarak tanimlanan band kaliplar1 olusur. Bu kaliplara DNA parmakizi
(DNA fingerprinting) denir. Tekrarlanabilirligi yiiksek, kolay, hizli ve ucuz bir
yontemdir (97, 100).
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Ribozomal DNA RFLP analizi (Ribotipleme)

16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genleri hedef alan RFLP yontemidir. Tiirler
arasinda ribozomal RNA’nin alt birimlerini kodlayan genler bakteri kromozomu
boyunca dagilmaktadir ve bunlarin arasindaki DNA dizilimleri farkli uzunluklarda
olabilmektedir. Endoniikleaz enzimlerle kromozomal DNA’nin kesilmesi sonucunda
olusan parcalar ribozomal RNA probuyla hibridizasyona sokuldugunda, kokene 6zgii
DNA bant profilleri elde edilmektedir. rTRNA’y1 kodlayan genler yiiksek derecede
korunmus oldugundan tek bir probla (16S ve 23S rRNA E. coli-iiniversal prob) tim
bakterilerin alt tiplemesi yapilabilmektedir. Ayrim giicii orta seviyede, tekrarlanabilirlik
ve stabilitesi 1y1 olan bir metottur (97, 100).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Agaroz i¢ine gomiilii haldeki bakteri ve dkaryotik hiicrelerden yapisal biitiinligti
bozulmadan izole edilen kromozomun, restriksiyon enzim profilinin belirlenmesi
esasina dayanir. Geleneksel agaroz jel elektroforezde 40-50 kilobaz (kb)’dan daha
biiylik DNA parcalar1 etkili olarak go¢ edememektedir. Biiyiik parcalarin ylriitiilmesi,
akim yOniiniin zik zak olusumu ile miimkiin olabilmektedir. PFGE’de belirli araliklarla
elektrik akiminin yonii degistirilerek; RE enzimle kesilmis kromozomal DNA’dan
olusan 10-800 kb arasinda uzunluga sahip parcalar, etkin bir sekilde go¢ ettirilmekte ve
bunun neticesinde biiyiik parcalar daha arkada, kii¢iik pargalarda en 6nde olacak sekilde
farkl biiyiikliikte DNA bant profili ortaya ¢ikmaktadir. Yontemde; DNA izolasyonu ve
restriksiyon enzimi ile kesim islemleri agaroz kaliplar1 i¢inde yapilmakta, daha sonra
icinde kesime ugratilmis DNA pargalar1t bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak
agaroz icindeki uygun cukurlara yerlestirilerek belirli araliklarla yoni degistirilen
elektrik akimina tabi tutulmaktadir. Zaman alic1 bir yontem olmakla birlikte iistiin
adaptasyon kolayligi, tekrarlanabilirligi ve ayrim giicii nedenleriyle major nozokomiyal
patojenlerin ve bazi toplum kaynakli patojenlerin tiplendirilmesinde gegerli olan bir

tipleme yontemidir (97. 98).

Tenover ve arkadaslar1 suslarin birbirleri ile olan iligkisini tanimlamak i¢in bir

takim kriterler gelistirmiglerdir (99). Bu kriterlere gore:

Aym izolat: Ayni say1r ve boyutlarda bant igeren izolatlardir. Genetik olarak

birbiri ile ayn1 olarak kabul edilirler. Epidemiyolojik olarak iliskilidirler.

Yakin iliskili izolat: Salgm susu ile aralarinda 1-3 bant farklilig1 olan izolatlar

icin kullanilir.
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Muhtemel iliskili izolat: Salgin susu ile aralarinda 4-6 bant farklilig1 olan
izolatlar i¢in kullanilir. Epidemiyolojik olarak iliskisi azdir. Bu sekilde gdzlenen bant
farkliliklar1 uzun bir siirede ya da ¢ok biiylik salginlarda gozlenebilmektedir. Salgin
susu ile ayn1 genetik soydan olmakla birlikte genetik olarak yakin iligkili degildir.

iliskisiz izolatlar: Bu izolatlara ait DNA’da ii¢ ya da daha fazla meydana gelen
degisikliklere bagh olarak, yedi ya da daha fazla bant farkliliklar1 gézlenmektedir.

Epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar olarak yorumlanir (99).
Amplifikasyon Bazhh Yontemler

Bu yontemde hedef DNA oncelikle PZR ile amplifiye edilir. Daha sonra
amplifiye edilen hedef DNA; RE ile isleme tabi tutulup agaroz jelde separasyona tabi

tutulur (100). Bu yontemin en fazla kullanilan formlar1 sunlardir:
-“Repetitive extragenic palindromic element” (REP-PZR),
-“Random amplified polymorphic DNA” (RAPD),
-“Arbitrarily primed” (AP)-PZR,
-“DNA amplification fingerprining” (DAF),
-“Amplified fragment lenght polymorphism” (AFLP) (100).

AP-PZR, RAPD ve DAF Tipleme Yontemleri: Bu tipleme yontemlerinde
hedefe bagh kalinmadan, rastgele secilmis, kisa primerler kullanilarak DNA amplifiye
edilir. Primerlerin rasgele olmasi nedeniyle amplifikasyon isleminde diisiikk baglanma
1s1s1 kullanilir. Ampilifiye DNA daha sonra agaroz jel elektroforezinde difiizyona tabi
tutulur. Bant profillerinin farkliliklarina gore organizmalar tiplendirilir. Uygulama
kolayligi, kisa siirede sonug verebilme 6zellikleri ve nispeten ucuz olmalarindan dolay1
yaygmn kullanim alam1 bulan bu yontemlerin en Onemli dezavantaji heniiz

standardizasyonun saglanamamis olmasidir (100).

REP-PZR: Tekrarlayan ekstragenik elementlerin PZR ile amplifikasyonudur.
Bu yontemde mikroorganizma kromozomunun farkli bolgelerinde yer alan kisa,
tekrarlayan, korunmus bdlgelerini hedef alan kisa primerler kullanilir. Bolgelerin
birbirine ¢ok yakin olmamasi nedeniyle iki ekstra gen bolgesi arasindaki genler
amplifiye edilir. Amplikonlarmm sayr ve uzunluklar1 agaroz jel elektroforez ile
gortintiilenir. Suslar arasinda tekrarlanan elementlerin sayis1 ve lokalizasyon farki

molekiiler tipleme i¢in gerekli olan tipe 6zgii bant profilini olusturmaktadir. REP-PZR;
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AFLP gibi molekiiler tipleme yoluyla suslar arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmada en sik
kullanilan PZR bazli tipleme yOntemlerindendir. REP-PZR tipleme kolay
uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile calisilabilmesi ve ayirt ediciliginin yiiksek olmasi
nedeniyle bakteriyel popiilasyonlarin filogenetik yapilar1 ve taksonomik farkliliklarini

belirlemede de kullanilabilmektedir (100).

“Amplified fragment lenght polymorphism” (AFLP): Genomik DNA’nin
genellikle iki restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan DNA parcalarmin bir
grubunun selektif amplifikasyonu esasina dayanir. Restriksiyon icin ¢esitli enzimler
secilebilir. DNA konsantrasyonu ve saflik derecesi test performansini etkileyen iki ana

faktordiir. Yontem yiiksek ayrim giiciine sahiptir (97, 100).

Multilokus Sekans Tipleme (MLST): Geleneksel multilokus enzim
elektroforezinin genom bazli versiyonudur. MLST toplum kaynakli ya da hastane
kaynakli infeksiyon, uluslararas1 yaygin antibiyotiklere direngli klonlar ile ilgili olarak
oldukca oOnemli bilgiler vermektedir. 1998’de Maiden ve arkadaglar1 tarafindan
tanimlanmistir. Yiksek korunmusluk 6zelligi olan, yaklasik 500 bg’lik,“internal yedi
"house keeping”genlerinin polimorfizmine bagli sekans tipleme ydntemidir. Her bir
lokusdaki farkli sekanslar farkli alel numaralar1 ile tanimlanir ve her bir sus yedi
lokusdaki alele gore yedi saymin dizilimine gore tanimlanir. Diziler, MLST web sitesi
(www.mlst.net) araciligi ile her lokusteki bilinen aleller ile karsilastirilir. Alel
profillerine gore filogenetik analiz gerceklestirilir. MLST geleneksel tiplendirme
metodlar ile uyum i¢inde kullanilmaktadir. Farkli laboratuvarlar ve cografik bolgelerden
elde edilen izolatlarin karsilastirmalarinda bir referans yontem olarak kullanilmaktadir.
Global epidemiyolojide ideal bir yontem oldugu gibi, salgmlar ve kisa stireli
epidemilerin degerlendirilmesinde de faydali bilgiler saglamaktadir. Dezavantaji yogun
laboratuvar ¢alismasi gerektirmesi ve ancak referans veya arastirma laboratuvarlarinda
uygulanabilmesidir (97). Ornegin toplum ve hastane kaynakli MRSA klonlarin
uluslararas1 goriniimiinii gostermek i¢in kullanilmaktadir. GSBL {ireten direncli
klonlarda MLST yontemini kullanarak CTX-M-15 GSBL klonu ile uluslararasi yayilim
gosteren 0,5sH4-ST131 tanimlanmistir. Bu sus Kanada, Fransa, Liibnan, Portekiz, Giiney

kore, Ispanya, Isveg, Ingiltere’de gosterilmistir (101).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma; Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 alinarak inonii
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gerceklestirildi. Inonii
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (BAP) tarafindan desteklendi.

Calismada Haziran 2010-Haziran 2011 tarihleri arasinda Inonii Universitesi T1p
Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi Hastanesi’nin farkli kliniklerinde yatan hastalarin
Mikrobiyoloji Laboratuvarma gonderilen gesitli materyallerinden (idrar, kan, yara vb.)
izole edilen GSBL oldugu c¢ift disk sinerji testi (CDST) ile gosterilen ve CDC
kriterlerine gore hastane infeksiyonu olarak tanimlanan 76 E. coli susu kullanildi (15).
Bu donemler arasinda izole edilen kolonizasyon veya kontaminasyon olarak
degerlendirilen E. coli suslar1 ¢aligmadan ¢ikarildi. Bir hastanin ayni donemdeki
tekrarlayan ornekleri ¢calismaya dahil edilmedi.

3.1. Bakteri izolasyonu ve Tanimlanmasi

Kiiltiirii yapilmak tizere laboratuvara gonderilen ¢esitli klinik 6rnekler %5 koyun
kanl1 ve “Eosin Methylene Blue” (EMB) agar besiyerlerine ekildi. Ekimler aerop
kosullarda 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakild EMB’de iireyen
mikroorganizmalar laktozu kullanma 6zelliklerine gore degerlendirildi. Laktoz pozitif
koloniler i¢in ileri tanimlama islemlerine gecildi. Glukozdan asit ve gaz olusturma,
sukroz ve laktoza etki ve H,S olusturma 6zelliklerini incelemek i¢in ti¢ sekerli demirli
besiyerine (TSI), hareket 6zellikleri, indol {iretimi, sitrat tiiketimi ve iireye etkilerini
arastirmak icin ilgili besiyerlerine ekimler yapildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra E.

coli oldugu gosterilen suslar calismaya alind1 (9, 11).
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Besiyerlerinin Hazirlanisi

Tripton Soy Agar (Plasmatec UK):

Tripton 15 g/l
Soy pepton 5¢g/l
Sodyum klorid 5¢l
Agar 12 g/1

37 g Tripton Soy Agar 1000 ml distile suda 1sitilarak eritildi ve 121°C’de 15
dakika steril edildi. Besiyerinin igine sogumaya yakin 60 ml koyun kani ilave edildi.
Daha sonra 15-18 ml olarak 9 cm’lik petri plaklara dagitildi.

Eosin Metilen Blue Besiyeri (Plasmatec UK):

Pepton 10 g/1
Laktoz 10 g/l
Di potasyum fosfat 0.7 g/l
Eosin Y 0.4 g/l
Methylene blue 0.065 g/1
Agar 15 g/l

37.5 g besiyeri 1000 ml distile suda 1sitilarak eritildi, 121°C’de 15 dakika steril
edildi ve 9 cm’lik petri plaklara 15-18 ml olarak dagitildi.
Mueller-Hinton Agar (HIMEDIA/India):

Beef heart infusion 2 g/l
Casein acid hydrolysate 17.5 g/l
Nisasta 1.5 g/l
Agar 17 g/1

38 g besiyeri 1000 ml distile suda sicak su banyosunda 1sitilarak eritildi ve pH
7.3+0.2’a ayarland1.121 °C’de 15 dakika steril edildi ve 9 cm’lik petri plaklara 4 mm
kalinlikta olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakild.

Simmons Citrate Agar (HiMEDIA/India):

Sodyum citrate 2 g/l
Sodyum klorid 5¢l
Bromothymol blue 0.08 g/l
MgS04 0.2 g/l
Amonyum dihidrojen fosfat 1 g/l
Dipotasyum fosfat 1g/l
Agar 15 g/l
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24.28 g besiyeri 1000 ml distile suda eritildi ve pH 6.8+0.2’a ayarlandi. 121

°C’de 15 dakika steril edildi ve tiiplere dagitilip yatik durumda tutularak besiyeri

katilagtirildi.

Urea Agar Base (Christensen, HIMEDIA/India):

Peptic digest of animal tissue
Dextrose

Sodyum klorid
Monopotasyum fosfat
Phenol red

Agar

1 gl

1 gl
5¢g/l

0.8 g/l
0.012 g/
15 g/l

24 ¢ besiyeri 950 ml distile suda eritildi. 115 °C’de 15 dakika steril edildi. 50°C

kadar sogutuldugunda aseptik sartlarda siispanse edilen %40’lik iire soliisyonundan 50

ml eklendi ve tiiplere dagitilip yatik durumda tutularak besiyeri katilastirildi.

SIM Medium ( HIMEDIA/India):

Peptic digest of animal tissue
Beef Extract

Peptonized iron

Sodium Thiosulphate

Agar

1 gl

3 g/l

0.2 g/l
0.025 g/1
3 g/l

36.23 g besiyeri 1000 ml distile suda eritildi.121°C’de 15 dakika steril edildi ve

tiiplere dagitildi.

Triple Sugar Iron Agar (TSI, HIMEDIA/India):

Peptic digest of animal tissue
Casein enzymic hydrolysate
Yeast extract

Beef extract

Lactose

Sucrose

Dextroz

Sodyum klorid

Ferrous sulphate

Sodium thiosulphate
Phenol red

Agar

10 g/1
1 gl
3 g/l

3 g/l
10 g/1
10 g/1
1 g/l
5¢g/l
0.2 g/l
0.3 g/l
0.024 g/1
12 g/1

45



64.52 g besiyeri 1000 ml distile suda eritildi. 121°C’de 15 dakika steril edildi ve
tiiplere dagitilip yatik durumda tutularak besiyeri katilastirildi.

3.2. Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Tanimlanan suslarin antibiyotik duyarlhliklar: Klinik ve Laboratuvar Standartlar:
Enstitiisii (CLSI) kriterlerine gore Kirby Bauer disk difiizyon (DD) yontemi ile ticari
antibiyotik diskleri (Bioanalyse, Turkey) kullanilarak yapilmistir. Bu amacla; E. coli
olarak tanimlanan suslarin taze bakteri kiiltlirlerinden steril fizyolojik tuzlu su igerisinde
0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu bakteri siispansiyonuna
steril pamuklu ekiivyon batirildi ve ekiivyon tiipiin kenarma bastirilarak fazla inokiilum
uzaklastirildi. Bakteri emdirilmis ekiivyon, 4 mm kalinliginda dékiilmiis Mueller Hinton
agar besiyeri ylizeyine plagi tamamen kaplayacak sekilde stiriildii. Plaktaki nemin
kaybolmas1 i¢in 5-6 dakika bekletildikten sonra antibiyotik diskleri Kirby Bauer disk
difiizyon yontemine uygun sekilde steril pens ile besiyeri yiizeyine yerlestirildi. Tiim
plaklar 35°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi plaktaki inhibisyon zon
caplar1 cetvel ile Ol¢iildi. Sonuclar CLSI’min 6nerdigi yorumlama kriterlerine gore
degerlendirildi (84).

Suslarin antibiyotik duyarliligini belirlemek ic¢in; amoksisilin/klavulanik asit
(AMC 20/10 pg), seftriakson (CRO 30 pg), seftazidim (CAZ 30 pg), sefotaksim (CTX
30 pg), aztreonam (ATM 30 pg), sefoksitin (FOX 30 pg), sefepim (FEP 30 pg),
imipenem (IPM 10 pg), meropenem (MEM 10 pg), ertapenem (ERT 10 pg),
sefoperazon/sulbaktam (CES 75/30 pg), piperasilin/tazobaktam (TZP 100/10 pg),
amikasin (AN 30 pg), siprofloksasin (CIP 5 pg), trimetoprim/sulfametoksazol (SXT
23,75/1,25 pg) diskleri kullanildi. Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 kullanildi.

3.3. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlarin Arastirilmasi

Bakterilerde GSBL varligi CDST ile arastirildi. Stipheli durumlarda sefotaksim/
sefotaksim-klavulanik asit E test stripleri (BioMerieux) ile dogrulama yapildi.
Cift Disk Sinerji Testi (CDST): Antibiyotik duyarliligmin calisildigi plakta diskler
CDST!' ne gore yerlestirildi. Plagin ortasina AMC diski ¢evreye ise merkezden merkeze
uzaklig1 20 mm olacak sekilde seftazidim, sefotaksim, seftriakson, aztreonam, sefepim,
diskleri yerlestirildi. 35°C’de 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra ¢evredeki disklerden
herhangi birinin inhibisyon zonunun AMC diskine dogru belirgin sekilde genislemesi

olumlu sonug olarak degerlendirildi (Resim 1).
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Resim 1. CDST ve DD yontemine gére GSBL saptanmasi
E test GSBL testi: GSBL’in siipheli oldugu durumlarda sefotaksim/sefotaksim-
klavulanik asit E test stripleri (CTX/CTL, AB- BIODISK) ile dogrulama yapild1.
Stripler standart disk diflizyon testinde oldugu sekilde MHA besiyerine yerlestirildi.
35°C’de 16-18 saat inkiibasyondan sonra sefotaksim Minimal Inhibitér konsantrasyonu
(MIK)’nun, sefotaksim-klavulanik asit MIK’una oran1 > 8 (3 diliisyon ve daha yukarisi)
ise GSBL olusturdugu kabul edildi (83, Resim2).

Resim 2. CTX/CTL E testi.

3.4. Suslarin Saklanmasi
GSBL oldugu gosterilen suslar Skim Milk besiyerine (Hi MEDIA, India) pasaj alind1 ve
genotipik direng paternleri ¢alisilincaya kadar -70 °C’de muhafaza edildi.
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3.5. GSBL Enzimlerinin Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi: GSBL gen

tipleri PZR yontemi ile saptandi. Yontemin baslica basamaklart;

3.5.1. DNA lzolasyonu (Ekstraksiyon)

Suslar MHA besiyerine genotip tayini i¢in pasajlandi. Besiyerinde saf kiiltiir
halinde iireyen izolatlar steril 6ze ile almarak, 1ml steril distile su igerisinde 4
Mcfarland bulanikliginda siispanse edildi. Her bir 6rnek en az 5 dakika vortekslenerek
homojen hale getirildi. Daha sonra kuru 1s1 blogunda (Wealtec Corp. USA) 90 °C’de 30
dakika kaynatildi. Tekrar vortekslendi ve sonrasinda 3000 devirde 5 dakika santrifiij
edildi. FElde edilen siipernatan, yeni bir steril mikrosantriflij tiipiine alindi. Genomik
DNA PZR islemine kadar -20°C’de sakland.

Uyumsuz sonuglar i¢in silika membran yontemi (QiagenGmbH, Germany) ile
ticari firmanin oOnerileri dogrultusunda ekstraksiyon tekrarlandi. Yontemin baglica
basamaklari;

-1.5 ml’lik ependorf tiipiine 25ul proteinaz K (20 pg/ml) ve 4 McFarland
bulanikliginda hazirlanmis bakteri stispansiyonundan 200 pl eklendi.

-Bu karisimin {izerine “AL tamponu” eklendi ve 10-20 saniyeden az olmamak
lizere iyice vortekslenerek, 56 °C’de 10 dakika bekletildi. Inkiibasyondan sonra kisa bir
santrifiij yapildi.

-Sonra 200 pl %96-100’liik etanol eklenerek vortekslendi ve ardindan kisa siireli
santrifiij yapildi.

-Ornegin tamami silika membran kolonuna (QiagenGmbH, Germany)
aktarilarak 6000Xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

-Silika membran kolonu c¢ikarilarak atik tiipleri yenisi ile degistirildi. Silika
membran kolonun {izerine 500 pl “Buffer AW1” yikama tamponu eklenerek 1 dakika
6000Xg’de santrifiij edildi.

-Atik tiipii yenisi ile degistirilerek kolon lizerine 500 pul “Buffer AW2” eklenerek
20000Xg’de ii¢ dakika santrifiij edildi. Silika membran kolonu yeni bir tiipe takilarak
bos bir sekilde 20000Xg’de bir dakika santrifiij edilerek kalan sivininda kolondan atik
tiipe gegmesi saglandi.

-Silika membran kolonu bu kez 1.5 ml’lik ependorf tiipe yerlestirildi. Uzerine 50
pl “AE tamponu” konularak bir dakika bekletildikten sonra 6000Xg’de bir dakika
santrifiij edildi.
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-Silika membran kolonu atilarak, tiipte biriken sivi, DNA kaynagi olarak

kullanildz.

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calisilan kokenlerde TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, OXA-2 grup,
OXA-10 grup genlerinin varligini aragtirmak amaciyla PZR yapildi. PZR i¢in kullanilan
soliisyonlar ve amplifikasyon sartlar1 agagida belirtilmistir:

2X amplifikasyon karisiminin hazirlanisi:

10X buffer (Thermo SCIENTIFIC, UK) 200 pl
25 mM MgCl, (Thermo SCIENTIFIC, UK) 120 pl
1.5mM dNTP (Promega, USA ), 25 ul
DNAaz RNAaz free Saf su (Sigma W-4502) 655 ul
Toplam Hacim 1000 pl
PZR icin amplifikasyon tiipiiniin hazirlanmasi

2X reaksiyon karigimi 25 ul
Primer-F I ul
Primer-R I ul
Taq DNA polimeraz (Simpler Red Taqg DNA Polimeraz) 0.3 pl
DNAaz RNAaz free Saf su 17.7 ul
DNA Su
Toplam hacim 50 ul

Amplifikasyon Kosullar1: Amplifikasyon icin GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems/ USA) cihazi kullanildi. Amplifikasyon tiipleri cihaza yerlestirilerek
95°C’de 10 dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan, 95°C’de bir dakika denatiirasyon,
her bir primer i¢cin baglanma 1silar1 tablo 7°de tavsiye edilen derecede ldakika ve
72°C’de 1.5 dakika uzama ile toplam 35 siklus ve final uzama olarak 72°C’de 3 dakika
olacak sekilde uygulandu.
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Tablo 5. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler (102)

Hedeflenen gen Hedef Primer dizilimi Baglanma
bolgesi Primer Adi (53" Is1s1 (°C)
TEM TEM-F TCCGCTCATGAGACAATAACC 60
931bg TEM-R TTGGTCTGACAGTTACCAATGC
SHV SHV-F TGGTTATGCGTTATATTCGCC 60
868 be SHV-R GGTTAGCGTTGCCAGTGCT
CTX-M CTX-F TCTTCCAGAATAAGGAATCCC 56
909 bg CTXR | CCGTTTCCGCTATTACAAAC
VEB VEB-F1 GATAGGAGTACAGACATATG 48
914 b VEB-RI TTTATTCAAATAGTAATTCCACG
OXA-2 grup OXA-2-F AAGAAACGCTACTCGCCTGC 61
478 b OXA2R | CCACTCAACCCATCCTACCC
OXA-10 grup OXA-10-F GTCTTTCGAGTACGGCATTA 61
720 b OXA-I0-R | ATTTTCTTAGCGGCAACTTAC
blaPER PER-F ATGAATGTCATCACAAAATG 48
927 b PER-R TCAATCCGGACTCACT
blaGES GES-F ATGCGCTTCATTCACGCAC 58
864 be GES-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG
3.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonun Agaroz Jelde Elektroforezi
Agaroz jel elektroforez i¢in asagidaki karigimlar hazirlandi:
10X TBE tamponu
Tris-Hydrochlorid (AppliChem, Darmstadt) 121,1 g
EDTA di-sodiumsalt dihydrate (AppliChem, Darmstadt) 38¢g
Boric Asit (AppliChem, Darmstadt) 5555¢

Distile su ile 1000 mI’ye tamamlandi, pH: 8. 0’a ayarlandu.

1X TBE tamponu: Stok soliisyonu 10x TBE’den distile su ile 1/10 oraninda

sulandirilarak elde edildi.

“Gel loading dye”: Bromphenol 40 mg, gliserol 5 ml, 0.5 M EDTA 1.5 ml ve

4.5 ml distile su ile karistirilarak elde edildi.
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%2 Agaroz Jel: Agaroz (Sigma, USA)’dan 3 gr, 1x TBE tamponundan 150 ml

alinip karistirilarak mikrodalga firinda (Argelik) eritildi. Uzerine Smg/ml’lik etidyum
bromiirden 0.5 ng/ml olacak sekilde birakilarak 10 dakika sogumaya birakildi.
Elektroforez tankinin jel dokme kalibi yikanip kurulandiktan sonra jelin disariya
akmasini onlemek i¢in kalibin her iki ucuna birbirine paralel olacak sekilde otoklav
bantlar1 ile kapatildi. Kalibin bir ucuna yakim olacak sekilde kuyucuklar1 olusturmak
iizere 15 disli bir tarak yerlestirildi Jel kalibinin igerisine hazirlanan jel hava kabarcigi
olusturmadan dokiildii. Kalibin i¢indeki jelin katilagsmasi i¢in oda sicakliginda yaklasik
30 dk bekletildi. Katilasan jel kalib1 taraklar ¢ikartildiktan sonra kuyucuklar negatif
kutupta olacak sekilde dikkatlice elektroforez tankinin igine yerlestirildi. Tankin i¢i jelin
iizer1 tamamen kapanmcaya kadar 1X TBE ile dolduruldu. Cogaltilmis DNA
orneklerinin her birinden 9 pl alinip parafin tizerinde 3 pl “Gel loading dye” soliisyonu
ile karistirildi. Karisim daha sonra agaroz jel kuyucuklarina negatif kontrolde olacak
sekilde yerlestirildi. Sonra tankin kapagi kapatildi, pozitif ve negatif elektrotlar:
yerlestirildi ve 100 voltta 2 saat yiriitiildii. Olusan bantlar UV 15181 altinda DNA
molekiiler agirlik standardi [DNA Molecular Weight Marker IX (0.072-1.35 kbp,
Roche, Germany)] ile karsilastirilarak yorumlandi ve fotograflar1 Gel logic 2200
imaging system (Kodak Company, NY, USA) ile ¢ekildi.

3.6. E. coli 'nin Genotiplendirilmesinde Kullanmilan PFGE Protokolu

Suslar arasindaki klonal iliskilerin tespit edilmesi i¢in Durmaz ve arkadaslariin
uyguladiklary, “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) yontemi kullanildi (98).
Yontemin basamaklari;

izolatlarin hazirlanmasi: Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir
diizeyinde tanimlamas1 yapilmis bakterilerden kanl triptikaz soy agar besiyerine tek
koloni ekimi yapildi. Saf kiiltiir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml
hiicre siispansiyon tamponu (HST) (100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8,0) icinde
siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, 2500x g’de, 4°C’de, 15 dakika (alternatif olarak
13.000x g 4°C’de 2 dakika) santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda iistteki HST atild1.
Pelletin tlizerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri
yogunlugu, spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco, Germany)
yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans olacak sekilde ayarlandi. Bakteri siispansiyonu kisa
siire icinde (5 dakika) agaroza gomiilecek ise oda 1sisinda, gecikecek ise kirik buz iginde

bekletildi.
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izolatlarin Agaroza Gomiilmesi: HST icerisinde %2’lik diisiik erime 1sili
agaroz (Gibco BRL, Paisley, UK) hazirlandi. 0.2 g agaroz, 100 ml'lik balona konuldu.
Uzerine 9 ml HST eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagilmas: saglandi. Balonun
agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutulup, ¢ikarilarak
hafif¢ce karistirildi. Tekrar 2-3 saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz iyice
coziiliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agarozu kisa
stireli mikrodalgada tutarak erime islemi tamamlandi. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra
45-50°C’lik su banyosunda kalip hazirlama stiresince tutuldu. Agaroz karisimindan 500
pl'lik ependorf tiiplere dagitildi ve islem siiresince 45-50°C’lik kuru 1s1 blogunda
bekletildi. Her sus i¢cin bir agaroz kalib1 isaretlendi. HST i¢inde hazirlanan bakteri
siispansiyonundan 500 pl almarak 50°C 1s1 blogunda bekletilen diisiik erime 1s1l1
agaroza eklendi. Pipetaj yapilarak iyice karigsmasi saglandi Agaroz karigimi hava
kabarcig1 olmayacak sekilde agaroz kalibima (Imm by 5mm by 1.5mm, Bio Rad
Laboratories) 100 pl dagitildi. Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de,10 dakika
bekletildi. Agarozun homojen katilasmasi saglandi.

Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi: Bes ml’lik steril kapakl tiiplere, 0.5
ml hiicre pargalama tamponu-1(HPT-1) (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5
mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konuldu. Igerisinde bakteri bulunan agaroz,
kaliptan ¢ikarilarak HPT-1 soliisyonuna yerlestirildi. 37°C’de 1 saat calkalamali su
banyosunda bekletildi. HPT-1 dokiilerek, yerine 0.5 ml HPT-2 (0.5 M EDTA, 400
ug/ml proteinaz K) konuldu. 55°C’de 2 saat calkalamali su banyosunda bekletildi

Hiicre lizisinden sonra agaroz kahplarin yikanmasi: Dikkatlice HPT-2 aspire
edildi. Icinde agaroz kalip bulunan tiipe, 50°C’ye 1sitilmis olan steril ultra saf sudan
(Reagent Grade Type 1) 4 ml eklenerek, 50°C calkalamali su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Su tamamen aspire edilip, su ile yikama islemi iki defa daha tekrarlandi. Su
tamamen aspire edildi. Daha sonra agaroz kaliplar1 ii¢ defa (her biri 50°C’de 15 dakika
olmak iizere), 4 ml TE (10 mM Tris-HCL, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) tamponuyla yikandi.
Boylece icinde saflastirilmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime
hazir hale getirilmis oldu.

Agaroz kahplan icindeki DNA'nmin RE ile kesilmesi: DNA igeren agaroz
kalib1 bir lam tlizerine alinarak bistiiri yardimi ile 1/3 oraninda kesildi. Parcalardan biri
100 pl 1x Xbal tamponu i¢ine konularak ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika
bekletildi. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlands,
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10x Xbal tamponu 10 pl

Xbal enzimi (10 U/ul) (Fermentas, Life Sciences) 3ul
Steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1) 87 ul
Toplam hacim 100 pl

Bu karisim igerisine, enzim tamponu ile yikanmis agaroz kalip konulup,
calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kaliplar elektroforez i¢in hazir
oldu.

Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi: 0.5X TBE
(44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0) iginde 100 ml
olacak sekilde %1’lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories)
hazirlandi. 1 gr “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konup. lizerine 100
ml 0,5X TBE eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun agzina
aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda maximum derecede 60 saniye tutuldu,
cikarilarak hafifce karistirildi, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz
iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu. Agaroz dokiilecek
kaset hazirlandi, sizdirmamasi icin etrafi bantlandi. Su terazisi ile tamamen diizgiin
oldugu kontrol edilmis bir zemine konuldu. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her
biri, 15 digli taragin diglerinin u¢ kismina (taragin ug¢ c¢izgisine tam paralel olacak
sekilde) yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait
kaliplar yiiklendi. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlas1 alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan
kistm DNA’nm yliriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset i¢cine
yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakhigi yaklasik 45-50 °C olan agaroz
dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢cine dokiildii. Oda 1sisinda 20—
30 dakika katilagsmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi. Kaset cerceveleri ¢ikarilarak
1900-2000 ml 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

Elektroforez: CHEF-DRII sisteminde (Bio-RAD Laboratories, NAZAreth,
Belgium) baslangic vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus agis1 120°, akim
6V/em?, sicaklik 14°C, siire 20 saat olacak sekilde elektroforez uygulandi.

Sonucun gozlenmesi ve analizi:

a. Elektroforez sonrasinda jel, Spg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf
suda 20 dakika bekletildi. UV 151k altinda goriintiilendi.

b. “Gel logic 2200 imaging system” (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak
DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kaydedildi.
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c. “Gel Compar II” yazilim sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde
bulunan standartlar yardimi ile resimler aras1 normalizasyon yapildi. “Unweighted pair
group method with mathematical averaging” (UPGMA) kullanilarak PFGE profillerin
dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagh “Dice” benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil tolerans1 %1-1.5 olarak alindi.

d. Tenover ve ark. tarafindan gelistirilmis kriterler kullanilarak izolatlar ayni,
yakin iligkili, muhtemel iliskili ve iliskisiz olarak degerlendirildi (99). Bu
degerlendirmeye gore;

Aymi izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant igeren izolatlar i¢cin kullanilir. Bu
izolatlar genetik olarak farksiz ve epidemiyolojik olarak iligkilidir.

Yakin iliskili izolatlar: Salgin sus ile aralarinda 2-3 bant farki vardir. Biiyilik
olasilikla salginla iliskili izolatlardr.

Muhtemel iliskili izolatlar: Salgin sus ile aralarinda 4-6 bant farki vardir.
Muhtemelen salgmla iligkilidirler.

iligkisiz izolatlar: Aralarmda >7 bant farki vardwr. Salgmla iliskileri
bulunmayan suslardir.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢cin SPSS 16.0 paket programi
kullanildi. Degiskenlere iliskin veriler kategorik verilerden olustugu i¢in tanimlayici
Olciit olarak say1 ve ylizde kullanildi. Calismaya alinan tiim izolatlarin servislere gore
dagilimi, izolatlar elde edildigi 6rnekler, izolatlarm antibiyotik duyarliliklar1 ve beta
laktamaz gen yiizdesi hesaplandi. Antibiyotik duyarlilik oranlarinin karsilastirilmasinda
Fisher'in kesin ki-kare testi, Pearson ki-kare ve McNemar testi kullanildi ve p<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Inénii  Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezinin degisik
kliniklerinden Haziran 2010-Haziran 2011 tarihleri arasinda Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen 6rneklerde hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilen ve
GSBL iireten 76 E. coli susu bu ¢alismada kullanilmastir.

E. coli izolatlarmin; %35°1 yogun bakim (%10 genel cerrahi, %7 organ nakli, %5
dahiliye, %35 reanimasyon, %3 beyin cerrahi, %3 kardiyoloji, %1 pediatri, %1
yenidogan tiniteleri olmak tizere ), %16’s1 dahiliye, %13’ genel cerrahi, %12’si tiroloji,
%38’1 pediatri, %3l gogiis hastaliklari, ndroloji ve beyin cerrahi, %]1’1 ortopedi
servisinden elde edilmistir. Kan izolatlar1 en sik yogun bakim ve dahiliye, yara izolatlar1
en sik genel cerrahi, idrar izolatlar1 ise en sik iiroloji ve yogun bakim bolimlerinden
elde edilmistir. Suslarin klinik servislere gore dagilimi ve izole edildikleri 6rnek tiirleri

Tablo 6’da belirtilmistir.
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Tablo 6. E. coli izolatlarinin klinik servislere ve 6rneklere gore dagilimu.

Klinik Servisler / Ornek Idrar Kan Yara | SVS* | Diger Toplam
n %
Yogun Bakim** 7 11 5 3 1 27 35
Dahiliye 3 9 0 0 0 12 16
Genel Cerrahi 1 1 6 2 0 10 13
Uroloji 8 0 0 1 0 9 12
Pediatri 4 1 0 0 1 6 8
Organ Nakli 1 2 1 1 0 5 6
Gaogiis Hastahklar 0 1 1 0 0 2 3
Noroloji 2 0 0 0 0 2 3
Beyin Cerrahi 0 0 2 0 0 2 3
Ortopedi ve Travmatoloji 0 0 1 0 0 1 1
Toplam 26/34 | 25/33 |16/21 | 7/9 2/3 76 100

SVS#*: Kan ve idrar disindaki steril viicut sivisi, Diger: balgam, trakeal aspirat.
Yogun Bakim**: Genel Cerrahi Yogun Bakim, Organ Nakli Yogun Bakim, Dahiliye Yogun Bakim,
Reanimasyon Yogun Bakim, Beyin Cerrahi Yogun Bakim, Kardiyoloji Yogun Bakim, Pediatri Yogun

Bakim, Yenidogan Yogun Bakimdan olusmaktadir.

4.1. DD Yontemine Gore Antibiyotik Duyarhlik Deneylerinin Sonuclarn

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklar1 Tablo 7°de gdsterilmistir. Bu
tabloya gore izolatlar imipenem ve meropeneme %100, ertapeneme ise %83 duyarh
bulunmustur. Meropenem ve imipenem ile ertapenem duyarhiliklar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (x’>= 13.0, p < 0.05).

Amikasine %100 ve gentamisine %50 duyarlilik saptanmis olup aralarindaki
duyarlilik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (x*= 38, p<0.05).

Amoksisilin/klavulanik asite %21, piperasilin/tazobaktama %61,
sefaperazon/sulbaktama %63 duyarlilik bulunmustur. Piperasilin/tazobaktam ve
sefaperazon/sulbaktam ile amoksisilin/klavulanik asit duyarliliklar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001).

Siprofloksasilin %41, tetrasiklin %22, trimetoprim/siilfometaksazol %29 duyarl
bulunmustur. Ayrica ¢calismamizda seftazidime %18, sefepime %25 ve aztreonama %20
duyarhlik saptanmis olup aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0.05).
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Ampisilin, karbenisilin, sefotaksim ve seftriaksona tiim suslar direngli
bulunmustur (Tablo 9, istatistiksel degerlendirmede; orta derecede duyarli olan suslar
direngli gruba kaydirilmis ve tek grup olarak ele alinmistir).

Tablo 7. E. coli izolatlarinin antibiyotiklere duyarliligi.

Antibiyotik Duyarh Direncli

n % n %
Seftazidim 14 18 62 82
Seftriakson 0 0 76 100
Sefotaksim 0 0 76 100
Sefepim 19 25 57 75
Aztreonam 15 20 61 80
Sefoksitin 73 96 3 4
Amikasin 76 100 0 0
Imipenem 76 100 0 0
Meropenem 76 100 0 0
Ertapenem 63 83 13 17
Amoksisilin-klavulanik asit 16 21 60 79
Piperasilin-tazobaktam 46 61 30 39
Sefoperazon-sulbaktam 48 63 28 37
Gentamisin 38 50 38 50
Siprofloksasin 31 41 45 59
Tetrasiklin 17 22 59 78
Trimetoprim-sulfametoksazol 22 29 54 71
Norfloksasilin 8 31 18 69
Nitrofurantoin 23 88 3 12
Karbenisilin 0 0 26 100
Ampisilin 0 0 76 100

4.2. Beta Laktamaz Genlerinin PZR Yo6ntemi ile Saptanmasi
CTX-M Beta-laktamaz: 909 bg¢’lik bolgede bant goriinimii CTX-M beta laktamaz icin
pozitif kabul edildi. 76 E. coli izolatlarinin 68’inde CTX-M beta laktamaz geni saptandi
(Resim 3).
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1353 be

09 b
872 bg <

Resim 3. CTX-M PZR iirlinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi.
TEM Beta laktamaz: 931 bg’lik bolgede bant goriinimii TEM beta laktamaz icin
pozitif olarak kabul edildi. 76 E. coli izolatlarinin 45’inde TEM beta laktamaz geni
saptandi (Resim 4).

1353 bg

872 be 931 bg

Resim 4. TEM PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi.
OXA-2 grup Beta-laktamaz: 478 bg¢'lik bolgede bant goriinimii OXA-2 grup beta
laktamaz i¢in pozitif kabul edildi. 76 E. coli izolatlarinin 12°sinde OXA-2 grup beta

laktamaz geni saptandi (Resim 5).

M 1 2 3 -1 5 NK

630 be
478 bg

310 bg

Resim 5. OXA-2 grup PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi.



PER Beta-laktamaz: 927 bg¢'lik bolgede bant goriiniimii PER beta laktamaz i¢in pozitif
kabul edildi. 76 E. coli izolatlarinin 11°inde PER beta laktamaz geni saptandi (Resim 6).

27 bg

Resim 6. PER PZR {iriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi.
SHYV Beta-laktamaz: 868 bg¢'lik bolgede bant gériiniimii SHV beta laktamaz i¢in pozitif
kabul edildi. 76 E. coli izolatlarinin 9’unda SHV beta laktamaz geni saptandi (Resim 7).

1353 be

872 bge |68 bg

Resim 7. SHV PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi.
OXA-10 grup Beta laktamaz:720 bg'lik bolgede bant goriinimii OXA-10 grup i¢in
pozitif kabul edildi. 76 E. coli izolatlarmin 3’de OXA-10 grup beta laktamaz geni
saptandi (Resim 8).

353 bg
872 bg
630 bg

720 bg

Resim 8. OXA-10 grup PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi.
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GES ve VEB Beta laktamaz: 864 bg¢’lik bolgede bant goriiniimii GES beta laktamaz
icin, 914 beg’lik bolgede bant goriiniimii VEB beta laktamaz i¢in pozitif kabul edildi.
Higbir izolatda GES ve VEB beta laktamaz geni saptanmadi.

4.3. Suslarda Saptanan Beta Laktamaz Genleri

Suslarin beta laktamaz gen prevalansi: CTX-M i¢in %89.5, TEM i¢in %59.2,
PER i¢in %14.5, OXA-2 grup icin %15.8, SHV icin %11.8, OXA-10 grup icin %3.9
olarak bulunmustur. Higbir izolatda GES ve VEB beta laktamaz geni saptanmamustir
(Tablo 8, 9). Bir izolatta CDST ve E testi ile GSBL iiretimi fenotipik olarak

saptanmasia ragmen arastirilan genlerden hicbirisi bulunmamistir (Tablo 8, 38 nolu

sus).

Tablo 8. E. coli izolatlarinin beta laktamaz gen birliktelikleri ve genotipleme

Swra | Sus | TEM | SHV | CTX-M | OXA-2 OXA-10 | PER | GES | VEB | Geno
No No grup grup tip
1 1 + A 57
2 2 +F + 3 55
3 3 + & 41
4 4 3 + 58
5 5 i 18
6 6 + + 37
7 7 + + + 39
8 8 + + + 63
9 9 s 59
10 10 i 60
11 11 F & 42
12 12 aF iF 14
13 13 3 46
14 14 = 29
15 15 = aF 2b
16 16 = 11
17 18 = 21
18 19 = a4 34b
19 20 = 22
20 21 aF a4 27b
21 22 = aF 23
22 23 aF a4 46b
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Sira | Sus TEM | SHV | CTX-M | OXA-2 OXA-10 | PER | GES | VEB | Geno
No no grup grup tip
60 65 3 30
61 66 3 27
62 67 s 3 3 62
63 68 s 3 3 31
64 69 3 3 3 10b
65 70 s 3 3 12
66 71 s 3 + 16
67 72 s 3 49
68 73 s 3 44
69 74 s 3 2
70 76 s 3 1
71 77 s 3 la
72 78 s 3 45
73 79 3 3 3 3 33
74 80 3 3 3 38
75 81 3 + 56
76 82 3 + 3 20

Tablo 9. E. coli izolatlarinin beta laktamaz gen oranlar1.

Sira Beta laktamaz Pozitiflik sayis1 Negatiflik sayisi

No gen adi n % n %
1 CTX-M 68 89.5 8 10.5
2 TEM 45 59.2 31 40.8
3 OXA-2 grup 12 15.8 64 84.2
4 PER 11 14.5 65 85.5
5 SHV 9 11.8 67 88.2
6 OXA-10 grup 3 3.9 73 96.1
7 VEB 0 0 7 100
8 GES 0 0 76 100

4.4. Suslarda Saptanan Beta Laktamaz Genlerinin Birlikte Bulunma
Sikhiklar
Suslar beta laktamaz gen acisindan incelendiginde; yalniz CTX-M beta laktamaz

geni bulunduran sus sayisi 20, yalniz TEM beta laktamaz geni bulunduran sus sayis1 2,
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TEM ve CTX-M beta laktamazini birlikte bulunduran izolat sayis1 25, TEM/SHV/CTX-
M birlikteligi gosteren izolat sayist ise 3 olarak saptanmistir. Yalniz SHV geni
bulunduran izolat saptanmamustir. Suslara ait beta laktamaz genlerinin birlikte bulunma
sikliklar1 Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. E. coli izolatlarinin beta-laktamaz gen birliktelikleri.

Sira No PZR ile pozitif bulunan beta Gen bulunduran Yiizde
laktamaz genleri izolat sayis1 (n: 75) (%)
1 TEM/CTX-M 25 33.7
2 Yalniz CTX-M 20 27.0
3 TEM/ CTX-M/ PER 6 8.1
4 OXA-2grup/CTX-M 4 5.4
5 TEM/SHV/CTX-M 3 4.0
6 TEM/CTX-M/OXA-2grup 3 4.0
7 Yalniz TEM 2 2.7
8 SHV/ CTX-M/ PER 2 2.7
9 SHV/CTX-M 1 1.4
10 TEM/SHV 1 1.4
11 CTX-M/ OXA-2/ OXA-10 grup 1 1.4
12 TEM/ OXA-2/ OXA-10 grup 1 1.4
13 CTX-M/OXA-10 grup 1 1.4
14 TEM/PER 1 1.4
15 TEM/OXA-2grup 1 1.4
16 CTX-M/ PER 1 1.4
17 TEM/SHV/PER 1 1.4
18 SHV/ CTX-M/ OXA-2 grup/PER 1 1.4
19 Yalniz SHV 0 0

4.5. Yalmz CTX-M ve TEM/CTX-M Bulunduran E. coli izolatlarimmn
Antibiyotik Duyarhhklan

Suslarin GSBL enzimlerinin varliklarna gore antibiyotik duyarliliklar1 tablo
11°de gosterilmistir. Bu tabloya gore suslarm siprofloksasilin duyarliligi;; TEM/CTX-M
birlikteliginde %44 iken, yalniz CTX-M geni bulunduran izolatlarda %25’e diismekle
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birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). Tim beta-laktam/beta
laktamaz inihibitér kombinasyonlarmin duyarliligi; TEM/CTX-M birlikteligi olan
izolatlarda, yalniz CTX-M bulunduran izolatlara gére daha diisiik saptanmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Seftazidim, sefepim ve aztreonam
duyarhliklarinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. TEM/CTX-M
bulunduran izolatlarda sefotaksime, yalniz CTX-M bulunduran izolatlarda ise
seftriakson ve sefotaksime duyarllik saptanmamistir.

Tablo 11. Yalniz TEM/CTX-M ve CTX-M bulunduran izolatlarinin antibiyotik

duyarhliklari.
Yalmz TEM/CTX-M Yalmiz CTX-M
Antibiyotik (n=25) (n=20)

n % n %
Ertapenem 19 76 16 80
Siprofloksasilin 11 44 5 25
Amoksisilin-klavulanik asit 3 12 3 15
Piperasilin-tazobaktam 13 52 14 70
Sefaperazon-sulbaktam 13 52 15 75
Seftazidim 4 16 3 15
Sefepim 5 20 6 30
Aztreonam 5 20 4 20
Seftriakson 1 4 0 0
Sefotaksim 0 0 0 0

4.6. Suslarin PFGE Yontemine Gore Tiplendirilmesi

PFGE yontemiyle 76 E. coli susunun 14’iiniin (%19) bir kiime i¢cinde oldugu
saptandi. Bu suslar 7 kiime i¢inde yer aldi. 69 farkli genotipik profil saptandi. Baskin
klon ya da salgin klon saptanmadi (Resim 9, Sekil 2. PFGE E. coli dendrogram).

Kiime icinde Yer Alan Suslarin Epidemiyolojik Tliskileri

Birinci kiime (1): iki sus icermektedir. Ik sus 06.12.2010 tarihinde kardiyoloji
yogun bakimda yatan hastanin idrar 6rneginde, ikinci sus ayni tarihte pediatri servisinde
yatan hastanin balgam 6rneginden izole edildi. Suslar birbirleri ile yakin iliskili olarak

saptandi.
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ikinci kiime (2): iki sustan olusmaktadir. Ilk sus 01.12.2010 tarihinde dahili
yogun bakim servisinde yatan hastanm yara rneginden izole edildi. ikinci sus ise
dahiliye servisinde yatan hastanin kan 6rneginden 11.07.2010 tarihinde izole edildi.
Suslar birbirleri ile muhtemel iligkili olarak saptandi.

Uciincii kiime (10): ki sustan olusmaktadir. ik sus 01.09.2010 tarihinde iiroloji
servisinde yatan hastanin idrar drneginde izole edildi. ikinci sus genel cerrahi yogun
bakimda yatan hastanin kan orneginden 21.10.2010 tarihinde izole edildi. Suslar
birbirleri ile muhtemel iliskili olarak saptandi.

Dordiincii kiime (27): Iki sustan olusmaktadir. ik sus 15.09.2010 tarihinde
iiroloji servisinde yatan hastanm idrar 6rneginden izole edildi. Ikinci sus 10.06.2010
tarthinde dahiliye servisinde yatan hastanin idrar Orneginden izole edildi. Suslar
birbirleri ile muhtemel iliskili olarak saptandi.

Besinci kiime (28): Iki sustan olusmaktadir. Ik sus 23.10.2010 tarihinde
reanimasyon servisinde yatan hastanin idrar Orneginde izole edildi. Ikinci sus
14.10.2010 tarihinde yenidogan yogun bakim servisinde yatan hastanin kan 6rneginden
izole edildi. Suslar birbirleri ile klonal iliskili olarak saptandi.

Altine1 kiime (34): Iki sustan olusmaktadir. ilk sus 19.08.2010 tarihinde beyin
cerrahi servisinde yatan hastanm idrar kiiltiirii 6rneginden izole edildi. ikinci sus 05.07.
2010 tarihinde dahili yogun bakimda yatan hastanin idrar 6rneginde izole edildi. Suslar
birbirleri ile muhtemel iliskili olarak saptandi.

Yedinci kiime (46): ki sustan olusmaktadir. ilk sus 03.07.2010 tarihinde organ
nakli yogun bakim servisinde yatan hastanin kan 6rneginden, ikinci sus 02.08.2010
tarthinde dahili yogun bakim servisinde yatan hastanin kan orneginden izole edildi.
Suslar birbirleri ile muhtemel iliskili olarak saptandi.

Besinci kiime disindaki kiimelerde yer alan hastalarin yas profili, infeksiyon tipi,

izole edildikleri 6rnek ve boliimler birbirinden farkli olarak saptandi.

65



M 1 2 3 4 5 6 M 7 8§ 9 10 11 12 M

Resim 9. GSBL iireten E. coli suslarinin Xbal enzimi ile kesimin ardindan olusan PFGE

modellerine ait 6rnekler (M: E. coli ATCC 25922 susu PFGE belirteci. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11, 12; sus no’lar1. Suslarin PFGE yontemine gore genotipleri sirastyla;57, 55,
41, 58, 18, 37, 39, 63, 59, 60, 42, 14).
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Sekil 2. E. coli Dendrogramu.
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5.TARTISMA

Escherichia coli insanlarda nozokomiyal ve toplum kaynakli infeksiyonlarin
onemli bir sebebidir. Bu bakteriye bagli infeksiyonlar siklikla endojen kaynakli olup
hastanin kendi barsak florasindan koken alir. Uriner sistem infeksiyonlari, enterik
infeksiyonlar ve sistemik infeksiyonlarm  Onemli bir sebebidir.  Sistemik
infeksiyonlardan; bakteriyemi, nozokomiyal pndmoni, kolesistit, kolanjit, peritonit,
seliilit, osteomyelit ve infeksiy0z artrit gibi infeksiyonlara neden olur (11). Son yillarda
hastane infeksiyonlarinda izole edilen Gram negatif bakteriler arasinda GSBL {ireten E.
coli’nin sikligmin artmasi 6nemli problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun nedeni
ozellikle toplumda saghkli CTX-M iireten E. coli tasiyiciligin artmasidir (103).

Cogul ilaca direngli GSBL iireten E. coli igin tedavi segenekleri sinirhidir ve
baslangic ampirik tedavi siklikla basarisiz olmaktadir. Bu nedenle bu tip
mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyonlarin erkenden tanimlanmasi uygun
tedavinin baslanmasi yOniinden kritik Oneme sahiptir. IDSA (Infectious Diseases
Society of America) 2006 raporuna gore GSBL iireten E. coli acil yeni antibakteriyel
ajanlara ihtiya¢ duyulan direngli patogenler arasina girmistir (104).

GSBL’ler bazi bakterilerin kromozomal yapisinda olmakla birlikte siklikla
sonradan plazmidler araciligi ile kazamlirlar. Toplumda plazmid ve integron aracili
yayilim o6zelligi gosteren bu enzimler tehlikeli boyutlara varacak sekilde nozokomiyal
patojenlerin de direng oranlarini artirmistir (4, 50). Nozokomiyal infeksiyonlar 6zellikle
yogun bakim {initelerinde daha sik gézlenmektedir. Yogun bakim {initelerinden izole
edilen Gram-negatif basillerin antibiyotik duyarliligiyla ilgili yapilan ¢ok merkezli bir
calismada antibiyotik direncinin en Onemli nedeni olarak GSBL {iretimi
gosterilmektedir (105). Tayvan’da yapilan bir baska c¢alismada ise nozokomiyal
kaynakli bakteriyemilerde Acinetobacter ve GSBL fiireten Klebsiella spp. disinda,
florokinolon ya da sefalosporine direngli E. coli ve GSBL iireten E. coli tehlike

olusturan Gram negatif patogenler olarak saptanmistir (106).

69



Nozokomiyal kaynakli infeksiyon tipleri ve etkenleri izole edildikleri boliim ve
bolgelere gore degisebilmektedir. Hastanemizde 1996 yilinda Durmaz ve ark.’nin
yapmis oldugu bir calismada hastane infeksiyonu siklikla yogun bakim, genel cerrahi ve
ortopedi boliimlerinde ve cerrahi yara yeri ve {iriner sistem infeksiyonu olarak
saptanmistir. Bu ¢alismada en sik izole edilen etkenler Enterobacteriaceae tliyeleri ve S.
aureus olarak saptanmistir (107). Hastanemizde yine 2003 yilinda Ersoy ve ark.’nin
yapmis oldugu caligmada hastane infeksiyonu en sik yenidogan ve yogun bakim
bolimlerinde dolasim ve solunum sistem infeksiyonlar1 sekilde karsimiza ¢iktigi
saptanmistir. Yine bu ¢alismada en sik izole edilen etkenler S. aureus, Klebsiella spp.,
E. coli ve Acinetobacter spp. olarak tanimlanmistir (108). Celik ve ark.’da hastane
infeksiyonlarini siklikla yogun bakim boéliimlerinde ve E. coli ve Pseudomonas
tiirlerinin etken oldugu dolasim ve solunum sistemi infeksiyonlar1 olarak saptamiglardir
(109). Leblecioglu ve ark.’nin bes yillik siirveyans seklinde yogun bakim iinitesinde
yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise en sik Pseudomonas spp., ikinci siklikta ise E. coli’yi
etken olarak izole etmislerdir (110). Yapmis oldugumuz bu calismada ise hastanemizde
yapilmis calismalar ile uyumlu olacak sekilde GSBL iireten E. coli izolatlar1 en sik
yogun bakim bdliimlerinden, sonrasinda ise dahiliye ve genel cerrahi servisinden izole
edilmistir. GSBL iireten E. coli izolatlarinin en sik saptandigi 6rnekler ise sirayla idrar,
kan ve yara olmustur.

GSBL oranlar iilkeler ve hastaneler arasinda farklilik gostermekle birlikte son
yillarda oldukga artig gdstermistir (7). Korten ve ark ’1 2000-2003 yillar1 arasinda dokuz
merkezden elde ettikleri izolatlar ile yapmis olduklar1 ¢alismada GSBL oranini E. coli
icin %19.5 olarak saptamiglardir (111). Zarakolu ve ark. nozokomiyal infeksiyon etkeni
Gram negatif patogenler iizerinde MYSTIC program cercevesinde 2000-2004 yillar1
arasinda yapmis olduklar1 calismada GSBL oranint; E. coli i¢cin %28 ve K. pneumoniae
icin %47 olarak saptamuslardir (112). Giir ve ark.’nm HITIT-2 olarak 2007°de yaptiklar
bir ¢alismada ise E. coli icin GSBL oran1 %42 ve K. pneumoniae icin ise %41.4 ile
birbirine yakin bulunmustur (113). Hastanemizde GSBL oranlar1 ile ilgili 2002’de
yapilmig bir calismada E. coli icin GSBL orani; idrar izolatlar1 i¢cin %30.6 ve kan
izolatlar1 i¢in ise %34.5 olarak yiiksek bulunmustur (114, 115). Bir diger ¢alisma ise
2009 yilinda yapilmis ve en sik idrar izolatlarinda olmak iizere E. coli i¢in GSBL orani
%27.5 olarak saptanmustir (116). Ulkemizde gozlenen biitiin bu farkli GSBL oranlari ile
birlikte Akyar ve ark.’nmin yakin zamanda yapmis olduklar1 bir calismada; E. coli

suslarmimn GSBL olusturma oranlarmin her yil artis gostedigini 2004’de %3.8’den
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2008’de %17.2°ye ¢iktigin1 saptamislardir. Klebsiella suslarinda ise 2004 ve 2005°de
yakin olan oranlar 2006’da anlamli derecede artmis (%7.7°den %15.7°ye), 2007 ve
2008°de yine yiiksek diizeyde (%16.3) saptanmistir (117). 2006°da Ispanya’da yapilan
bir arastirmada tiim bu artislar1 destekler sekilde bir sonug elde edilmistir. Bu sonuca
gore GSBL {ireten E. coli ile infeksiyon ya da kolonizasyon orani; 1996°da 1.65 epizod
/100.000 hasta-giin iken 2002 yilinda 12.6 epizod /100.000 hasta-giin olarak
bulunmustur (118).

Diinyada ¢ok farklt GSBL oranlar1 mevcuttur. Cok merkezli bir arastirma
programi olan MYSTIC calismasmin 2000 yili sonuglarina gore Dogu Avrupa
hastanelerinde GSBL iireten bakterilerde belirgin bir artis oldugu gosterilmistir. Ayni
calismada E. coli’deki GSBL oranlar1 Brezilya’da %19.6, Amerika’da %5 oraninda,
Klebsiella spp. suslarindaki GSBL oranlar1 ise Brezilya’da %62, Amerika’da %5.9
oraninda saptanmistir (119). 2007°de Turner’in yapmis oldugu Mystic Avrupa
Meropenem ¢alismasinda 28 merkezden 5208 izolat taranmus; tiim Enterobacteriaceae
arasindan en sik E. coli’nin saptandig1 bu calismada GSBL orani E. coli i¢in %4.9,
K.pneumoniae’de %7.2 olarak iilkemize gore oldukca diisiikk saptanmistir (120). 2003-
2004 ARMED-EARSS raporuna gore GSBL {ireten E.coli sikliginda birinci sirada %70
ile Misir, sonra da %27.8 ile Tiirkiye gelmektedir (121). Canton ve ark.’1 ise iilkeler
arasinda farklilik olmakla birlikte; Avrupa’daki GSBL oraninin Amerika’dan yiiksek,
Asya ve Giliney Amerika’dan ise diisiik olarak saptamislardir. Epidemik plazmidler ile
yayginlasan spesifik klonlar; GSBL iireten izolat artisindan sorumlu tutulmus ve bu
izolatlarda TEM-4, TEM-24, TEM-52, SHV-12, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-3,
CTX-M-15 ve CTX-M-32 enzimleri siklikla saptanmistir. Ayni zamanda tiim bu
izolatlarda CTX-M tipi beta laktamazlarin belirgin bir sekilde arttig1 saptanmistir (7).

GSBL iireten mikroorganizmalar ile infeksiyon ya da kolonizasyon i¢in ¢esitli
risk faktorleri tanimlayan ¢alismalar vardir. GSBL iireten E. coli bakteriyemili kanser
hastalar1 ile yapilan bir arastirmada kadin cinsiyet, hematolojik malignensi ve 6ncesinde
antibiyotik tedavisi almak GSBL kazanimi i¢in risk faktorleri olarak saptanmistir (122).
Yine Isvigre’de iiglincii basamak hizmeti veren bir hastanede yapilan vaka kontrol
calismasinda; hastaneye kabul edilmeden Once antibiyotik kullanimi, yogun bakim
iinitesinde mekanik ventilasyon kullanimi ve GSBL’nin yiiksek siklikta gbzlendigi
iilkelere seyahat; GSBL iireten E. coli infeksiyonlar1 i¢in risk faktorii olusturdugu
bulunmustur (123). Goyal ve ark.’nin Hindistan’da yapmis olduklar1 ¢calismada GSBL

iretimini E. coli i¢in %63.6 ve K. pneumoniae igin ise %66.7 olarak saptamislardir.
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Yine bu calismada onceden antibiyotik kullanimi, intravendéz ya da lriner kateter
varligl, renal yetmezlik ve yogun bakim iinitesinde yatis ile GSBL {ireten
mikroorganizma ile infeksiyon arasinda iliskili bulunmustur (124).

GSBL iireten E. coli izolatlar1 toplumda hizli bir sekilde yayilmaktadir.
Tartismali olmakla birlikte; fekal tasiyiciligin kisiden kisiye yayilimi, yiyecekler ile
GSBL iireten E. coli izolatlarin kazanimi, gevresel izolatlarda yaygimnligi, vahsi ve evcil
hayvanlarda tasiyicilik, uzun siireli bakim merkezlerinde kalis Oykiisii toplumsal
yayginhigim nedenleri arasindadir (103). Tayland’l1 saghkl kisilerde sefotaksimli Mac
Conkey agar ile yapilan digki taramalar1 sonucu GSBL iireten E. coli %61.7 olarak
saptanmis; bu izolatlarin %93.7°’de CTX-M iireten GSBL geni baskin olarak
saptanmistir (125). Yine Cin’de 270 yash kiside yapilan rektal tarama sonucunda GSBL
oran1 %7 olarak saptanmis ve tiim GSBL {ireten izolatlarin klonal olarak iliskisiz oldugu
bulunmustur (126). Ispanya’da ise tamamen saglikli 105 insanm %6.7’sinde GSBL
ireten E. coli tastyiciligi saptanmistir. Bu izolatlarin biiylik bir kisminda CTX-M beta
laktamazi1 saptanmistir (127). Bir diger calismada ise GSBL f{ireten E. coli ile iiriner
sistem infeksiyonu olan hastalarin fekal Orneklerinde %67 oranmnda CTX-M beta
laktamaz1 saptanmis, hastalarm %27.4’iiniin ayn1 evde yasayan kisiler arasinda etkenin
yayilimi sonucu infeksiyona yakalandiklar1 saptanmistir (128).

Cocuklardan izole edilen mikroorganizmalarda da CTX-M gen pozitifligi
saptanmistir. Portekiz’de saglikli ¢ocuklarin fekal drneklerinden yapilan taramalarda
TEM-52, SHV-12 ve CTX-M-1 tipinde GSBL genlerine sahip GSBL fireten E. coli
tastyicihigmin - %2.7 oraninda oldugu saptanmistir (129). Ayni sekilde Kore’de
bakteriyemili c¢ocuklardan elde edilen mikroorganizmalarda yapilan GSBL gen
taramalarinda TEM-52 ve SHV-2a baskin gen, CTX-M ise daha az olacak sekilde
saptanmistir (130). Yine Latin Amerika’da yapilan bir calismaya gore tamamen saglikl
cocuklardaki CTX-M fekal tasiyicilik oranmi 2002°de %0.1 iken 2005°de %1.7 oranina
ulastig1 saptanmistir (131). Calismamizda pediatri servisinde 6 diger servislerde 4
olmak tizere toplam 10 pediatrik hastada baskin gen CTX-M olacak sekilde GSBL
ireten E. coli ile infeksiyon saptanmistur.

Uzun siireli bakim merkezleri ¢ogul ilaca direngli E. coli izolatlar1 i¢in bir
rezervuar gorevi iistlendigi i¢in bu merkezlerde infeksiyon kontrol 6nlemleri oldukca
onemlidir. irlanda’da 194 bakim evinde GSBL iireten E. coli tastyicilik orani %40.5
olarak saptanmustir. Bu rakam ayni1 cografik bdlgede toplum kokenli diyaresi olan

hastalar ile kiyaslandiginda yaklasik kirk kat fazla bulunmustur. Florokinolon kullanimi1
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ve Onceden lriner sistem infeksiyonu gecirmek GSBL fireten E. coli tasiyiciligi ile
iliskili risk faktorleri olarak saptanmustir (103, 132). Italya Bolzano’da uzun siireli
bakim merkezlerinde kalan 111 kisinin %64°de GSBL {ireten E. coli ile kolonize oldugu
saptanmistir. Bu izolatlarin %81°1 grupl CTX-M, %4t CTX-M-14 ve %13°t SHV-5
olarak saptanmistir. Ayni zamanda {i¢ ay dncesinde antibiyotik kullanimi1 ve invaziv alet
girisimi GSBL {ireten E. coli ile kolonizasyon icin risk faktorleri arasinda bulunmustur
(133).

1990’lh  yillarn  sonlarima dogru, Enterobacteriaceae’de Ozellikle K.
pneumoniae’de iiretilen plazmid ve transpozonlarla aktarillabilen SHV ve TEM tipi
GSBL klasik olarak ciddi nozokomiyal infeksiyonlardan sorumlu tutulmustur. Bu
tipteki GSBL enzimleri Bush siniflamasmna gore grup 2b enzimlerden olup TEM-1,
SHV-1 ve TEM-2 enzimlerinden bir ile dort aminoasit degisimi sonucu olusmustur.
Baslangicta smirli sayida olan GSBL enzimlerinin sayisi; genis spektrumlu
sefalosporinlerin klinik kullanima girmesi ve tedavi amagh sik kullanilmasmin sonucu
olarak oldukca artmistir (47).

TEM grubu beta laktamazlarin 1963°de Temoneriae adli hastadan izole
edilmesinin ardindan pek cok yeni tiirevleri ortaya ¢ikmistir. TEM genleri genellikle
farkli dagilim ve siklik gostermektedir. TEM-3, TEM-4, TEM-10, TEM-12, TEM-21,
TEM-24, TEM-26 ve TEM-52 diinyanin belirli bdlgelerinde yaygin olan TEM beta
laktamazlardandir. Bu durumdan tiirler arasinda farkli transpozon ve plazmidlerin
dagilimi sorumludur. Ornegin TEM-1 dagilimindan Tn-1,-2,-3 ve IncC plazmidleri gibi
farkli grup mobil gen elemanlar1 sorumlu iken, TEM-2’nin dagilimindan IncFI, IncA/C
ve IncP gibi plazmidler sorumlu tutulmustur (134, 135, 136). Yapilan caligmalar
sonucunda TEM GSBL’de konjuge olabilen epidemik plazmidler saptanmistir. TEM
tipi GSBL nin bir iiyesi olan TEM-24 ilk olarak K. pneumoniae’de 1988’11 yillarda
tanimlanmistir. Sonraki yillarda ise E. coli’ninde dahil oldugu c¢ok cesitli
Enterobacteriaceae tiyeleri, Aeromonas spp. ve P.aeruginosa’da saptanmistir. Bu
enzimin Avrupa’nin farkl iilkelerinde dagilimindan siklikla Enterobacter aerogenes
klonuna ait izolatlarin salgin ya da salgin dis1 durumlarinin fazlaca gézlenmesi sorumlu
tutulmustur. Belgika, Fransa, Portekiz ve Ispanya’da TEM-24 yayilimi; 1990°dan bu
yana Avrupa hastanelerinde ¢ogul ilaca direngli E. aerogenes’de dahil olmak iizere
diger enterobakterilerde klonal yayilim seklinde gozlenmistir (137). Lavinge ve ark.’nin
Fransa’da yapmis olduklar1 bir calismada TEM-3 ve TEM-24 baskin tipde GSBL geni
pozitifligi %90 oraninda saptanmis ve GSBL gen oranlar1 TEM-24 i¢in %47.5, TEM-3
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icin %42.5, CTX-M-15 icin %5, CTX-M-3 ve CTX-M-14 i¢in %?2.5 olarak
saptanmistir. GSBL iiretim prevalansi E. coli i¢in E. aerogenes’e gore oldukca diisiik
(%0,71/%17,9) bulunmustur. Yapilan PFGE sonucuna gore; plazmid aracili TEM-3 ve
TEM-24 yayilimi E. coli’de klonal iliskisiz olarak tespit edilirken E. aerogenes’de
klonal yayilim seklinde saptanmistir (138). Kore’de yapilan bir calismada TEM-52, E.
coli’de yaygm bulunan TEM tipi beta laktamaz olarak saptanmistir (139). Yapmis
oldugumuz bu ¢alismada TEM beta laktamazi sadece 2 izolat da yalniz saptanmis olup
tim izolatlar ele alindiginda siklikla CTX-M geni ile birlikte olacak sekilde %59.2
oraninda saptanmustir.

SHV beta laktamazlardan olan SHV-1 siklikla K. pneumoniae’nin kromozom
yapisinda bulunur. SHV-1 varyanti olan enzimler genellikle E. coli’yi konak gibi
kullanarak Enterobacteriaceae’nin diger iiyelerine ve P. aeruginosa’ya plazmid aracili
aktarilirlar. Penisilinaz, GSBL ve inhibitorlere direngli beta laktamaz 6zelliginde 143
SHV-1 varyant1 mevcuttur (4, 6, 50). 2003’de Klebsiella ¢alisma grubu tarafindan
bakteriyemi etkeni K. pneumoniae izolatlarinda yapilan GSBL gen taramalarinda baskin
gen olarak SHV %67.1 olarak saptanirken; TEM %16.4 ve CTX-M %?23.3 oraninda
saptanmistir. Bu calisma ayni1 zamanda tlilkemize ait izolatlarda ilk defa SHV-5 ve CTX-
M genlerinin saptandigi bir calisma 1di (140). E. coli’de SHV gen taramalar1 genellikle
diisiik prevalansli sonuglanmistir. Norveg’de 2003’de yapilmis bir ¢alismada 19 K.
pneumoniae’nin 15’inde SHV-5, -12, -28 ve -2, -2a olacak sekilde ¢ok cesitli SHV
varyantlar1 saptanmakla birlikte, 50 E. coli izolatmin sadece ikisinde SHV-5
saptannmustir (141). Isvigre’de 60 izolatda yapilan SHV gen taramalarinda ise sadece 7
E. coli izolatmda SHV-2, SHV-2a, SHV-12 saptanmustir (142). Portekiz’de E. coli,
Klebsiella spp. , Enterobacter spp. ve Proteus spp.’nin beta laktamaz gen acisindan
tarandig1 ¢alismada TEM geni tiim izolatlarda saptanmakla birlikte; SHV geni sadece K.
pneumoniae’de SHV-2, -5, -12, -55, -90, -91 seklinde saptanmustir (143). Ulkemizde ise
Tagh ve ark.’1 tarafindan PZR-RFLP metodunu kullanarak yapmis olduklari ¢alismada
Klebsiella 1zolatlarinda daha sik olmakla birlikte E£. coli’de SHV-12, SHV-2 ve SHV-5
saptanmistir (144). Goyal ve ark’.nin Hindistan’da yapmis olduklar1 c¢alismada E.
coli’de SHV enzimlerini siklikla CTX-M ya da diger beta laktamazlar ile birlikte olacak
sekilde %32.9 oraninda ve diger beta laktamazlardan CTX-M %385.4, TEM ise %54.9
olarak saptamislardir (124). Yapmis oldugumuz c¢alismada ise SHV beta laktamazi
hicbir izolatda tek basma bulunmadi. SHV/CTX-M birlikteligi bir izolat ve
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TEM/SHV/CTX-M birlikteligi ise 3 izolatta saptandi. SHV beta laktamaz siklig1 diger
beta laktamazlar ile birlikte olacak sekilde %11.8 oraninda saptandi.

OXA beta laktamazlar; oksasilin ve kloksasilini penisilinlerden daha fazla
hidroliz ettikleri i¢in bu ad1 almiglardir. Grup 2d ve smif D beta laktamazlardan olan bu
grup beta laktamazlarin; dar spektrumlu, GSBL fenotipi gosteren genis spektrumlu ve
karbapenem hidrolizi gosteren varyantlar1 mevcuttur. Grup 2de olup GSBL fenotipi
gosteren varyantlar; OXA-2 ve OXA-10’dan koken alirlar ve genellikle P.
aeruginosa’da izole edilirler. OXA-2 enzimi; OXA-3 ve GSBL fenotipi gosteren OXA-
15, OXA-21, OXA-32, OXA-34, OXA-36 ve OXA-53 varyantlarin1 icerir. OXA-10
enzimi ise OXA-7 ve GSBL fenotipli OXA-11, OXA-13, OXA-16, OXA-28, OXA-35
varyantlarini igerir. Grup 2df OXA beta laktamazlardan olan OXA-23 benzeri, OXA-24
benzeri, OXA-48, OXA-51 benzeri ve OXA-58 benzeri varyantlar ise oksasilin ve
kloksasiline ek olarak karbapenemleri de hidroliz eder. Siklikla Acinetobacter spp. ve
K. pneumoniae’de izole edilirler. Ozellikle OXA-48 iilkemizde yaygmn olan ve
karbapenem hidroliz 6zelli§i olan beta laktamazlardandir (54). Ilk olarak iilkemizde
seftazidim direncli P. aeruginosa’da saptanan OXA-10 varyant1 enzimlerden olan
OXA-15 ve OXA-14; ana enzimle kiyaslandiginda genis spektrumlu sefalosporin
hidrolizi gosteren GSBL tipi bir enzim olarak tanimlanmigslardir (145, 146). Aktas ve
ark.’1 seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinda yapmis olduklar1 PER-1 ve OXA-
10 taramalarinda PER-1 genini %86 (42 /49) ve OXA-10 genini ise %55 (27 /49) gibi
yiiksek oranda ve klonal iliskisi olmayan izolatlar olarak saptamislardir (147). Kiratisin
ve ark. Tayland’da nozokomiyal GSBL {ireten E. coli izolatlarinda yapmis olduklar
calismada i1se GSBL olmayan OXA-10 grup beta laktamazini %8.1 oraninda
saptamiglardir (102). Bizim ¢alismamizda ise OXA-2 grup; 12 (%15.8) izolatda ve
OXA-10 grup 1se sadece 3 (%3.9) izolatda saptanmistir. Bu enzimler hicbir izolat da tek
basina izole edilmemistir.

PER beta laktamazlar ilk olarak bir Tiirk hastaya ait P. aeruginosa susunda
PER-1 seklinde saptanmustir (148). Izleyen yillarda Tiirkiye’de E. coli ve Salmonella
paratyphi tip B susunda PER-1 olarak ve Giiney Amerika’da E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis ve Salmonella typhimurium suslarinda PER-2 olarak elde edilmistir (68).
Sonraki yillarda Cezayir’de PER-1 geni; genetik olarak birbiri ile iligkili ve klonal
yayilim gosteren P. vulgaris’de saptanmustir (149). Ulkemizde ilk olarak Vahaboglu ve
ark.’nm 1997°de sekiz farkli merkeze ait nozokomiyal izolatlarda kolon hibridizasyon

ve izoelektrik fokuslama yOntemine gore yaptiklar1 calismada PER-1; Klebsiella
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tiirlerinde hi¢ saptanmazken; Acinetobacter spp.’de %46 ve P. aeruginosa’da %11
oraninda saptanmistir (150). Kolayli ve ark.’nin 2005°de yapmis oldugu PER-1 beta-
laktamaz taramalarinda; Acinetobacter spp.’de 9%55.4 ve seftazidim direngli P.
aeruginosa’da %31 oraninda yaygin olarak saptanmistir (151). Era¢ ve ark’nin yogun
bakim izolatlarinda yapmis oldugu PER enzim taramasinda ise P. aeruginosa suslarmin
%46.2’sinde ve A. baumannii suslarinin %35.9’unda PER-1 varlig1 belirlenirken;
Enterobacteriaceae’nin hicbirinde PER enzimini saptamamuslardir (152). Italya’da
yapilan bir ¢alismada ise PER enzimi bulunduran P. aeruginosa izolatlarinda yapilan
PFGE sonucuna gore klonal iliski saptanmistir (153). Calisgmamizda PER enzimi 11
izolatda, %14.5 oraninda ve higbir izolatda tek basma olmayacak sekilde saptanmistir.
GES beta laktamazlar integron ve gen kasetleri seklinde yayilim gostermesi
nedeniyle tehlike gosteren enzimlerdendir. GES beta laktamazlar ilk olarak 1998 yilinda
Fransa’da bir aylik ¢cocugun rektal orneginden elde edilen K. pneumoniae’de rapor
edilmistir. Smnif-1 integron ailesinden In52 plazmidi tarafindan kodlanan bu gen; ayni
zamanda aminoglikozid, trimetoprim ve dezenfektanlara diren¢ genlerini de biinyesinde
bulundurmaktadir ve beta-laktam antibiyotiklerin secici baskisi altinda kolayca bagka
patojenlere yayilim ozelligi gostermektedir (154). P. aeruginosa, E. coli, K.
pneumoniae ve Enterobacter spp. gibi Gram negatif bakterilerde artarak rapor
edilmektedir. GES varyanti enzimler Fransa, Yunanistan, Portekiz, Giiney Afrika,
Arjantin, Kore ve Brezilya’da tanimlanmistir (71). Endise verici bir durum olarak ayr1
bir integron ile kodlanan GES-1 ve VIM-11 beta laktamazlar1 tireten P. aeruginosa ve
GES-7 ve VIM-2 enzimi lireten E. coli suslar1 Yunanistan ve Arjantin’de 6zellikle cogul
ilaca direncli suslarda saptanmustir (155, 156). Ulkemizde ilk olarak GES enzim
taramas1 Hosoglu ve ark. tarafindan yapilmistir. Seftazidim MiK>2 pg/ml olan E. coli
ve K. pneumoniae izolatlarmda TEM, SHV, GES enzim taramalarinin yapilmis oldugu
bu calismada; E. coli’de TEM %65.1 ve SHV %28.6 olarak saptanmis, izolatlarin
hi¢birisinde GES enzimi saptanmamistir (157). Kore’de GSBL prevalansini saptamak
amagcli nozokomiyal izolatlarda yapilan taramalarda; E. coli’de CTX-M-15 ve CTX-M-
3 ve K. pneumoniae’de SHV-12 ve CTX-M-3 daha sik bulunmus ve sadece iki K.
pneumoniae izolatinda GES-3 ve SHV-12 enzimi birlikte bulunmustur (158).
Portekiz’de Duarte ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada hastanelerinde salgina neden
olan K. pmeumoniae izolatlarinda plazmid ya da integron lokalizasyonlu GES-1
enzimini saptamiglar ve yaptiklar1 PFGE ile izolatlarin birbirleri ile ayni restriksiyon

paterni gosterdiklerini ortaya koymuslardir (159). Yine Kiratisin ve ark.’nin yapmis
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olduklar1 ¢calismada PER ve GES enzimi higbir E. coli izolatinda saptanmamustir (102).
GES beta laktamazlarda diger 6nemli sorun 493. pozisyondaki Glyl170’de meydana
gelen degisimle karbapenemaz ozelli§i gosteren varyantlarin ortaya g¢ikabilmesidir.
GES-2, GES-4, GES-5, GES-6 ve GES-14 bunlardan bir kagidir (71). Kore’de yakin
zamanlarda yapilmis olan bir ¢alismada yasli ve kronik hastaligi olup bakim evlerinde
kalan bir hastada, CTX-M-15 iireten ST131 E. coli klonunda; IncF plazmidi ve smif 1
integronda lokalize GES-5 beta laktamazi saptamislardir. Integronun yapilan analizi
sonucunda; [blaGES-5-aac(6-)-1la-blaOXA-17/orf4] Tgcli gen kaseti seklinde
saptanmis ve bu durumun tehlikeli bir sekilde yayilima sebep olacagindan
bahsedilmistir (160). Calismamizda Ryoo ve ark., Kiratisin ve ark.’nin ¢alismasi ile
uyumlu olacak sekilde hicbir izolat da GES enzimi saptanmamuistir.

Diger integron ile kodlanan enzim VEB enzimidir. {lk olarak 1999°da Vietnamli
bir kiz ¢cocugunda izole edilen VEB enzimi; PER-1 ve PER-2 ile DNA homolojisi
gosteren ve GES enzimi gibi smif 1 integron ile birlikte diger direng determinantlarini
iceren gen kasetleri seklinde kodlanan enzim olarak tanimlanmistir (69). Tayland ve
Vietnam gibi Uzak dogu iilkelerinde yaygindir. Cao ve ark.’1 Tayland’da E. coli, K.
pneumoniae ve P. mirabilis izolatlarmin GSBL enzim taramalarinda VEB i¢in %25.5,
CTX-M 1i¢in %25.5, SHV icin %38.1 ve TEM i¢in ise %76.3 siklikta ve poliklonal
sekilde yayilim gosterdigini saptamislardir (161). VEB enzimi Fransa, Tayland ve
Kanada’da enterobakteriyel izolatlarda siklikla plazmid aracili kinolon diren¢ geni gnr4
ile birlikte bulunmustur (162). Ulkemizde ise ilk VEB-1 enzimi; Nazik ve ark.’nmn
2005°de yapmis olduklar1 GSBL iireten izolatlarda gnrA taramalarinda saptanmistir. Bu
arastrmada C. freundii susunda VEB-1 enzimi gnr4 ile birlikte ayni plazmidde
tanimlanmistir (163). Son olarak Nazik ve ark.’nin 2011°de yapmis olduklar1 ¢calismada;
karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinin timiinde OXA-48 enzimi saptamakla
birlikte sadece dort izolatda VEB-1, SHV ve CTX-M enzimi saptanmistir. Yine bu
calismada VEB-1 enzimi bulunduran izolatlar yapilan PFGE yontemine gore klonal
olarak yakimn iliskili olarak tanimlanmustir (164). integron lokalizasyonlu VEB-1 enzimi
iireten izolatlar baslangicta Giineydogu Asya’da Enterobactericeae ve P. aeruginosa’da
tanimlanmakla birlikte son yillarda Fransa ve Belgika’da VEB-1 enzimi iireten A.
baumannii izolatlarinm klonal yayilimi seklinde saptanmistir (165, 166). Yine ayni
sekilde Kore’de VEB-1 enzimi {iireten P. mirabilis izolatlarmm neden oldugu
nozokomiyal salgmlar saptanmistir (167). Sadece E. coli izolatlarmin tarandigi

calismamizda VEB enzimi hi¢bir izolat da saptanmamustir.
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CTX-M fireten E. coli siklikla toplum kaynakli liriner sistem ve bakteriyemik
infeksiyonlarin  6nemli bir sebebi olarak tiim diinyada yayilmakta ve tehlike
olusturmaktadir. Gegtigimiz son on yilda epidemik plazmidler ile yaygmlasan CTX-M
tip GSBL’ler Avrupa, Kanada ve Asya’da TEM ve SHV tip GSBL’nin yerini almistir.
Grupl 1i¢inde bulunan CTX-M-15 ilk olarak 1999’da Hindistan izolatinda
tanimlanmasinin ardindan giiniimiizde tiim diinyada yayginlasmis durumdadir (103,
168). Epidemik CTX-M tipi GSBL Amerika’da baslangigta; bulunmamakla birlikte,
glinlimiizde E. coli ve diger Enterobacteriaceae’de artarak gdzlenmektedir. Teksas’da
2000’de yapilan bir ¢calismada %25 oraninda CTX-M tip genler bulunurken, 2004’de
%069 olarak dominant duruma ge¢mistir ve en yaygin CTX-M-15 olmak {izere; CTX-M-
16,-8 ve -14 saptanmistir. CTX-M {ireten izolatlar siklikla idrar izolatlarinda ve E.
coli’de olmakla birlikte Klebsiella spp., Enterobacter spp., P. mirabilis ve Morganella
morganii’de saptanmistir (169).

European Antibiotic Resistance Surveillance System (EARSS) raporuna goére
2002-2008 yillarinda tgiincii kusak sefalosporin direnci ozellikle invaziv E. coli
izolatlarmda olmak {izere tiim Avrupa’da artmis durumdadir. CTX-M-15 tipi GSBL
iireten E. coli dzellikle Ingiltere ve Ispanya gibi iilkelerde ST131 epidemik klon olarak
saptanmis durumdadir (134, 170, 171). “Study for Monitoring Antimicrobial Resistance
Trends” (SMART) raporuna gore Asya/pasifik bolgesinde GSBL iireten E. coli orani
%34.9 ile %42.2 arasinda degismektedir. Hindistan ve Cin’de GSBL oranlar1 %79 ve
%54 oranlar1 ile oldukga fazla oranlarda gozlenmektedir. Yine bu iilkelerde baskin gen
olarak CTX-M-15 ve ozellikle Tayland ve Vietnam’da ise ek olarak VEB enzimleri
saptanmistir (172, 173). Kiratisin ve ark.’nin 2008’de Tayland’da yapmis olduklar1
calismada GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae’nin diinyada hizli bir sekilde
yayildig1 ve bu durumun hastane infeksiyonlar1 i¢in ciddi bir tehlike olusturdugu ifade
edilmistir. GSBL gen prevalanst CTX-M icin %99.3 (CTX-M-14,-15,-27,-40 ve-55
olarak), TEM i¢in %77 (hepsi TEM-1 olmak iizere), SHV i¢cin %3.8 (SHV-11 ve -12),
VEB-1 icin %8.5 ve OXA-10 i¢in ise %8.1 olarak saptanmakla birlikte izolatlarin
hicbirisinde PER ve GES enzimleri saptamamislardir. Yapilan PFGE analizinde
izolatlar arasinda major klonal iligski saptanmayan bu ¢alismada CTX-M geni tasiyan
izolatlarm Tayland’da oldukca yiliksek endemisiteye sahip oldugu sonucuna varilmistir
(102). Metallo-beta laktamazlarin yaygin oldugu Hindistan’da Gram negatif sepsisli
hasta izolatlar1 ile yapilan calismada; E. coli sepsise neden olan en yaygin izolat olarak

tanimlanmis ve E. coli izolatlarinin GSBL oran1 %7.3, MBL oran1 ise %12.2 olarak
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saptanmistir. CTX-M-15 ve TEM-1 beta laktamazin saptandigi izolatlarda SHV geni ise
saptanmamustir (174). Ulkemizde ise Giir ve ark.’nin 2004 ve 2005 yillarinda E. coli
izolatlarinda yapmis olduklar1t GSBL gen taramalarinda GSBL orant %26 olarak ve
CTX-M gen siklig1 ise %71.4 ile en yaygin GSBL olarak saptanmistir. Ardindan TEM
beta laktamazi %49.4, SHV beta-laktamaz1 ise %46.7 olarak saptanmistir. Ayni
zamanda bu calismada kan izolatlarinda bulunan CTX-M; %69.4 CTX-M-15, %28.6
CTX-M-3 ve %2 CTX-M-1 olarak saptanmistir (175). Nazik ve ark.’1 K. pneumoniae
izolatlarinda %85 oraninda CTX-M saptamislardir (176). Goniilli ve ark.’1 farkli GSBL
enzimleri bulunduran klonal olarak birbirine benzemeyen E. coli izolatlarinda %86.8
oraninda CTX-M-1 grubu enzimler saptamislar ve yapilan sekans, plazmid analizi ve
transkonjugasyon ¢alismalarinda tiim CTX-M-1-grup bulunduran izolatlari; CTX-M-15
ve ISEcpl insersiyon elementi ile iliskili olarak bulmuslardir (177). Oksiiz ve ark.’1 ise
GSBL iireten E. coli suslarinda TEM, SHV ve CTX-M beta laktamaz oranlarini
sirasiyla %66.7, %25, %83.3 olarak saptamislardir (178). Bayraktar ve ark.’1 yakin
zamanda yapmis olduklar1 calismada hastane ve toplum kokenli izolatlar arasinda
anlaml bir fark olmayacak sekilde CTX-M gen prevalansini %92.5 ve %95.7 olarak
yaygin bulmuslardir (179). Yapmis oldugumuz bu calismada iilkemiz ve diinya
genelinde yayinlanan oranlara benzer sekilde CTX-M oranlar1 %89.5 olarak yiiksek
bulunmustur. Izolatlarin 20’sinde CTX-M geni tek basimma GSBL geni olarak
saptanmistir. Bu durum Ozellikle tiim diinyada bahsi gecen CTX-M pandemisinden
hastanemizinde etkilenmis olabilecegini gostermektedir.

Son yillarda GSBL fiireten E. coli’de karbapenem direncine nadir de olsa
rastlanmaktadir. E. coli izolatlarinda karbapenem direncinden; ESAC olarak
adlandirilan AmpC beta laktamazlar, dig membran proteinlerden olan OmpC ve OmpF
defekti, OXA ve GES varyant1 beta laktamazlar sorumlu olabilir (180). Avrupa
Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial (T.E.S.T.) 2004-2009 c¢aligmasinda K.
pneumoniae’ye kiyasla E. coli GSBL oranlarinda iki kat artis saptanmistir. Bu
calismada Yunanistan’da K. pneumoniae i¢in imipenem ve meropenem direnci diger
Enterobacteriaceae ile kiyaslandiginda oldukg¢a yiiksek 9%13.8 ve %42.6 olarak
saptanmustir (181). Ulkemizde ise Kiremit¢i ve ark.’nm yapmus olduklar1 ¢alismada
GSBL iireten E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarmda meropenem ve imipenem
duyarhliklart %100 olarak saptanirken, ertapenem i¢in %97.5 olarak saptamislardir
(182). Kuzucu ve ark.’nin yapmis olduklar1 calismada ise E. coli izolatlarinda

ertapeneme %99.2 ve Imipenem ve meropeneme ise %100 duyarlihk saptanmistir

79



(183). Yapmis oldugumuz bu c¢alismada imipenem ve meropenem duyarlilifi dnceki
calismalar ile uyumlu olacak sekilde %100 bulunmustur. Ancak ertapenem duyarliligi
%383 seklinde daha diisiik olarak saptanmistir. Ertapenem ve diger karbapenemler
arasindaki duyarlilik farki istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Bu durumdan
hastane infeksiyonu etkeni izolatlarda yaygmlasan karbapenemaz tipi beta laktamazlar
ya da diger diren¢ mekanizmalar1 sorumlu tutulabilir.

GSBL’lar siklikla diger antimikrobiyallere direng olusturan genleride iceren ayni
plazmidde tasmmmaktadirlar. Bu nedenle GSBL {retimi ile birlikte kinolon,
trimetoprim/sulfametaksazol ve gentamisine direngte anlamli derecede artis ya da
capraz direng sézkonusu olabilmektedir (184, 185). Kinolonlara direngte siklikla DNA
giraz enzim degisiklikleri sorumlu tutulmakla birlikte diger diren¢ mekanizmalarindan
olan plazmid aracili kinolonlara diren¢ olusturan genlerden gnrA ve gnrB genleri de
etkili olabilmektedir (186). Ispanya’da GSBL iireten izolatlarda yapilan gnr gen
taramalarinda; gnr genleri, GSBL genlerinden CTX-M-9 ve SHV-12 ile ayn1 plazmidde
saptanmistir ve bu durumun GSBL {ireten izolatlarda kinolonlara direngte artisa neden
olabilecegi sonucuna varilmistir (187). Tungcan ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada
GSBL iireten izolatlarda diger grup antibiyotiklere yiiksek diren¢ oranlari ile birlikte
kinolonlara duyarliligi %50, trimetoprime duyarhlig1 %64 olarak saptanmistir (185). Al-
muhtaseb ve ark.’1 kinolon, trimetoprim-siilfametoksazol ve gentamisine duyarlilig1
oldukea diisiik (%15, %25, %35) olarak bulunmustur (188). Oksiiz; E. coli suslarinda
kinolon, trimetoprim-siilfametoksazol ve gentamisine duyarliligi (%25, %17, %58)
calismamizda elde ettigimiz verilere gore daha diisiik (kinolon ve trimetoprim-
siilfametoksazol i¢in) olacak sekilde saptamislardir (178). Hastanemizde; daha once
yapilan caligmalarda GSBL iireten E. coli izolatlarinda kinolon, trimetoprim-
siilfametoksazol ve gentamisine duyarlilig1 (%28.4 ile %62.8, %26.4 ile %47.9, %47.7
ile %73.3) araliginda saptanmistir (116, 183). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada kinolon,
trimetoprim-siilfametoksazol ve gentamisine duyarlihigi sirasiyla %41, %29, %50
olacak sekilde sozii edilen caligmalarda oldugu gibi diisiik bulunmustur. Suslarin
kinolon duyarliligit TEM/CTX-M birlikteliginde %44 ve yalniz CTX-M geni varliginda
daha distik (%25) olarak saptanmakla birlikte aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamastir.

GSBL iireten E. coli izolatlarinin genis spektrumlu sefalosporinlere duyarliliklari
degismektedir. Hoban ve ark.’nin 2004 yilinda yapmis oldugu Asya, Avrupa ve Giiney

Amerika’nin dahil oldugu TEST (Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial)
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programinda, GSBL iireten E. coli i¢in seftazidim, sefepim ve seftriakson duyarliliklari
sirastyla %20.8, %50 ve %20.8 olarak saptanmustir (189). Ulkemizde ise Zarakolu ve
ark.’lar1 sefepim ve seftazidim duyarliligmni 2004 yili i¢in %65 ve %63 olarak
saptamislardir (112). Yakm zamanda hastanemizde yapilmis bir c¢alismada ise
seftazidim, sefepim ve seftriaksona duyarliliklar1 sirasiyla %21, %21 ve %S5 olarak
saptanmistir (190). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada seftazidim ve sefepim duyarliligi
tiim izolatlar i¢in %18 ve ve %25 olarak saptanmakla birlikte artan CTX-M gen oranma
paralel olacak sekilde hicbir izolatda sefotaksim ve seftriakson duyarliligina
rastlanmamuistir.

Tayvan’da GSBL iireten K. pneumoniae igin sefepim MiK seviyesinin <Ipg/ml
olmasinin; CTX-M enziminin yoklugu agisindan 6n tahmin olabilecegi seklinde bir
sonuca baglandig1 calismada sefepim duyarliligi %353 olarak saptanmustir (191). Song
ise 2010 CLSI’ya gore farkli GSBL iireten izolatlar1 degerlendirdigi bir c¢alismada
Tayvan’da yapilan ¢alismanin aksine sefepim duyarliligimi %75.5 olarak saptamistir
(192). Yine Song’un yapmis oldugu calismada CTX-M-14 {ireten 4 izolatin tamami
sefotaksime direngli ve seftazidime duyarl olarak saptanmustir. Yalniz CTX-M-15 ve
birlikte baz1 beta laktamazlarm iiretildigi izolatlarin tamami sefotaksim ve seftazidime
direngli olarak saptanmustir (192). Yapmis oldugumuz bu calismada ise Song’un
calismasi ile uyumlu olacak sekilde sefotaksime tiim izolatlarin direngli oldugu
saptanmistir. Seftazidim duyarhligi yalniz CTX-M bulunduran izolatlarda %15,
TEM/CTX-M bulunduran izolatlarda %16 olarak birbirine yakin degerlerde ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmayacak sekilde saptanmistir.

CLSI; GSBL tanimlanmasi ve dogrulanmasi i¢in sefotaksim ve seftazidim
disklerini klavulanik asitle ve tek basina kullanilmasini tavsiye etmektedir. CTX-M beta
laktamazlar genellikle sefotaksimaz olarak bilinmekle birlikte Asp240Gly degisiklileri
ile seftazidime kars1 hidroliz 6zelligi gosterebilmektedir. Amerika’da CTX-M iireten
izolatlarda seftazidim ve sefotaksim zon ¢aplarinin karsilastirildigi bir calismada K.
pneumoniae i¢in belirgin fark saptamazken, E. coli i¢in sefotaksim zon ¢api, seftazidim
zon ¢apina gore yaklasik 7.1 mm daha kii¢iik olarak saptamiglardir. Yine bu caligmada
CTX-M iiretmeyen E. coli izolatlar1 i¢cin ortalama zon ¢aplari ise sefotaksim i¢in 21 mm
iken, seftazidim i¢cin 17.3 mm olarak saptanmistir (169). Yapmis oldugumuz bu
calismada zon caplar1 degerlendirilmemekle birlikte 6zellikle yalniz CTX-M iireten 20
izolat sefotaksim ve seftriaksona tamamiyle direngli ve seftazidime ise %15 oraninda

duyarli bulunmustur. TEM/CTX-M ya da CTX-M gen varligmma gore sefotaksim ve
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seftriakson 1ile seftazidim, sefepim ve aztreonam duyarliliklar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Ancak seftazidim, sefepim ve aztreonam
duyarlhlik arasindaki fark anlamli bulunmamastir.

Beta laktam/beta laktamaz inhibit6rlerine direng; GSBL igin spesifik olmamakla
birlikte; beta laktamaz inhibitorlerinin tedavide sik kullanilmasi ve inhibitorlere direng
fenotipi gosteren TEM ve SHV kokenli enzimler nedeniyle gozlenebilmektedir (4, 50).
Beta laktam/beta laktamaz inhibitérii kombinasyonlarmma duyarhlikla ilgili yapilmis
calismalarda degisik sonuglar bildirilmistir. Kuzucu ve ark.’1 piperasilin/tazobaktam ve
sefaperazon/sulbaktama duyarhliklar1 %59.4 ile %66.5 olarak saptamiglardir (183).
Ayrica Tungcan ve ark.’1 piperasilin/tazobaktam, sefaperazon/sulbaktam ve
amoksisilin/klavulanata duyarliligi %77, %95 ve %45 olarak ve Al-Muhtaseb ve ark.’1
ise %65, %90 ve %10 olarak saptamiglardrr (185, 188). Calismamizda
piperasilin/tazobaktam ve sefaperazon/sulbaktama duyarlilifi Kuzucu ve ark.’nin
yapmis olduklar1 ¢alismaya benzer sekilde %61, %64 olarak ve amoksisilin klavulanat
duyarhilig1 ise %20 olarak  bulunmustur. Piperasilin/tazobaktam  ve
sefaperazon/sulbaktama  duyarlilik, amoksisilin/klavulanat  duyarliligma  gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiliksek bulunmustur. TEM/CTX-M ya da
CTX-M gen varligma gore ise tim beta laktam/beta laktamaz inihibit6r
kombinasyonlarina duyarlilik; TEM/CTX-M birlikteligi olan izolatlarda, yalniz CTX-
M bulunduran izolatlara goére daha diisiik saptanmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Beta laktamaz inhibitorlerine olan duyarliligin azalmasimdan
beta laktamaz enzimlerinden plazmid aracili AmpC beta laktamazlar, grup 2ber ve grup
2br beta laktamazlar (CMY, CMT, IRT) ve inhibitorlere direngli SHV enzimleri
sorumlu olabilir (51, 52). Ancak ¢caligmamizda bu enzimleri kodlayan gen taramalar1 ve
sekans ¢aligmalar1 yapilmamistir.

GSBL iireten izolatlarin neden oldugu nozokomiyal infeksiyonlar GSBL nin ilk
olarak tanimlandig1 yillarda ozellikle pediatrik yogun bakim iinitelerinde mukozal
ylizeylerde ve cansiz yiizeylerde uzun siireli canli kalabilme 6zelligi nedeniyle K.
pneumoniae salgmlar1 seklinde ortaya g¢ikmaktaydi (4, 50). E. coli ise genellikle
hastanin kendi florasindan kaynaklandigi gibi 1.5 saat ile 16 ay kadar siire cansiz
ylizeylerde yasayabilen bir bakteri olmasi nedeniyle, yeterince infeksiyon kontrol
kurallarina uyulmadigi durumlarda salginlara neden olabilmektedir (9, 193, 194).

GSBL iireten izolatlarin neden oldugu infeksiyonlarmn belirli bir zaman

araliginda fazla miktarda gozlenmesi salgmm seklinde yorumlanabilir. Salginlar
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genellikle GSBL iireten izolatin hasta-hasta, hasta-¢evre ya da hasta-personel seklinde
temasi ile klonal yayilim seklinde olabilecegi gibi plazmid, transpozon ve integronlar
gibi mobil gen elemanlar1 ile GSBL diren¢ genlerinin iliskisiz suslar arasinda
aktarilmasi seklinde de ortaya ¢ikabilir (193, 194). E. coli klasik olarak poliklonal bir
patojen olmakla birlikte Multilokus Sekans Tiplemeye gore ST131 olarak tanimlanan
epidemik CTX-M-15 flireten E. coli susunun klonal yayilimi GSBL {iretiminin son
yillarda artis géstermesinin major bir nedeni olarak sunulmaktadir (8). Yakin zamanda
yapilmis caligmalara gore Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da sekiz iilkeden elde
edilen hastane ve toplum kaynakli izolatlarda CTX-M 15 {ireten E. coli suslarmin klonal
goriiniimlerinin olduk¢a benzer oldugu gosterilmistir (195).

Mendonga ve ark.’nin Portekiz’de farkli hastanelerden elde etmis olduklari
GSBL iireten E. coli izolatlar1 ile yapmis olduklar1 bir calismada PFGE analizine gore
izolatlar1 %80 benzer bulmuslardir. Ozellikle bir hastanede klonal yayilim seklinde
salgin tespit etmekle birlikte toplum kokenli izolatlar ve farkli hastanelere ait izolatlarin
bir kismini birbirlerine benzeyen klonlar olarak saptamislardir. Bu durum iilkede ¢cogul
ilaca direncli CTX-M-14 ve CTX-M-15 bulunduran klonun yayginliginin bir géstergesi
olarak sunulmustur. Bu calisma hastaneler, toplum ve bdlgeler arasinda CTX-M iireten
izolatlarm mobil elemanlar veya plazmidlerin transferiyle yayildigini desteklemektedir
(196).

Ulkemizde ise Yumuk ve ark.’nin toplum kaynakli GSBL iireten E. coli
izolatlarmda yapmis olduklar1 PFGE analizinde olduk¢a farkli klonlar olarak
saptanmakla birlikte CTX-M iireten izolatlar {i¢ kiime olusturacak sekilde saptanmaistir.
Bunlardan Ikisi CTX-M-15, bir tanesi de CTX-M-3 digeri de SHV-12 iiretimi ile
iligkilidir. Ayn1 zamanda tiim CTX-M f{reten izolatlarin kinolonlara direnci diger
genlere gore oldukga anlamli olacak sekilde yiiksek bulmuslardir (197). ispanya’da
hastane kokenli izolatlarda yapilan gen taramalarinda CTX-M-15 en sik olacak sekilde
aynt kiimede birbirine benzer olarak ve pandemik klon O25;H4:ST131 olarak
saptannustir. Ikinci kiimeyi ise CTX-M-14 tastyan izolatlar olusturmus, diger izolatlar
ise klonal iligkisiz olarak saptanmistir (171). Lau ve ark. CTX-M freten E. coli
izolatlar1 ile yapmis olduklar1 bir ¢alismada; multilokus sekans tiplemeye gore ST131
olmakla birlikte olduk¢a farkli PFGE profili gosteren suslar saptamislardir. Ayni
zamanda bu caliymada bizim ¢alismamizda oldugu gibi GSBL fenotipi gostermesine
ragmen beta laktamazlar1 kodlayan diren¢ geninin saptanmadigi izolatlar gosterilmistir

(198). Yine Ispanya’da infeksiyon ya da kolonizasyon etkeni GSBL iireten E. coli
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izolatlar1 ile yapilan bir ¢aligmada tiim izolatlar birbirlerinden olduk¢a farkli olarak
saptanmis ve direng genlerinin izolatlar arasinda plazmidler ile aktarilmis olabilecegi
sonucuna varilmigtir (118). Yapmis oldugumuz bu calismada izolatlarm %19u
kiimelesme gostermekle birlikte baskin klon saptanmadi ve Kiratisin, Lau ve Pena’nin
calismalar1 ile uyumlu olacak sekilde izolatlar arasinda klonal iliski saptanmada. Iliskisi
olan izolatlarda epidemiyolojik yonden herhangi bir baglant1 bulunamadi.

Sonu¢ olarak; bu calismada nozokomiyal E. coli izolatlarinin yapilan beta
laktamaz gen taramalarinda CTX-M oldukga yliksek siklikta saptanmistir. GSBL iireten
E. coli suglarinda farkli PFGE profili izlenmistir. Calismamizda infeksiyon kontrol
onlemlerinin etkili oldugunu gosterecek sekilde hastane kokenli izolatlarda direng
genlerinin mobil ekstrakromozomal DNA elemanlar: ile aktarilmis olabilecegi sonucuna
vartlmigtir. Bununla birlikte diinyada yaygin olan epidemik klonlar ile plazmidler
arasindaki iligkiyi agiklayacak plazmid analizi ve multilokus sekans tipleme gibi daha

ileri caligmalara gereksinim vardir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada hastane infeksiyonu etkeni GSBL {ireten 76 E. coli susunun izole
edildikleri boliimler, antibiyotiklere duyarliliklari, beta laktamaz enzim tipleri ve klonal
iligkisi arastirilmistr. TEM, SHV, CTX-M, OXA-2 grup, OXA-10 grup, PER, VEB,
GES tipi enzimlerin arastirildigi ¢alismada elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir;

1. GSBL iireten E. coli izolatlar1 en sik yogun bakim, dahiliye, genel cerrahi ve
iiroloji boliimlerinden izole edilmistir.

2. Suslarin yapilan antibiyotik duyarlilik testlerine gbére tamami imipenem,
meropenem ve amikasine duyarl bulunmakla birlikte ertapeneme duyarhlik %83 olarak
saptanmustir.

3.  Amoksisilin/klavulanik  asite  duyarlilik, piperasilin/tazobaktam ve
sefaperazon/sulbaktama duyarlilik ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik olarak saptanmistir.

4. Siprofloksasilin, tetrasiklin, trimetoprim/siilfometaksazol duyarlhiliklar1 diistik
saptanmistir.

5. Ampisiline tiim suslar direngli bulunmustur.

6. Idrar izolatlarinda karbenisiline tiim suslar direngli bulunurken nitrofurantoine
duyarlhlik %88 olarak yliksek bulunmustur.

7. GSBL iireten izolatlarin antibiyotik duyarliliklari; seftazidime %18, sefepime
%25, aztreonama %20 saptanmakla birlikte izolatlarm higbiri sefotaksim ve

seftriaksona duyarli bulunmamaistir.
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8. Suslarmn beta laktamaz gen prevalansi: CTX-M i¢in %89.5, TEM i¢in %59.2,
OXA-2 grup i¢in %15.8, PER i¢in %14.5, SHV i¢in %11.8, OXA-10 grup i¢in %3.9
olarak bulunmustur. Higbir izolatda GES ve VEB beta laktamaz geni saptanmamuistir.

8. Bir izolatda CDST ve E testi ile GSBL {iretildigi gosterilmekle birlikte, PZR
yontemi ile arastirilan genlerden higbirisi bulunmamastir.

9. Beta laktamaz geni birliktelikleri 25 izolatta TEM/CTX-M, 6 izolatta
TEM/CTX-M/PER, 4 izolatda OXA-2 grup/CTX-M olarak saptanmistir. Yalniz CTX-
M bulunduran izolat sayis1 20 ve yalniz TEM bulunduran izolat sayis1 2 olarak
saptanmistir. Higbir izolatda SHV beta laktamazi tek basma saptanmamustir.

10. CTX-M beta laktamazi bulunduran izolatlarm tamami seftriakson ve
sefotaksime direngli bulunmustur. Yalniz CTX-M ile TEM/CTX-M gen varligina gore
seftazidim, sefepim, ertapenem ve kinolona duyarliliklar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir.

11. PFGE yontemiyle 76 E. coli susunun 14’{iniin (%19) kiime i¢inde oldugu
saptanmistir. Bu sugslar 7 kiime icinde yer almistir. 69 farkli genotipik profil
saptanmistir. Baskin klon ya da salgin klon saptanmamustir.

Bu sonuglara gore hastanemizde GSBL iireten nozokomiyal E. coli suslarinda
CTX-M gen prevalans: diger genler ile kiyaslandiginda olduk¢a yiiksek saptanmistir.
Izolatlarda farkli PFGE profili izlenmesi nedeniyle direng¢ genlerinin mobil genetik
elemanlar1 ile aktarilmis olabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte epidemik
klonlar ile plazmidler arasindaki iligkiyi agiklayacak plazmid analizi ve Multilokus

sekans tipleme (MLST) gibi daha ileri caligmalara gereksinim vardir.
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7. OZET

GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZ URETEN
NOZOKOMIYAL ESCHERICHIA COLI iZOLATLARINDA BETA
LAKTAMAZ GENLERI VE KLONAL ILiSKININ
ARASTIRILMASI

Amagc: Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) tireten mikroorganizmalar
diinyada onemli bir problemdir ve 6zellikle CTX-M beta laktamazi tireten Escherichia
coli tim diinyada yayilmakta, hem nozokomiyal hem de toplumsal kaynakl
infeksiyonlara neden olmaktadir. Bu ¢aligmanm amaci GSBL {ireten hastane kokenli
Escherichia coli izolatlarinda beta laktamaz gen prevalansi, antibiyotik duyarliliklar1 ve
klonal iliskilerini aragtirmaktir.

Gere¢ ve yontem: Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezinde Haziran
2010-Haziran 2011 tarihleri arasinda yatan hastalardan izole edilen toplam 76 GSBL
iireten E. coli susu c¢ahismaya alindi Izolatlarin antibiyotik duyarhliklar1 Klinik
Laboratuvar ve Standartlar Enstitiisii'ne (CLSI) gore Kirby Bauer disk difiizyon
yontemiyle saptandi. GSBL varlig1 Cift Disk Sinerji Testi ile saptandi, siipheli olgularda
sefotaksim/sefotaksim klavulanik asit E test seriti (AB-Biodisk) kullanildi. TEM, SHV,
CTX-M, PER, VEB, GES, OXA-2 grup ve OXA-10 grup beta laktamaz genlerinin
varlig1 bu bdlgelere 6zgiil primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyon (PZR)
yontemi ile arastirildi. Suslar arasindaki klonal iligkilerin tespiti i¢in PFGE (pulsed field

gel electrophoresis) yontemi kullanildi.
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Bulgular: GSBL iireten E. coli izolatlar1 en sik yogun bakim (%35), dahiliye
(%16) ve genel cerrahi (%13) boliimlerinden izole edildi. GSBL iireten E. coli’lerin en
sik izole edildigi ornekler idrar (%34), kan (%33) ve yara (%21) olmustur. Suslarin
tamami imipenem, meropenem ve amikasine duyarli bulundu. izolatlarin higbiri
sefotaksim ve seftriaksona duyarli bulunmadi. GSBL pozitif E. coli izolatlarinin
ertapeneme duyarliligi %83, piperasilin/tazobaktama %61, sefaperazon/sulbaktama
%63, seftazidime %18, sefepime %25, aztreonama %?20 olarak saptandi. E. coli
suslarinda CTX-M, TEM, OXA-2 grup, PER, SHV, OXA-10 grup beta laktamaz
oranlari, sirasiyla %89.5, %59.2, %15.8, % 14.5, %11.8 ve %3.9 olarak saptandi.
Izolatlarm higbirinde GES ve VEB beta laktamaz geni saptanmadi Bir izolatda
arastirilan beta laktamaz genlerinden higbiri saptanmadi. PZR analizi sonucu 25 izolatta
TEM ve CTX-M beta laktamaz birlikte, 20 izolatta yalniz CTX-M beta laktamaz geni
ve 2 izolatta yalniz TEM beta laktamaz geni bulundugu saptandi. SHV beta laktamazi
hicbir izolatda tek basma saptanmadi. PFGE yontemi ile GSBL iireten izolatlar arasi
belirgin klonal iligki saptanmadi.

Sonug¢lar: Bu calisma ile hastanemizde nozokomiyal GSBL iireten E. coli
suslar1 arasinda CTX-M tipi enzimin yiiksek siklikta oldugu gosterildi. GSBL iireten
bakterilerin poliklonal olarak yayildig:1 saptandi ve baskin epidemik sus tanimlanamadi.
Direng genlerinin mobil genetik elemanlar: ile aktarilmis olabilecegi diisiiniilerek
epidemik klonlar ile plazmidler arasindaki iliskiyi agiklayacak plazmid analizi ve
Multilokus sekans tipleme (MLST) gibi daha ileri calismalara gereksinim oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: E. coli, beta laktamaz genleri, CTX-M, PFGE
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF BETA LACTAMASES GENES AND
CLONAL RELATEDNESS AMONG THE EXTENDED-SPECTRUM
BETA LACTAMASE PRODUCING-NOSOCOMIAL ESCHERICHIA

COLI ISOLATES

Objective(s): Extended spectrum beta lactamase (ESBL) producing
microorganisms are a global problem and especially CTX-M beta lactamase-producing
Escherichia coli has disseminated worlwide as an important cause both nosocomial and
community infections. The aim of this study was to assess the types and frequency of
the beta lactamase genes and to investigate antibiotic susceptibility and clonal
relationship in ESBL-producing hospital isolates of E. coli.

Material and methods: A total of seventy-six extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLs) producing E. coli strains isolated from patients hospitalized at
Inonu University Turgut Ozal Medical Center between June 2010-June 2011 were
evaluated. Antibiotic susceptibilities of isolates were detected by Kirby Bauer disc
diffusion method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
ESBL production was tested by double disc diffusion method. When ESBL production
was indeterminate, cefotaxime/ cefotaxime-clavulanic acid E test strip (AB-Biodisk)
was used. Existence of TEM, SHV, CTX-M, OXA-2 group, 0XA-10 group, PER, VEB
and GES beta lactamase genes were investigated by polymerase chain reaction (PCR)
method using primers spesific to these sites. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

method was used for detection of clonal relationships between strains.
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Results: The frequence of ESBL-producing E. coli isolates were detected as
35% from intensive care unit, 16% from internal medicine and 13% from general
surgery departments. These isolates were isolated 34% from urine, 33% from blood and
21% from wound specimens. All 76 strains were susceptible to imipenem, meropenem
and amikacin. None of the isolates were susceptible to cefotaxime and ceftriaxone. The
susceptibility of ESBL positive E. coli isolates to ertapenem was 83%, 61% to
piperacillin/tazobactam, 63% to cefoperazone/sulbactam, 18% to ceftazidime, 25% to
cefepime and 20% to aztreonam. The rates of CTX-M, TEM, OXA-2 group, PER, SHV,
OXA-10 group beta lactamases were found as 89.5%, 59.2%, 15.8 %, 14.5%, 11.8%
and 3.9% for E. coli strains, respectively. None of the isolates were positive for VEB
and GES beta lactamases. All the beta lactamase genes were not detected in the only
one isolate in the study. CTX-M beta lactamase gene was detected as alone in 20
isolates. The PCR analysis of the 25 isolate revealed that CTX-M coexited with TEM
beta lactamase gene. The number of isolates containing only TEM type beta lactamase
gene was found to be two. SHV beta lactamase gene was not found alone in any isolate.
Pulsed-field gel electrophoresis analysis demonstrated that there was no major clonal
relationship among these ESBL producing isolates.

Conclusions: This study indicated that CTX-M type enzymes were highly
endemic among ESBL-producing nosocomial E. coli strains in our hospital. The spread
of ESBL-producing bacteria detected to be polyclonal and there was not dominant clone
or epidemic clone. The resistance genes should be transferred by mobil genetic
elements. However plasmid analyse and Multilocus sequence typing (MLST) have to
perform for the relationship between epidemic clone and plasmids.

Keywords: E. coli, beta lactamase genes, CTX-M, PFGE
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