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OZET

Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae KLINIK IZZOLATLARINDA
ANTIBIYOTIiK DIRENC GENLERININ ARASTIRILMASI

Enterobacteriaceae'de B-laktamlara karsi direng diinya ¢apinda artmaktadir.
Bu ¢alisma, 50 klinik Echerichia coli ve 47 klinik Klebsiella pneumoniae izolatinda
antibiyotik diren¢ genlerinin sikligin1 ve antibiyotik diren¢ oranlarini belirlemeyi
amaglamistir. Antibiyotik duyarlilik testi i¢in 24 farkli antibiyotik kullanildi. Bakteri
izolatlarmin (sirastyla E. coli ve K. pneumoniae) antibiyotiklere direng profilleri
sefiksim (%80-97,7), piperasilin/tazobaktam (%20-97,7), ampisilin  (%100),
seftriakson (%98-91,1), sefuroksim (%100-97,7), sefuroksim aksetil (%100-97,7),
siprofloksasin (%76-100), fosfomisin (%6-35,7), gentamisin (%38-26,6), ertapenem
(%26-22,2) ve seftazidim (%80-95,5) olarak tespit edildi.
Trimetoprim/sulfametaksazola kars1 sadece K. pneumonia’da %76,5 direng gozlendi.
E. coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinda ¢oklu ilag direng oranlar1 sirasiyla %42
ve %42,2 olarak belirlendi. blactx-m1, blatem, blakec, blaces, blasny, blavim, blaper-2,
bIaVEB, b|a||v||:>, b|ac|v|Y.2, b|aCTx.|v|2, b|a|v|ox, b|a|:ox, bIaDHA, blaM|R, blamcr-1 anS, anA,
gnrB, fosA, fosCo, fosAs, murA, uhpT, glpT genleri PZR ile tespit edildi. blaoxa-s1,
blaoxa-23, blaoxa-4s Ve blaoxa-24 benzeri genlerin tespiti i¢in multipleks PZR kullanildi.
Multipleks PZR’da, bir E. coli susunun blaoxasi, 5 K. pneumoniae susunun blaoxa-4s
tasidig1 tespit edildi. Higbir izolatta OXA-23 ve OXA-24 tipi karbapenemaz tespit
edilmemistir. CTX-ML1 tipi beta laktamazlar 14 izolatta ve TEM tipi beta laktamazlar
10 izolatta tespit edildi. Diger direng genleri higbir izolatta tespit edilmedi. Bu
sonuglar, CTX-M1 beta laktamazin, genislemis spektrumlu beta laktamaz iireten E.
coli ve K. pneumoniae suslar1 arasinda en yaygin A sinifi beta laktamaz tiirii oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: E. coli, K. pneumoniae, OXA-48, CTX-M1, TEM, antibiyotik

direng geni
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN CLINICAL
INSULATIONS OF Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae

Resistance to B-lactams in Enterobacteriaceae has been increasing worldwide.
This study has aimed to determine the frequency of antibiotic resistance genes and
antibiotic resistance rates in 50 clinical E.coli and 47 clinical Klebsiella pneumoniae
isolates. 24 different antibiotics were used for antibiotic susceptibility testing.
Antibiotic resistance profiles of bacterial isolates (E.coli and Klebsiella pneumoniae,
respectively), cefixime (80%-97.7%), piperacillin/tazobactam (20%-97.7%),
ampicillin (100%-100%), ceftriaxone (98%-91.1%), cefuroxime (100%-97.7%),
cefuroxime axetil (100%-97.7%), ciprofloxacin (76%-100%), fosfomycin (6%-
35.7%), gentamicin (38%-26.6%), ertapenem (26%-22.2%) and ceftazidime (80%-
95.5%). Trimethoprim/sulfamethoxazole resistance in Klebsiella pneumoniae was
detected as 76.5%. Multi-drug resistance rates in E.coli and Klebsiella pneumoniae
isolates were determined as 42% and 42.2%, respectively. Multiplex PCR was used
to detect blaoxa-s1, blaoxa-23, blaoxa-4g and blaoxa-24 like genes. blactx-m1, blatem,
blakpc, blaces, blasnv, blaviv, blarer-2, blaves, blaive, blacmy-2, blactx-m2, blamox,
blarox, blapna, blamir, blamcr-1, gnrS, gnrA, gnrB, fosA, fosCo, fosA3, murA, uhpT,
glpT genes, detected by PCR. In multiplex PCR, one E.coli strain was found to carry
blaoxa-s1, and 5 Klebsiella pneumoniae strains, to carry blaoxa-ss. OXA-23 and OXA-
24 type carbapenemases were not detected in any of the isolates. CTX-ML1 type beta
lactamases were detected in 14 isolates and TEM type beta lactamases, in 10 isolates.
Other resistance genes were not detected in any isolate. These results indicate that
CTX-M1 beta-lactamase is the most common type of class A beta-lactamase among
extended-spectrum beta-lactamase producing E. coli and Klebsiella pneumoniae
strains.

Keywords: E.coli, Klebsiella pneumoniae, OXA-48, CTX-M1, TEM, antibiotic

resistance gene



KISALTMALAR

Bp Baz ¢ifti

Dk Dakika

dH20 Distile su

dNTP Deoksiniikleozit trifosfat

DNA Deoksiriboniikleik asit

E. coli Escherichia coli

EcoRlI E. coli RY13

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

EUCAST Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi
FSB Frozen storage buffer

GSBL Genislemis spektrumlu beta laktamaz

K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae

LB Luria-Bertani

ulL Mikrolitre

uM Mikromolar

pum Mikrometre

MIK Minimum inhibisyon konsantrasyonu
PBP Penisilin baglayan protein

R Direngli

Rpm Dakikadaki doniis sayisi

S Duyarh

Taq Thermus aquaticus

TAE Tris-asetik asit-etilendiamintetraasetik asit
m Erime sicaklig1

Tris Tris (hidroksimetil) aminometan

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

X-Gal 5-Bromo-4-kloro-3-indol-b-D-galaktozid
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GIRIS

Mikroorganizmalar yeryiiziiniin en eski canlilaridir. Bunun en 6nemli nedeni
degisen kosullara hizla uyum saglayabilme yetenekleridir. Bu yetenekleri sayesinde
gelistirilen her yeni antibiyotige direng gelistirecek bir yol bulmaktadirlar. Sonug
olarak enfeksiyonlar ile savasta ¢ok Onemli yer tutan antibiyotiklere karsi direng
sorunu ortaya ¢cikmaktadir (Vahaboglu, 2004).

1939°da penisilinler saf olarak elde edildiklerinde biiyiik umutlar dogurmus
fakat kisa zaman sonra 1940’da Abraham ve Chain’in penisilinazi bulmasi umutlarin
kirilmasina sebep olmustur. Bu bulusun ardindan birgok yeni antibiyotik gelistirilmis
fakat mikroorganizmalar bulunan her antibiyotige karsi yeni bir direng yolu
gelistirmeyi basarmistir. Glinlimiizde bircok Gram negatif (¢coklu antibiyotik direncine
sahip Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia, Serratia spp. gibi penisilin direngli Meningokoklar,
kinolon direng¢li Gonokoklar), Gram pozitif (Metisilin direngli Staphylococcus aureus
ve koagiilaz negatif Stafilokoklar, vankomisin direngli Enterokoklar, penisilin direngli
Pnomokoklar, makrolid direngli Streptokoklar) ve aside direngli ( ¢oklu ilaca direngli
Mycobacterium tuberculosis ve M. avium complex ) mikroorganizmalarda antibiyotik
direnci enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar olusturmaktadir (Vahaboglu, 2004;
Usluer, 2002).

Antibiyotik direnci, herhangi bir mikroorganizma tiiriiniin bazi suslarinin
antibiyotige kars1t ¢esitli diren¢ mekanizmalar1 gelistirmesi ve antibiyotikten
etkilenmemesi olarak tanimlanabilir. Kazanilmis antibiyotik direnci ise ya direngli bir
mikroorganizmanin diren¢ genini duyarli mikroorganizmalara aktarmasiyla ya da
mikroorganizmalarin kromozomunda olusan mutasyonlarla agiga ¢ikar (Toreci, 2003;
Gold ve Moellering, 1996).

Glinlimiizde antibiyotik cesitlerinin kullaniminin artmasi, yogun bakim
tinitelerinin sayisinin artmasi, bagisiklik sistemi bozulmusg hastalarin sayisinin artmasi,
gida endiistrisinde antibiyotik kullanimi gibi sebeplerle mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci istikrarh sekilde artis gostermektedir. Toplum kaynakli enfeksiyon
etkenlerinden Streptococcos pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus

influenzae, Shigella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli en ¢ok



direng sorunu yasanan mikroorganizmalardir. Fakat antibiyotik kullaniminin daha
yogun olmast sebebi ile direng sorununun daha ciddi yagsandig yerler ise hastanelerdir
(Toreci, 2004; Archibad vd., 1997).

Antibiyotikler, enfeksiyon tedavisinde 6nemli yere sahip olmalar1 bakimindan
uygun kullanildiklar1 takdirde onemli yararlar saglamalarina karsin uygun olmayan
kullanimlarinda ise direncli suslarin hizla ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar. Buna
ilave olarak bu direngli suslarla olusan siiperenfeksiyonlar, morbiditeyi ve mortaliteyi
Olumsuz yonde etkilemektedirler (Ulug vd., 2012). Mikroorganizmalar,
antimikrobiyal ajanlara kars1 siirekli olarak diren¢ gelistirmekte ve sonug olarak bu
ajanlar1 etkisiz hale getirmektedirler. Bakterilerin genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) enzimleri iiretmesi, bu direng mekanizmalar1 arasinda 6nemli yere
sahiptir. Genel olarak GSBL {ireten bakteriler hastane enfeksiyonlar: ile iligkilidirler
fakat artik giiniimiizde toplum i¢inde de goriilmesi miimkiindiir (O’Kelly vd., 2016).

Antibiyotiklere kars1 direng, son yillarda artik ciddi boyutlara varan bir klinik
problem haline gelmistir. Diren¢ gelistiren bakteriler arasinda, beta laktamaz
enzimlerini lireterek beta laktam antibiyotiklerini hidrolize edip onlar1 inaktif hale
getiren birgok bakteri tlirii bulunmaktadir. Giiniimiize kadar toplamda 350’ye varan
beta laktamaz enzimi tanimlanmis olup bunlarin biiylik oranini ise genislemis
spektrumlu beta laktamaz enzimleri olusturmaktadir (Ambler, 1980; Falagas ve
Karageorgopoulos, 2009).

GSBL ’ler genellikle ekstrakromozomal yapilar tarafindan sentezlendiklerinden
bakteriler arasi kolaylikla aktarilmalar1 miimkiindiir. Genislemis spektrumlu beta
laktamazlar daha yaygin olarak E. coli ve K. pneumoniae tarafindan
sentezlenmektedirler (Calbo ve Garau, 2015; Coque vd., 2008).

Genisletilmis spektrumlu beta laktamazin diinya ¢apinda Onemli Olcilide
yayilmasina sebep olan o6zellikle E. coli ve K. pneumoniae gibi ¢oklu ilaca direngli
bakterilerdir (Chong vd., 2011). Escherichia coli ve K. pneumoniae plazmit aracili,
ampisilin hidrolize eden beta laktamazlar igeren suslardir (Paterson and Bonomo,
2005).

Escherichia coli genellikle mide bagirsak, kan dolasimi ve idrar yolu
enfeksiyonlart ile iligkilidir. Buna ilave olarak, E. coli aktarilabilir antimikrobiyal

diren¢ deposu gorevi gormektedir (Frye ve Jackson, 2013; Poole vd., 2017).



Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin amaci, Trabzon Fatih Devlet hastanesinden
izole edilen 50 E. coli ve 47 Klebsiella pneumoniae izolatinda blactx-m1, blaTtem,
blakec, blaces, blasty, blaviv, blarer-2, blaves, blaime, blacmy-2, blactx-m2, blamox,
blarox, blapna, blamir, blamcr -1 gnrS, gnrA, gnrB, fosA, fosCo, fosAz, murA, uhpT,

glpT genlerinin varliginin molekiiler yontemlerle arastirilmasidir.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Antibiyotik Direnci
Mikroorganizmalarin etkilere direnme yetenegi nedeniyle bir zamanlar onlari

etkisiz hale getirmek icin kullandigimiz ilaglar giin gegtik¢e daha az etkili olmaktadir.
Mikroorganizmalarin bu yetenegi antimikrobiyal direng olarak bilinir (CDC, 2018).
Bu nedenle ilaglar etkisiz hale gelmekte ve mikroorganizmalar bir siireligine varligini
siirdiirmektedir. Mikroorganizmalarin viicutta daha uzun siire kalmasi, enfeksiyonlarin
yayilma riskini arttirmakta ve hastaliklari tedavi etme yetenegimizi tehdit etmektedir
(WHO, 2018). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan biiyiik bir kiiresel saglik tehdidi olarak
tanimlanan antibiyotik direnci nedeniyle her y1l yiiz binlerce insan 6lmektedir (Allen,

2014).

1.1.1. Dogal (intrinsik) Diren¢

Dogal diren¢ mekanizmasi, bakterilerde kalitsal degildir fakat bakterilere ait bir
cesit direng Ozelligidir. Bakteriler, tiir 6zelliklerine bagl olarak antibiyotiklerin hedefi
olan yapiyr tasimamalarindan dolay1 diren¢ olusturabilmektedir. Bu nedenle de
antibiyotiklerin herhangi bir yapisal 6zelliklerinden dolay1r hedefe ulasmalari
engellenmis olmaktadir (Jawetz vd., 1995; Eliopoulos, 1992).

1.1.2. Kazanilmis Direng

Bakterilerdeki bircok genetik 6zelligin degismesi transpozonlar veya plazmit
DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar araciliiyla olusmaktadir. Direngli bakteriler
aracilig ile transdiiksiyon, konjugasyon veya transformasyon gibi aktarim yontemleri
vasitasityla meydana gelen direng kazanilmis direnctir (Kayis, 2019).

Genetik kaynakli direng kromozomal veya kromozom dis1 elemanlara baglh
olabilir. Kromozomal direng, bakterilerin kromozomlarinda kendiliginden meydana
gelen mutasyonlar neticesinde ortaya ¢ikar. Ekstrakromozomal direng, farkl
sekillerde aktarilan plazmit, integron ve transpozon adi verilen genetik elemanlara
baghidir (Yiice, 2001).

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replikasyona ugrayabilen
ekstrakromozomal DNA parcalaridir. Ilaglarin parcalanmasia yol acan enzimlerin

tiretilmesinden sorumludur (McClintock, 1950).



Transpozonlar (sigrayan genler), hiicrenin genomunda farkli yerlere gecebilen
DNA dizileridir. Bu sekilde, genomdaki DNA’larin degismesine ve mutasyonlara
sebep olurlar (McClintock, 1950). Direng genlerinin 6zellikle transpozonlar tarafindan
tasindiklar1 bilinmektedir (Yiice, 2001). Bakteri kromozomu iginde yer degistirebilen
veya plazmitten plazmite, plazmitten bakteriyofaja ya da DNA’ya, kromozomdan
plazmide gecis yapabilen DNA dizileridir. Direng genlerini tagiyan plazmit ve genetik
materyaller bakteriler arast konjugasyon, transformasyon, transpozisyon ve
transdiiksiyon gibi mekanizmalar aracilig1 ile aktarilirlar (McClintock, 1950).
Transdiiksiyon, genetik materyallerin fajlar vasitasiyla bakteriden bakteriye
aktarilmasi olayidir. Boylece ilag direnci igeren herhangi bir bakteriden diger bir
bakteriye direng aktarimi yapilmis olur (Arda, 1978). Genetik transferdir ve bir vektor
(tasiyict) yoluyla gerceklesir. Cogunlugu, genel olarak bakterileri enfekte edebilen
viriisler olarak da bilinir. Bakteriyofajlar ya da basit anlamu ile fajlar da denilebilir.
Antibiyotik direncini kodlayan bakteri geni (direncli DNA) igeren viriis, yeni bakteri
hiicresini enfekte eder ve bu genetik materyali alic1 bakteriye aktarir (Alanis, 2005).
Konjugasyon, iki bakterinin temasi neticesinde genetik bilgi aktarimidir. Gram
negatif ve Gram pozitif bakteri tiirleri i¢cinde de genetik bilgi aktarimi olmaktadir
(Jawetz vd., 1995; Eliopoulos vd., 1992). Diren¢ aktarimmin en yaygin oldugu
mekanizmasidir. Bu mekanizmaya normalde plazmitler aracilik eder. Plazmitlerin
bakteriden bakteriye ge¢isi piluslar araciligiyla gerceklesir, piluslar bakterileri gecici
olarak birbirine baglar ve bu DNA pargalarinin gegisine izin verir (Alanis, 2005).
Tranformasyon, ortamdaki serbest DNA’nin bakteri hiicresi igerisine alinarak
direng genlerinin aktarilmasi olayidir (Jawetz vd., 1995; Eliopoulos, 1992). Serbest
DNA, genellikle alict bakterinin yakinindaki 6len ve parcalanan diger bakteriden

hiicreye alinir (Alanis, 2005).

1.1.3. Capraz Direng

Farkli antimikrobiyal ajanlar ayn1 hedefe etki ettiginde, hiicre 6liimiine ortak
bir yol baslattiginda veya ilgili hedeflere ortak bir erisim yoluna sahip olduklarinda,
bakterilerin bu ajanlara kars1 olusturduklari direngtir (Chapman, 2003). Genellikle
benzer yapida 6zellik gosteren ilaglar arasinda gozlemlenen bir durumdur (Jawetz vd.,

1995).



1.2. Antibiyotiklere Kars1 Olusan Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerin ¢esitli yapilarinda bir ¢ok farkli direng mekanizmalar1 gelismistir.
Bir bakteriye ait antibiyotik diren¢ mekanizmasi tek bir yapida olusabilecegi gibi

birden fazla mekanizma ile de meydana gelmektedir (Davies vd., 2010).

1.2.1. ilacin Baglandigi Reseptor ya da Baglanma Bélgesinde Olusan
Degisiklikler

Herhangi bir antibiyotigin, bakteriler {iizerinde etkili olabilmesi i¢in
bakterilerdeki belirli bazi molekiiller ile birlesip onlarin calisma mekanizmalarini
engellemesi gerekmektedir. Buradan da anlasilabilecegi gibi bakterilerde antibiyotige
karst afinite gosteren ve antibiyotiklerin hedefi olan molekiiller bulunmaktadir.
Bakterilerin bu yapilarinda olusan degisiklikler sonucunda ise antibiyotige kars1 afinite
azalir ve bu sekilde bakteri, antibiyotik varliginda da liremesine devam edebilir
(Houang vd., 2003). Genellikle hedef bolge degisiklikleri, bakteri geninin kromozom
tizerindeki mutasyonundan ve antimikrobiyal ila¢ varligindaki secimden kaynaklanir
(Lambert, 2005).

[laglarm baglandig1 hedef bolgeler farklidir ve bunlar gesitli enzimler ya da
ribozomal alt brimler olabilir. Bu baglanma hedeflerinde meydana gelen tek bir
mutasyon sonucunda dahi ilacin hedefe baglanma 6zelligi kaybolabilir. Ornegin, 30S
ribozomal alt birimin S12 proteinindeki mutasyonlar streptomisin direncine sebep olur
(Mayer vd., 1995). Yabanct bir DNA’nin ya da bir mutasyon dizisinin kromozoma
eklenmesi neticesinde hedef degisimi olabilmektedir. Ornegin penisilin baglayan
protein (PBP)’lerdeki mutasyonlar ile Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Neisseria meningitidis ve Enterococcus faecium suslarinda penisilin
direnci goriilebilir (Yiice, 2001).

Bakterilerdeki hiicre duvarina ait peptidoglikan yap1 antibiyotiklerin etkilesime
girmesi i¢in uygun hedefler icermektedir. Genellikle de bu hedefler bakterilerin hayati
fonksiyonlarini yiiriitebilmeleri i¢in 6nemlidir. Bu hedeflerden en Onemlilerinden
birisi de bakterilerin hiicre duvar1 yapisinda var olan penisilin baglayict protein
(PBP)’lerdir. PBP’ler yapisal olarak beta-laktamazlara benzeyen D,D-
karboksipeptidazlar ve D,D-transpeptidazlardir (Ghuysen, 1994). Aktif bolgelerinde

serin amino asidi bulundugundan dolay1 serin proteazlar arasinda yer alirlar. Farkli



penisilin baglayan proteinlerin (PBP) farkli beta-laktam antibiyotiklere baglanma
afiniteleri birbirinden farklhidir (Ciftgi ve Aksoy, 2015).

Bakterilerin beta-laktam afinitesi zayif yeni bir PBP geni iiretmesi, yakin
tiirlerden gen transferi ile mozaik PBP genlerinin olugmasi, diisiik afiniteli PBP’nin
gereginden fazla ftretilmesi, PBP’lerin aktif bolgelerindeki korunmus yapilarda
meydana gelen aminoasit degisimleri gibi beta-laktam afinitesinin zayiflamasina

sebep olan diren¢ mekanizmalar1 mevcuttur (Ciftgi ve Aksoy, 2015).

1.2.2. Antibiyotik inaktivasyonu Sonucu Gelisen Direnc

Bakteriler tarafindan antibiyotik yapisini bozan ya da yapisinda degisiklik
olusturan enzimlerin iiretilmesine bagli olarak gelisen direnctir. Antibiyotiklerin
inaktif hale getirilmesinde, hidrolitik enzimler, grup transferi ve redoks mekanizmalar1
rol almaktadir. Kloramfenikol ve beta-laktam antibiyotikler, enzimatik yoldan
antibiyotik inaktivasyonu veya yikimi ile diren¢ kazanilan ¢ok onemli antibiyotik
grubudur (Ciftgi ve Aksoy, 2015).

Ester ve amidler gibi hidrolize duyarli kimyasal baglar iceren bazi
antibiyotiklerin bu baglarin1 hedef alan birgok enzim vardir. Bu enzimler, bakteriler
tarafindan tretilir ve bakteri hiicrelerine baglanmaya ¢alisan antibiyotikleri inaktive
ederler. Bu hidrolitik amidazlar “beta laktamaz” enzimleridir. Beta laktamazlar,
sefalosporin ve penisilin tiirli antibiyotiklerin beta laktam halkalarin1 bozarak
bakteriye baglanma mekanizmalarini inaktive ederler. Her iki gruptaki yani
sefalosporin ve penisilin antibiyotiklerini inaktive eden enzimler ise “genislemis

spektrumlu beta laktamaz” olarak adlandirilirlar (Bonnet, 2004).

1.2.3. flacin Enzimatik Inaktivasyonu

Antimikrobiyal ilaci modifiye eden ya da pargalayan enzimlerin meydana
gelmesi neticesinde olusan direncgtir. Bu tiir antimikrobiyal ilaglar1 parcalayan
enzimleri Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler sentezlemektedir. Antimikrobiyal
beta-laktam ilaglarini inhibe eden beta laktamaz enzimi, eritromisini inaktive eden
esteraz enzimi ve kloramfenikolu inaktive eden fosforilaz enzimi diren¢ gelisiminde

onemli yere sahip enzimlerdir (Isik, 2008; Oguz, 2013).

1.2.4. Aktif Pompalama ile ilacin Disar1 Atilmasi

Antibiyotiklerin hiicre i¢indeki varligini en aza indirmek i¢in aktif pompa
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sistemleri adin1 verdigimiz membran proteinleri, antibiyotiklerin hiicre disina
atilmasini saglamaktadir. Hiicre membran gecirgenliginin azalmasi ile antibiyotigin
hiicreye giris oran1 da azalmaktadir (Nikaido, 1994).

Bakteri membranlar1 hidrofilik molekiillerden korunabilecek bariyer yapiya
sahip iken, hem lipofilik ve hem de hidrofilik 6zellikteki amfifilik bilesikler ise bu
membrandan rahatlikla gecebilmektedir. Bu gecisi engelleyebilmek icin bakteriler,
cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Aktif pompa sistemleri de gelistirilen bu
mekanizmalar arasindaki en Onemlisidir. Aktif pompa sistemleri yoluyla olusan
direng, antibiyotigin yapisin1i bozmaksizin hiicre i¢i yogunlugunun azaltilmasidir.
Antibiyotiklerin hiicre digina atilmalarina sebep olan aktif pompa sistemlerinin varlig
yillar once ilk olarak tetrasiklinler i¢in saptanmistir. Glinlimiizde ise aktif pompa
sisteminin beta-laktamlara ve birgok antibiyotik grubuna karsi olusturulan direng
mekanizmalarinda 6nemli yere sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica Gram negatif
bakterilerdeki dogal dirence de aktif pompa sisteminin sebep oldugu saptanmistir (Van

vd., 2000).

1.2.5. Metabolik Yoldaki Degisimler

Alternatif metabolik yollarin  kullanilmas1 olarak da adlandirilabilir.
Bakterilerde olusturulan hedef degisiminden farkli olarak, bakterilerin ilaca duyarh
hedefe gereksinimini ortadan kaldiracak baska metabolik yollar gelistirirler (Isik,
2008).

1.3. Antibiyotiklerin Tarihsel Gelisimi

Yaklasik yiiz yildir mikroplar ile miicadele etmedeki en 6nemli silahimiz olan
antibiyotikler, ilk olarak 1877 yilinda toprak bakterilerini hayvanlara enjekte eden
Pasteur’un calismasi sayesinde sarbon hastalifinin etkisiz hale getirilmesiyle
bakterilere kars1 savas baslamis oldu. Antibiyotiklerin ilging tarafi, mikroplari
oldiirdiikleri halde birgogunun mikroorganizmalar tarafindan tiretilmesidir (Kuyucu,
2007).

Kiigiik dozlarda dahi bakteriyal infeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilan
antibiyotikler, farkli 6zellikteki mikroorganizmalardan elde edilir. Antibiyotikler
arasinda oldiiriicii (bakterisidal) etkiye sahip gruplar oldugu gibi, bakteri iiremesini

engelleyici (bakteriyostatik) etki gosteren gruplar da mevcuttur (URL-1).



1927 yilinda Alexander Fleming siradisi bir gozlem yoluyla penisilini kesfetti.
Uzerlerinde bakteri iiretilen petri kaplarmin birinde mavi bir kiif goézlemleyen
Fleming, kiifiin etrafinda mikroorganizmalarin {iremedigini farketti. Kiifiin
icerisindeki 0zel molekiil salgilayarak bakterileri o6ldiiren mantar yapili bu
mikroorganizmalar ~ Penicillum  notatum adim1  alirken, kiifiin  i¢indeki
mikroorganizmalarin {irettigi molekiile ise penisilin adi verilmistir. 1940 yilinda

penisilin yapay olarak tiretilmeye baslanmistir (Davies, 2010).

1.4. Antibiyotiklerin Stmflandiriimasi
Antibiyotikler en genel sekilde etki giiclerine, etki mekanizmalarina ve
kimyasal yapilarina gore simiflandirilir (Topal vd., 2015). Tablo 1’de antibiyotiklerin

hedefleri ve etkiledikleri hiicresel mekanizmalar verilmektedir (Kohanski vd., 2010).

Tablo 1. Antibiyotikler ve etki mekanizmalari

Antibiyotik tipi

Antibiyotik

Onciil hedef

Etkilenen mekanizmalar

Florokinolonlar
(DNA sentezi Inhibitorii)

Nalidiksik asit,
siprofloksasin,
levofloksasin ve
gemifloksasin

Topoizomeraz |1
Topoizomeraz IV

DNA replikasyonu, SOS

cevabi, Hiicre boliinmesi,

ATP tiretimi, Fe-S kiime
sentezi, ROS olusumu

Trimetoprim sulfametoksazol

(DNA sentezi inhibitorii)

Trimetoprim
sulfametoksazol

Tetrahidrofolik asit
sentezi inhibitorleri

Niikleotid biyosentezi ve
DNA replikasyonu

Rifamisinler
(RNA sentezi inhibitdorii)

Rifamisin,
rifampin ve
rifapentin

DNA bagimli RNA
polimeraz

RNA transkripsiyonu, DNA
replikasyonu ve SOS cevabi

p-laktamlar
(Hiicre duvari sentezi
inhibitorii)

Penisilinler,
sefalosporinler,
monobaktamlar ve
karbapenemler

Penisilin baglayan
proteinler

Hiicre duvari sentezi, hiicre
boliinmesi, otolizin
aktivitesi, SOS cevabi, Fe-S
kiime sentezi, TCA
dongiisii, ROS olusumu

Glikopeptidler ve
Glikolipopeptidler (Hiicre
duvari sentezi inhibitorii)

Vankomisin ve
teikoplanin

Peptidoglikan
yapilari

Hiicre duvari sentezi,
transglikozillenme,
transpeptidasyon ve otolizin
aktivasyonu

Lipopeptidler

Daptomisin ve

Hiicre zan

Hiicre duvari sentezi ve iki

(Hiicre duvar sentezi polimiksin B bilesenli zar sistemi
inhibitorii)
Aminoglikozitler Gentamisin, 30S ribozomal alt Protein translasyonu
(Protein sentezi inhibitorii) tobramisin, birim (tRNA” nin yanlig
streptomisin ve eslesmesi) SOS cevabi, Fe-
kanamisin S kiime sentezi, TCA

dongiisii, ROS olusumu

Tetrasiklinler
(Protein sentezi inhibitorii)

Tetrasiklin ve
Doksisiklin

30S ribozomal alt
birim

Protein translasyonu
(aminoagil tRNA’ nin
ribozoma baglanmasinin
engellenmesi )

Makrolidler
(Protein sentezi inhibitorii)

Eritromisin ve
Azitromisin

50S ribozomal alt
birim

Protein translasyonu (uzama
ve translokasyon
basamaklarmin
engellenmesi)




Tablo 1 (Devam). Antibiyotikler ve etki mekanizmalari

Streptograminler Pristinamisin, 50S ribozomal alt Protein translasyonu
(Protein sentezi inhibitorii) dalfopristin ve birim (baglama, uzama ve
kuinupristin translokasyon
basamaklarinin
engellenmesi)
Fenikoller Kloramfenikol 50S ribozomal alt Protein translasyonu
(Protein sentezi inhibitorii) birim

1.4.1. Antibiyotiklerin Etki Giiclerine Gore Simflandirilmasi

Antibiyotikler, bakteriyostatikler ve bakterisidler olarak iki farkli etki
mekanizmasina sahiptir. Bakteriyostatikler, mikroorganizmalarin iiremesini veya
gelismesini 0nlemede etkili rol oynar. Boylece mikroorganizmalar, viicudun savunma
mekanizmalar1 tarafindan rahatlikla inhibe edilirler. Bakteriyostatik ozellikteki
antibiyotikler, siilfonamidler, makrolidler, tetrasiklinler, amfenikoller gibi c¢esitli
gruplara ayrilirlar. Bakterisidler, direkt bakteri hiicresinin 6lmesine sebep olan
antibiyotik grubudur. Bu antibiyotiklere ise beta laktamlar en iyi 6rnektir. Beta laktam
antibiyotik grubunda, penisilinler, monobaktamlar, karbapenemler, sefalosparinler ve
beta laktamaz inhibitorleri yer alir. Ayrica polipeptidler, vankomisin, rifamisin,
teikoplanin ve florokinolonlar da bakterisid etkiye sahip antibiyotiklerdir (Aktuglu,
1997).

1.4.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Goére Simflandirilmasi

Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler birkac gruba ayrilir. Bu gruplar; litik
enzimleri aktive edip bakteri hiicre duvarini bozan antibiyotikler, ribozomlarda protein
sentezini engelleyen antibiyotikler, sitoplazma membran permeabilitesini bozan
antibiyotikler, bakteriyel antimetabolitler ve bakterilerin genetik materyalleri lizerine
etki yapan antibiyotiklerdir.

Bakterilerde litik enzimleri aktive edip hiicre duvar1 sentezini bozan
antibiyotikler, beta laktam antibiyotikleridir. Bunlar; sefalosporinler, monobaktamlar,
karbapenemler, penisilinlerdir. Bunlarin haricinde sikloserin, teikoplanin, basitrasin ve
vankomisin antibiyotikleri de hiicre duvari sentezini engelleyen antibiyotik gruplaridir

(Aktuglu, 1997).
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1.4.3. Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

Kimyasal yapilarina gore antibiyotikler; beta laktamlar, polipeptidler,
kinolonlar, makrolidler, fenikoller, stilfonamidler, tetrasiklinler, rifamisinler,
nitrofuranlar, aminoglikozidler ve imidazoller gibi antibiyotik ¢esitleridir (Aktuglu,
1997).
1.5. Beta () Laktam Antibiyotikler

Antibiyotik gruplarinda akla ilk gelen en 6nemli antibiyotik beta laktamlardir.
Molekiiler yapisinda beta laktam halkas1 bulunan antibiyotiklerdir (Sekil 1) (Ozdemir
ve Atahan, 2013). Beta laktam halkasi, ii¢ karbon atomu ve bir azot atomundan
olugmaktadir. Azot atomu karbonil grubundan beta karbonuna bagli oldugu icin beta

laktamlar olarak tanimlanirlar (Nicola vd., 2010).

/r—NH

o]
Beta-laktam halkas

R H H
R N =
U \_:°
)/ \ i_-8 CHy 7/
PITIX s
o/_N 3 s 0/ Z T
Zoom
o) OH
Penisilin Sefalosporin
R?
R1
/ R-—C——NH
L/
/ )
COOH 0/ SO;H
Karbapenem Monobaktam

Sekil 1. Beta-laktam antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Gonciioglu vd., 2021)

Hiicre duvarindaki ilgili proteinlere baglanarak hiicre duvari sentezini inhibe

ederler. Bu sebeple de hiicre duvari olmayan bakteriler, beta laktamlara karsi
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direnclidir (Ozdemir ve Atahan, 2013). Beta laktamlar, etki spektrumlarina ve
antimikrobiyal aktivitelerine gore monobaktamlar, sefalosporinler, penisilinler,
karbapenemler olarak siniflandirilir.
1.5.1. Penisilinler

B-laktam antibiyotiginin ilk prototipi 1928’de Alexander Fleming tarafindan
kesfedilen Penisilin G dir. Penicillium notatum kiifiiniin salgiladigi enzimler,
stafilokok bakterilerinin inhibisyonuna neden oldu. Daha sonra saflastirildi ve
1940’larda klinik olarak kullanildi. Penisilinler, konakta diisiik toksik etkide bulunan
bunun yani sira en genis etkiye sahip antibiyotiklerdir (Tablo 2). Bir f-laktam halkasi,
bir yan zincir ve bir tiazolidin halkasindan olusmaktadirlar (Sekil 2). Beta laktam ve
tiazolidin halkasinin meydana getirdigi yap1 6-aminopenisilanik asit (6-APA) olarak
adlandirtlir (Wanger vd., 2017).

Sekil 2. Penisilinin kimyasal yapis1 (URL-2)

Tablo 2. Penisilin grubu antibiyotikler (Yoneyama ve Katsumata, 2006;
Winn vd., 2006)

Penisilinler
Dar Spektrumiu Genis Spektrumlu
Benzilpenisilin, Aminopenisilinler Karboksipenisilinler Ureidopenisilinler Diger
Fenoksimetilpenisilin, Amoksisilin, Karbenisilin, Azlosilin, Mesilinam,
Kloksasilin Ampisilin, Episilin  Tikarsilin, Temosilin Piperasilin, Sulbenisilin
(Dikloksasilin, Mezlosilin

Flukloksasilin),
Oksasilin, Metisilin,
Nafsilin
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1.5.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler 6 iiyeli dihidrotiazin halkasina sahiptirler (Sekil 3). Sahip
olduklar1 bu yapiyla birlikte penisilinlerin 5 iiyeli tiazolidin halkasindan ayrilirlar.
Penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanarak hiicre duvarinin sentezini engellerler
ve bakterisidal etki gosterirler. Antimikrobiyal aktiviteleri ve yapilarma gore 1., 2., 3.,
4., kusak olarak dort grupta incelenirler (Tablo 3) (Leblebicioglu vd., 2003).

S

.
/
L

N
o/ 7 R

1

@) OH
Sekil 3. Sefalosporinin kimyasal yapisi1 (URL-2)

Tablo 3. Sefalosporin grubu antibiyotikler (Morse vd., 2004)

Sefalosporinler
Sefazolin, Sefadroksin, Sefaleksin, Sefaloridin, Sefalotin, Sefapirin,
1.Kusak Sefatrizin, Sefazedon, Sefazaflur, Sefradin, Sefroksadin, Seftezol

Sefaklor, Sefamandol, Sefminoks, Sefonisid, Seforanid, Sefotiyam,
2.Kusak Sefprozil, Sefbuperazon, Sefuroksim, Sefuzonam

Sefiksim, Seftriakson, Sefaperazon, Sefotaksim, Sefpodoksim,
Sefdinir, Sefsulodin, Sefsapen, Sefdaloksim, Sefditoren, Sefetamet,
3.Kusak Sefmenoksim, Sefodizim, Sefpimizol, Sefpiramis, Sefteram,
Seftibuten, Seftiolen, Seftzoksim

4.Kusak Sefepim, Sefpirom, Sefkuinom, Sefozopran
5.Kusak Seftobiprol, Seftarolin fosamil

1.5.3. Karbapenemler

Mevcut olan antibiyotikler arasinda en genis etkiye sahip B-laktam grubu
ajanlardir (Wanger vd., 2017). Karbapenemler, penisiline ve sefalosporine benzer
yapida olmasina ragmen yapisindaki siilfiir atomu bir karbon atomu ile yer

degistirdiginden ve de hidroksietil grubunun bir trans konfigilirasyonu varlig1 sebebiyle
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farklilik gosterirler (Sekil 4). Karbapenemlerin bu trans konfigiirasyonu sayesinde etki
giicleri fazladir (Moellering vd., 1989).

COOH

Sekil 4. Karbapenemlerin kimyasal yapis1 (URL-2)

1.5.4. Monobaktamlar

[lk monosiklik B-laktamm bulunmasiyla birlikte, B-laktamlardaki
antibakteriyel aktivite ve P-laktamazlara karsi olan dayaniklilikta, penisilin ve
sefalosporinlerdeki ¢ift halkali ¢ekirdegin sart olmadigi anlasilmistir (Baykal vd.,
1989). Etki mekanizmasi, hiicre duvar sentezini bozarak inhibe etmektir. Bu etkisini

ise PBP3’e baglanarak olusturur. Aztreonam bu grubun tek kullanilan tiyesidir (Mycek

vd., 2001).
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Sekil 5. Monobaktamlarin kimyasal yapist (URL-2)

1.6. p-Laktamlarin Etki Mekanizmalar:
B-laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinda duvar sentezinin tgiincii

asamasinda yer alan enzimleri inaktive ederek duyarli bakterilerin biiylimesini
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engeller. Gram pozitif bakterilerde, karmagik bilesimli bir heteropolimer olarak
goriinen hiicre duvarinda sitoplazmik zarm bagli oldugu duvara dayaniklilik saglayan
yan yana olugsmus peptidoglikan tabakasi bulunur. Bu peptidoglikan tabakasinin
tizerindeki dis zara beta laktam antibiyotiklerinin hedefi olan penisilin baglayan
proteinler (PBP) eklidir (Schneider vd., 2009; Murray vd., 2005). Buna kiyasla, Gram
negatif hiicre duvar1 Gram pozitif organizmalarinkinden daha karmasik bir yapiya
sahiptir. Kompleks yapiya sahip olan peptidoglikan tabakasinin glikan kismi, N-
asetilmuramik asit (NAM) ve N-asetil glukozamin (NAG) molekiillerinin beta-1,4
glikozid baglar ile birbirine baglanmasi ile olusan zincir yapilardan olusur. NAM
molekiiline bagli peptid zincirleri vardir ve bitisik glikan zincirlerinin NAM
molekiillerindeki bu kisa peptidler arasinda ¢apraz baglar bulunur (Ersoy, 2019).

Peptidoglikan, hiicre seklinin olusmasindan ve hiicre duvarinin saglamhigindan
sorumludur. Ayrica hiicrenin osmotik stabilitesini korumak igin N-asetilmuramik asit
(NAM), N-asetilgikozamin (NAG) ve oligopeptitten meydana gelir (Savage, 2001).
Beta laktam antibiyotikler, transpeptidazlara (penisilin baglayan proteinler) geri
doniisiimsiiz baglanir ve onlarin aktivitelerini bozar. Penisillin baglayan proteinlerin
gorevi peptid kopriileri olusturmak i¢in komsu oligopeptidleri ¢apraz baglayarak
saglam hiicre duvarinin olusmasini saglamaktir (Nicola vd., 2010).

1.7. Beta (§) Laktamaz Inhibitorleri

Beta laktamlar ile bir arada kullanilan beta laktamaz inhibitorlerinin
(klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam) amaci, beta laktamaz tireten bakterilerin
etkinligini sinirlamaktir. Bu beta laktamaz inhibitorleri benzer etki mekanizmasina
sahiptirler ve gdrevleri beta laktamazi baglayarak enzimatik fonksiyonlarini devre dis1
birakmaktir (Sulton vd., 2005).

Klavulanik asit: Streptomyces clavuligerus kiiltiiriinden izole edilmistir ve
antibakteriyel etkisi zay1f bir bilesendir. Klavulanik asit, beta laktamaz ile birlesir ve
doniigiimsiiz olarak agil enzim kompleksi olusturarak beta laktamaz enziminin beta
laktam antibiyotigini par¢alamasim1 engeller. Stafilokoklar ve Gram negatif
bakterilerin irettikleri beta laktamazlar1 inhibe ederler ve beta laktam antibiyotikle

birlikte kullanildiginda sinerjistik etki gosterirler.
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Sulbaktam: Penisilin ve sefalosporinlerle sinerjistik etkiye sahiptir.
Semisentetik bir 6 dezaminopenisilin sulfon’dur ve antibakteriyel etkisi zayiftir. Beta

laktamazlari inhibe etme 6zelligine sahiptir.

Tazobaktam: Yapisal olarak sulbaktama benzerdir. Diger beta laktamaz
inhibitorleri gibi tek baglarina antibakteriyel etkisi zayif oldugu i¢in farkli beta laktam
cesitleri ile kombine olarak kullanilir (Yao vd., 2009).

1.8. Beta (p) Laktamazlar

B-laktamazlar, antibiyotigin hedefi olan penisilin baglayan proteinlere
baglanmadan 6nce antibiyotige ait olan beta laktam halkasini hidroliz ederek anbiyotik
etkinligini inaktive ederler. Amino asit dizi benzerliklerinden dolay1 beta laktamazlar,
penisilin baglayan proteinler ile yapisal benzerlik gdosterirler. Antibiyotigin beta
laktamazlar tarafindan inaktif hale getirilmesi islemi sirasinda asilasyon ve

deasilasyon agamalar1 gergeklesir (Babic vd., 2006; Massova vd., 1998).

1.8.1. Beta Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta laktamazlar, gen dizilimlerine, kesfedilme yerlerine, bakteri cinsine,
genlerin kromozomlar iizerindeki yerlerine, biyokimyasal 6zelliklerine, kullanildiklar:
substratlara  gore isimlendirilip  smiflandirilabilirler.  Beta  laktamazlarin
siiflandirilmasinda Ambler veya Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasi énemli yere
sahiptir (Tablo 4) (Topgu vd., 2008; Rice vd., 2009).

Ambler molekiiler smiflandirmasinda, beta laktamazlarin amino asit
sekansindaki benzerlikleri dikkate alinmistir. Ambler siniflandirma sisteminde beta
laktamazlar 4 gruba ayrilir. Bu dort grup A, B, C ve D olarak kodlanir. A, C ve D
enzimlerinin aktif kisimlarinda serin bulunur ve bu grup serin beta laktamazlar olarak
isimlendirilir. Metallo beta laktamazlar ise B sinifina dahildirler ve aktif kisimlarinda
ise ¢inko bulunur. Ilave olarak B sinifi beta laktamazlar arasinda enzim hidrolitik
mekanizmalar1 yoniinden de farkliliklar vardir. Penisilin baglayan proteinler ile
benzerlik gosteren serin beta laktamazlar ser-Xaa-Xaa-Lys motifi tasir. Hem penisilin
baglayan proteinler hem de serin beta laktamazlar, beta laktam antibiyotiklerini
hidrolize eder. Metal merkezi olusturan His-Xaa-His-Xaa-Asp motifine sahip olan
metallo beta laktamazlar ise hidrolizde metal ile aktive olmus su niikleofilini kullanir
(Tooke vd., 2019).
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karbenisilin,

sefaloridin,

aksalisin,

genislemis

Bush-Jacoby-Medeiros ise 1995 yilinda beta laktamazlarin hem penisilin,

spektrumlu sefalosporinler ve

imipeneme kars1 hidrolitik spektrumlar1 ve klavulanik aside karsi olan duyarliliklarini

dikkate alarak hem de biyokimyasal 6zellikleri ve de substrat profiline gore 4 grupta

simiflandirmigtir (Murray vd., 2009; Bush, 2010).

laktamazlar ve metallo beta laktamazlar olarak farkli yapilardadir.

Beta laktamazlar, AmpC tipi beta laktamazlar, genislemis spektrumlu beta

Tablo 4. Beta-laktamazlarin Bush-Jacoby ve Medeiros siniflandirilmasi
(Bush ve Jacoby, 2010)

Bush- Molektler Tercih edilen CA veya EDTA Karakteristik Temsil
Ty sk substratlar i Inhibisyon tanmimlari eden
grup (alt sinif) Inhibisyon Y enzimler
L AmpC,
Sefalosporinler bSefgllosppr_llplzn P99,
Sefamisisnler enztipenisiiinden ACT-1
1 C . H H daha iyi hidrolize eder, !
Sefalosporinler Sefamisinleri hidrolize CMY-2,
Aztreonam eder FOX-1,
' MIR-1
Sefalosporinler Seftadizim ve siklikla
Sefamir;isnler diger oxiimino beta cel
le C - H H laktamlar1 artmig !
Sefalosporinler - W CMY-37
Aztreonam G-S seviyede hidrolize
eder.
Benzilpenisilinleri
2a A Penisilinler E H sefalosporinlerden PC1
daha iyi hidrolize eder
Benzilpenisilin ve
2b A Penisilinler E H sefalosporinleri benzer $Em%
ilk sefalosporinler seviyede hidrolize '
SHV1
eder.
Oxiimino beta . TEM-3,
. laktamlar (sefotaksim,
sefalosporinler seftazidim, seftriakson, ~ SHV-2
2be A monobaktamlar E H " ' ; ' CTXM-
&S “oviyeds hidroize. 19 PER:
4 1, VEB-1
eder.
Penisilinler Klavulanik asit,
. sulbaktam ve TEM-30,
2br A Ik Sefalosporinler H H tazobaktama direng SHV-10
gOriiliir.
Klavunaik asit,
Sefalosporinler, sulbaktam ve .
Monobaktamlar t_azobakta_m dlrer_l_gll_hgl
2ber A Penisilinler H H ile kombine oksiimino ~ TEM-50
G-S beta laktamalar1 artmig
seviyede hidrolize
eder.
Karbenisilinin artmis PSE-1
2c A Karbenisilin E H sewye&jenh‘!drollm CARB-3
gOriiliir.
Karbenisilin Karbenisilin, sefepim
2ce A cefepim ' E H ve sefpiromu artmig RTG-4
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Tablo 4 (Devam). Beta-laktamazlarin Bush-Jacoby ve Medeiros

simiflandirilmasi
Kloksasilin veya
2d D Kloksasilin D H oksasilini artmig OXA-1,
Oxasilin seviyede hidrolize OXA-10
eder.
Kloksasilin veya
. oksasilini ve oksimino  OXA-11,
2de D sefalosporinler D H beta laktamlar OXA-15
hidrolize eder.
Kloksasilin veya
Karbapenemler oksasilin ve OXA-23,
2df D Cloxasilin D H karbapenemleri OXA-48
hidrolize eder.
Sefalosporinleri
hidrolize eder.
Sefalosporinler Klavulanik asit
2e A G-S E H tarafindan inhibe olur CepA
fakat aztreonamdan
inhibe olmaz
Karbapenemler,
Karbapenemler oksimino beta KPC-2
of A Penisilinler D H laktamlar ve IMI-lY
Sefamisinler sefamisinleri artmig SME-i
Sefalosporinler seviyede hidrolize
eder.
Karbapenemleri igeren
Karbapenemler IMP-1,
Penisilinler fakat monObakta.mlarl VIM-1
3a B i H E icermeyen sekilde '
Sefamisinler ; S CcrA,
Sefalosporinler genis spektrum hidroliz IND-1
olusturur.
Karbapenemlerin CohA
3b B Karbapenemler H E tercihli hidrolizi S?h-l’
goriilir.
H: Hayir; D: Degisken; E: Evet; CA: Klavulanik asit; TZB: Tazobaktam; EDTA:

Etilen diamin tetra asetik asit

1.8.2. Beta Laktamaz Tiirleri

1.8.2.1. AmpC tipi Beta Laktamazlar

Ambler molekiiler siniflandirmasina gore molekiiler sinif C olarak tanimlanan

AmpC tipi beta laktamazlar, Bush-Jacoby-Medeiros fonksiyonel gruplandirmasina

gore ise grup 1 de yer alir. AmpC tipi beta laktamazlarin sentezlendigi bazi1 bakteri

tiirleri ise; Enterobacter cinsi, Serratia marcescens, Pseudomonas cinsi, Acinetobacter

cinsi, E. coli tiirleri gibi bazi Gram negatif bakteriler olup karakteristik olarak

kromozom tizerinde kodlanirlar (Song vd., 2006). E. coli’nin iirettigi AmpC beta

laktamazlar, penislini pargalayan ilk bakteriyel enzim olarak rapor edilmistir

(Abraham ve Chain, 1940).
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Indiiklenebilir veya indiiklenemeyen nitelikte olabilen AmpC beta laktamazlar
sefalosporinleri penisiline gore daha etkin pargalamaktadir. Ayrica beta laktamaz
inhibitorleri olan klavulanat, sulbaktam, tazobaktam ile inhibe olmazlar (Winn vd.,
2006).

Beta laktamaz iireten E. coli ve Klebsiella pneumonia suslarinda dis membran
porin Omp-K53 kaybi1 sebebiyle sefamisine de direngli olabilecegi rapor edilmistir
(Ananthan ve Subha, 2005). AmpC tipi beta laktamazlar moksalaktam (MOX),
sefamisin (CMY) ve sefoksitin’e (FOX) olusturulan dirence gore adlandirilmistir

(Philippon vd., 2002).

1.8.2.2. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)

Aktif bolgelerinde serin bulunan genislemis spektrumlu beta laktamazlar genel
olarak aminoasit degisiklikleri ve substrat profilleri degisip genislemis olan Ambler
grubu A beta laktamazlar1 olup ayrica Bush-Jacoby-Mederios siniflandirmasina gore
de genellikle 2be grubu altinda toplanir (Rice ve Bonomo, 2009). Hastanede yatan
hastalarda enfeksiyona sebep olan K. pneumoniae ve E. coli suslarinda sik saptanan
GSBL’ler artik toplum kaynakli enfeksiyonlardan da siklikla izole edilmektedir.
Ayrica Enterobacter, Salmonella, Proteus, Citrobacter, Morganella, Serratia
marcescens, Shigella dysenteriae gibi suslardan da salinabilirler (Daglar vd., 2010).
GSBL’ler monobaktamlar1 ve oksiimino sefalosporinleri (seftazidim, sefotaksim,
sefpodoksim) hidroliz ederler fakat 7-a-metoksi-sefalosporinlere (sefamisinler;
sefotetan, sefoksitin) etki etmezler (Kiratisin vd., 2008). Genislemis spektrumlu
sefalosporinleri hidroliz ettikleri icin, genislemis spektrumlu beta laktamaz adim
almiglardir. Penisilinler, 1., 2., 3., kusak sefalosporinler ve aztreonam antibiyotikleri
genislemis spektrumlu beta laktamazlar tarafindan hidroliz edilirler fakat beta
laktamaz inhibitorii olan klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi inhibitorler ise
beta laktamazi inhibe ederler (Paterson ve Bonomo, 2005).

Giliniimiizde sayilar1 200’1 askin olan GSBL’ler i¢inde en sik rastlanan1 Ambler
siif A’da bulunan plazmit kdkenli SHV, CTX-M, TEM grubu enzimler ve Ambler
smifi D’de yer alan OXA grubu enzimlerdir. Bunlara ilave olarak TOHO-1, VEB-1,
PER-2 gibi yeni tanimlanan enzimler de mevcuttur (Naas vd., 2008). Bu enzimlerin
bakteriler arasi genetik aktarimi mimkiindiir. Sefamisinler ve de karbapenemler

tizerinde etkileri yoktur (Paterson ve Bonomo, 2005).
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1.8.2.2.1. SHV

Klinik o6rneklerden izole edilen bakterilerde saptanan GSBL’ler iginde en
onemli enzim gruplarindan birisidir. SHV grubu enzimlerin koken aldigi SHV-1’ler
genellikle Klebsiella pneumoniae susunda bulunmaktadir. Bu enzim ilk olarak
kromozomal kodlanarak sonrasinda ise plazmidler yoluyla diger Enterobacteriaceae
ailesine yayilim gostermistir (Shaikh vd., 2015). SHV grubu enzimler Citrobacter
diversus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli ve Acinetobacter spp.’de de varligi
saptanmistir. Ayrica SHV-12 en yaygin SHV enzimlerindendir (Hamanga, 2009).
SHV-1’ler plazmit aracili ampisilin direncinin %20’sinden sorumludur. Ampisilin,
tikarsilin ve piperasiline direng olusturmakta olup oksiimino sefalosporinlere karsi ise

aktivitesi yoktur (Livermore ve Woodford, 2006).

1.8.222. TEM

1989°da saptanan ve GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tiirevi TEM-3’tiir. TEM-
3 genislemis spektrumlu sefalosporinlere karsi aktivite gosterir. Ayrica TEM enzimi
TEM-1 ve TEM-2’den koken almistir (Bradford, 2001). TEM ise 1961 yilinda kan
kiiltiirtinden izole edilen E. coli susunda saptanmistir (Stiirenburg ve Mack, 2003).
TEM-1 ampisilin antibiyotigini oksasilin, sefalotin ya da karbenisiline gore daha iyi
hidroliz eder ve klavulanik asitle inhibe edilir. Beta laktamaz inhibitorlerinin ise
TEM’lerin ¢ogunun etkisini azaltti1 belirlenmistir. TEM grubu beta laktamazlar K.
pneumoniae ve E. coli suslarinda daha ¢ok goriilmekle brilikte Enterobacter
aerogenes, Proteus mirbilis, Proteus rettgeri, Morganella morganii ve Salmonella

spp. gibi suslarda da siklikla saptanmaktadir (Hamanga, 2009).

1.8.2.2.3. CTX-M

CTX-M enzimleri 1980’lerin sonlarinda E. coli susunda ortaya ¢ikmustir.
Penisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize eder ve isimlerini sefotaksim hidrolize etme
yeteneginden almistir. Bununla birlikte CTX-M enzimleri, seftazidimi verimli sekilde
hidrolize edemez. Seftazidimi hidroliz eden CTX-M enzimlerinin varyantlar1 ortaya
cikmistir. CTX-M enzimlerinin spektrumunu genisleten mutasyonlar aktif bolgenin

seftazidime uyum saglamasi icin esnekligini ve konfromasyonunu da etkiler. Bu
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mutasyonlardan dolayr CTX-M’ler seftazidimi yiiksek oranda hidroliz edebilme
yetenegi kazanmistir (Palzkill, 2018).

TEM ve SHV enzimlerinden farklilik gésteren CTX-M enzimi, konjugatif
plazmit veya transpozon araciligiyla baska bakterilerden horizontal gen transferiyle
olusmuslardir. SHV ve TEM enzimleri ise aminoasit degisiklikleriyle olusurlar
(Daglar ve Ongiit, 2012). Giiniimiizde 5 farkli grup ve 40 cesit CTX-M enzimi
mevcuttur. Bunlar ise CTX-M-1, CTXM-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25
olarak isimlendirilmekle birlikte bu gruplar aminoasit dizileri dikkate alinarak

tanimlanmistir (Deniz vd., 2016).

1.8.2.2.4. OXA

En Onemli karbapenem diren¢ mekanizmalarindan biri D simifi beta
laktamazlarin (oksasilinaz; OXA) tiretilmesidir. Bu enzim grubu, oksasilin ve ti¢lincii
kusak sefalosporinleri hidrolize edebilir ancak karbapenemlere karsi zayif aktiviteye
sahiptir (Lin ve Lan, 2014). Daha ¢ok P. aeruginosa susunda tespit edilen OXA grubu
enzimler 1991 yilinda Tirkiye’de kesfedilmistir (Bush vd., 1995). OXA enzimleri
molekiiler sinif D ve fonksiyonel grup 2d’de yer almalarindan dolayr TEM ve SHV
enzimlerinden ayrilirlar. Ayrica OXA tipi beta laktamazlarin c¢ogu genislemis
spektrumlu sefalosporinleri biiyiik 6l¢iide hidroliz edemezler (Daglar ve Ongiit, 2012).
2010 yillarinda OXA-23, OXA-40/24, OXA-48, OXA-51, OXA-58 ve OXA143 gibi
OXA tipi enzimin birkag alt grubu rapor edilmistir (Evans vd., 2014). Bu enzimi
kodlayan genler, kromozomlar veya plazmitler iizerinde tespit edilebilir. OXA-23’iin
varligi birgok iilkede klinik izolatlarda yaygin olarak rapor edilmistir. OXA-23 benzeri
beta laktamaz enzimleri Birlesik Krallik, Dogu Asya ve Giiney Amerika’da toplanan
salgin izolatlarinda bulunurken, OXA-40/24 benzeri beta laktamazlar Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa’da bulunmustur (Al-Bayssari vd., 2015; Kuo vd., 2018).

OXA-48 benzeri enzim varyantlar1 plazmit kodludur ve dolayisiyla toplumda
hizli yayilma gosterirler. Ik olarak 2001 yilinda Tiirkiye’de karbapenem direngli
Klebsiella pneumoniae’den izole edildiler (Evans ve Amyes, 2014; Poirel vd., 2012)
Daha sonra 11 enzim varyant1 (OXA-48, OXA-48b, OXA-54, OXA-162, OXA-163,
OXA-181, OXA-199, OXA-204, OXA-232, OXA-242 ve OXA-247) daha onaylandi
ve diinya ¢apinda rapor edildi (Bakthavatchalam vd., 2016). OXA-48 benzeri enzimler

tireten Gram negatif bakteriler E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia
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marcescens, Shewanella xiamenensis, Citrobacter freundii, Providencia rettgeri,
Klebsiella oxytoca, Enterobacter sakazakii ve Acinetobacter baumanni’dir (Evans ve
Amyes, 2014). D simifi oksasilinazlardan biri olan OXA-51, A. baumannii tarafindan
iretilen dogal beta laktamazdir. Cesitli cografik bolgelerde 18 farkli varyanti
saptanmis olan OXA-51’in varyantlar1 1-15 amino asit modifikasyonu ile birbirinden
ayrilir. Zayif karbapenemaz aktivite gosteren bu enzimler sefaloridin harig

sefalosporinlerin higbirini hidrolize edemez (Turton vd., 2006).

1.8.2.25. PER

Genislemis spektrumlu beta laktamaz grubundan olan PER enzimleri, SHV ve
TEM enzimleriyle % 25-27 oraninda benzerlik gostermektedir. PER-1 enzimi
penisilin ve sefalosporinleri hidroliz edebilir fakat bunun yaninda PER-1 enzimi
klavulanik asit tarafindan inhibe edilir. Salmonella enterica serovar typhmurium,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter izolatlarinda belirlenmistir. PER-1 ve
PER-2 ise %86 oraninda benzerdir ve PER-2, K. pneumoniae, E. coli, S. enterica

serovar typhimurium ve Proteus mirabilis suslarinda belirlenmistir (Shaikh vd., 2015).

1.8.2.2.6. GES

1998 yilinda Fransa’da bir hastadan izole edilen K. pneumoniae susunda
saptanmigtir. GES enzimi Ambler molekiiler A sinifindadir. Cesitli genislemis
spektrumlu beta laktamazlari igeren birgok beta laktami1 hidroliz ederler. Beta laktamaz
inhibitorleri tarafindan inhibe edilirler (Weldhagen, 2006). GES-1 enzimler dar ve
genis spektrumlu sefalosporinleri, penisilinleri ve seftazidimi hidrolize edebilirler

(Bektas vd., 2018).

1.8.2.3. Metallo Beta Laktamazlar (MBL)

Metallo beta laktamazlar, aktif bolgelerinde tipik olarak ¢inko olmak iizere bir
veya iki degerlikli katyonun kolaylastirdig1 hidrolitik reaksiyon yoluyla beta laktam
halkalar1 ile kovalent olmayan reaktif bir kompleksin olusumunu katalizleyen
bakteriyel enzimlerdir (Alby vd., 2018).

Metallo beta laktamazlar, farkli kimyasal yapilari sebebiyle tazobaktam,
klavulanat, sulbaktam gibi beta laktam inhibitorleri ile inhibe edilmezler. En 6nemli

ozellikleri, monobaktamlar haricinde tiim beta laktam antibiyotiklerini hidrolize etmek
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olan metallo beta laktamazlarin inaktivasyonu, bir metal selatorii olan EDTA ile
miimkiindiir (Nordmann ve Poirel, 2002).

En sik karsilasilan metallo beta laktamazlar, Verona integron kodlu metallo
beta laktamaz (VIM), Imipenemaz (IMP) ve Yeni Delhi metallo beta laktamaz
(NDM)’dir (Bonomo vd., 2018). Sonrasinda ¢ok sayida SIM, NDM, KHM, GIM,
SPM, AIM, DIM, SMB, TMB, FIM, MBL’ler saptanmistir ve P. aeruginosa’da SPM,
GIM, NDM, VIM, IMP, FIM varyantlar1 bildirilmistir (Wachino vd., 2011).

Kromozomal metallo beta laktamazlardan farkli olarak transfer edilebilen ya
da kazanilmig MBL’larin yayiliminin ¢ok daha hizli oldugu tespit edilmistir. Bahsi
gecen bu enzimleri kodlayan genler, ¢esitli integron gen kasetleri bulundurmaktadir.
Bakteriler arasindaki transferin kolaylagsmasini saglayan neden, bu integronlarin
plazmid ya da transpozonla birlesmesidir. Bu enzimler IMP, GIM, SIM, VIM ve SPM
gibi en yaygin bulunanlaridir.

1990 yilinda Japonya’da bir P. aeruginosa susunda konjugatif plazmid
tizerinde bulunan ve transfer edilebilir ilk metallo beta laktamaz olan IMP-1,
imipenemi pargalayan bir enzimdir. Ayrica IMP-1 enzimi S. marcescens ve
Enterobacteriaceae ailesinin bagka iiyelerinde bir integrona yerlesmis olarak bulunur.
Aztreonama karsi etkisiz olan IMP-1, penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler ve
imipenemleri hidroliz edebilmektedir. IMP-2 enzimi ise A. baumannii susunda
saptanmig ilk simf 1 integrondur. 1907°de Italya’nin Verona sehrinde izole edilmis
olan VIM-1, MBL ailesinden olan VIM nin ilk iiyesidir. Sonrasinda Fransa’da VIM-
2 de P. aeruginosa suslarinda saptanmistir (Queen ve Bush, 2007).

1.9. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ailesi, karma gram negatif basiller arasinda ¢ok dnemli yere
sahiptir. Onemli bagirsak patojenleri bulunduran bu ailenin bazi {iyeleri insan
gastrointesinal yolunda kolonize olurlar (Escherichia, Enterobacter, Klebsiella).

Enterobacteriaceae ailesindeki ¢ogu bakteriler gram negatif, sporsuz, hareketli
veya hareketsizdir. Pepton veya etozlii besiyerinde iireyebilir, aerop veya anaerop
ortamlarda iireyebilirler. Hiicre duvari, lipoprotein, fosfolipit, peptidoglikan,
lipopolisakkaritler ve proteinden olusan ¢ok tabakali bir yap1 gosterir.
Enterobakteriler fakiiltatif anaerop olup 35-37°C’de ve COz ‘siz ortamda iirerler.
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Diski orneklerinden enterobakterilerin izolasyonu i¢in Eosin Metilen Blue
(EMB) veya Mac Conkey agar ve Xylose lysine deoxycholate (XLD) veya Hektoen
enterik agara (HE) ekim yapilabilir.

1.9.1. Escherichia coli
Escherichia grubu arasindaki en 6nemli tiir E. coli’dir ve insan i¢in hayati firsat¢i
bir patojendir. E. coli suslar1 genellikle ince bagirsagin ve de kalin bagirsagin distal
bolgesindeki yiizeyde bulunan mukusa tutunarak varliklarini devam ettirebilirler.
Kalin bagirsakta fazlaca yayilim gosteren segmeli anaerob tiirdiir. E. coli, bagirsaklarin
patojen mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyonunu engellemeye calismasinin
yaninda ¢ogu bakteriyel enfeksiyonlarin da sorumlusudur. Bagirsak, bagirsak dis1 ve
{iriner yol enfeksiyonlarinda rol oynar (Ustagelebi, 1999). Uriner sistem
infeksiyonlari, yaygin antibiyotik kullanimina ihtiyag duyulan infeksiyon
hastaliklarindan biridir (Bayram vd., 2011).
Enterobacteriacea ailesinden olan Gram negatif Escherichia coli, ilke sinirlari
icinde hastane ve toplum kaynakli iiriner sistem enfeksiyonlarinda siklikla izole edilen

bakteri tiirtidiir (Aykan ve Ciftci, 2013).

1.9.1.1. E. coli’nin Genel Ozellikleri

Enterobacteriacea ailesinden olan E. coli 1885 yilinda Escherich tarafindan
Bacterium coli commune ismi ile tanimlanmigtir. Bagirsak dis1 enfeksiyonlarindaki
patojenliginin taninmasi sonrasinda Castellani ve Chalmer tarafindan 1919 yilinda
Escherichia cins adin1 almistir (T6reci, 2002).

Klinik 6rneklerden en yogun izole edilen Escherichia cinsinin en dnemli {iyesi
olan E. coli, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde yogunlukla
bulunmaktadir. Normal sartlarda konak ve E. coli arasindaki uyumlu iligki sayesinde
hastaliga sebep olmazken, farkli organa ya da dokuya veya baska bir konak
organizmanin bagirsagina ge¢mesi sebebiyle enfeksiyona yol agabilir. E. coli’nin
sebep oldugu baslica enfeksiyonlar sindirim sisteminin enfeksiyon veya
iltihaplanmasi, idrar yolu enfeksiyonu, peritonit, septisemi, pndmoni ve menenjit gibi

enfeksiyonlardir (Vila vd., 2016).
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E. coli optimum iireme sicakligi 37 °C’dir fakat 7-46 °C araliginda da
tireyebilmektedirler. Canliligimni stirdiirebilme pH araligi ise 4,4 — 9 araligindadir.
Glukoz ve laktoz gibi bir ¢ok sekeri fermantasyon yetenegine sahiptir (Bell ve
Kyriakides, 2002).

E. coli’"de O (somatik) antijenleri, 1siya dayanikli olup lipopolisakkarit
tabakanin polisakkarit kisminda bulunur ve ¢cogunlukla Gram negatif basilin serolojik
tiplerinin tespitinde kullanilir. H (kirpik) antijeni, Enterobacteriaceae iiyelerinde
hareketten sorumlu flagella yapisinda bulunur. Daha ¢ok kapsiille iliskili olan K
(kapsiil) antijeni, daha az siklikla fimbriyalar ile de iligkilidir (Baron vd., 1994).

Bagirsak enfeksiyonuna sebep olan ve bagirsakta patojen olarak bulunan farkl

serotip ve patojenik mekanizmalara sahip E. coli suslar1 bes gruba ayrilirlar.

1.9.1.2 Morfoloji ve Boyama Ozellikleri

E. coli, Gram negatif bir bakteri olup kapsiilsiiz, gomak seklindedir (Sekil 6)
ve spor olusturmaz. Yaklasik olarak 1,0-1,5 um eninde, 2-6 pm boyunda, diiz ve uglari
yuvarlak sekildedir. Peritris kamcilar1 sayesinde hareketli olmalarina ragmen
yavastirlar. Bazi suglari kapsiilli olmakla birlikte hareketsiz suslar1 da vardir
(Ustagelebi, 1999). Polisakkarit yapida K antijenleri igeren ince tabaka ve M antijeni
igeren mikrokapsiil bulundurabilirler. Idrarda ya da eski kiiltiirlerde kokobasiller
seklinde veya daha uzun filaman yapili goriilebilmektedirler (Bilgehan, 2002; Erdem,
1999). E. coli suglarinin genelinde protein yapida fimbriya adinda hareket organlari
vardir. Bir susta birden fazla fimbriya bulunabilir ve fimbriyalar, bakterilerin
yiizeylere ve hiicrelere tutunmasini saglar (Bozkaya, 2005).

Graniil icermezler ve homojen olarak boyanirlar. Bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanirlar (Toreci, 2002).
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Sekil 6. E. coli'nin mikroskobik goriintiisii

1.9.1.3. Kiiltiir (Ureme) Ozellikleri

Asit s1visi, serum, glikoz, kan gibi igerikler ilave edilmemis buyyon ya da jeloz
besiyerlerinde fakiiltatif olarak kolayca iirerler. Ureyebilecegi en iyi 1s1 37 °C’dir ve
pH araligi 7-7,2 dir. 20-44 °C’de ve pH 5-8 araliginda da tireyebilirler (Toreci, 2002).
S1v1 besiyerinde homojen bulaniklik yaparak bol miktarda iirer. Dipte olusan hafif
cokelti ise tiip ¢alkanlandiginda kolaylikla dagilir. Adi agarda ise yuvarlak, hafif
kabarik, 2-3 mm capinda, diizgiin kenarli, gri beyaz koloniler meydana gelir. Kanl
agarda 1-2 mm c¢apinda gri koloniler olusur ve bazi suslar beta hemoliktir. Eozin
metilen mavisi (EMB) besiyerinde laktozu fermente ettiginden metalik parlaklik veren

yesil-siyah koloniler olusturur (Ustagelebi, 1999).

1.9.1.4. Antijen Yapilar

E. coli karmagik antijenik yapiya sahip olup Kauffmann tarafindan 1944 yilinda
antijenik 6zelliklerine gore siniflandirilmistir (Bilgehan, 2000). E. coli’de somatik (O),
kirpik (H) ve kapsiil (K) antijenleri bulunur (Ustagelebi, 1999). Ozellikle
epidemiyolojik ¢alismalarda, E. coli suslarinin antijen yapilarinin belirlenmesi yararli
olur. Ozel antijen tipleri ile E. coli’nin olusturdugu cesitli hastalik tablolar1 birbiriyle
iliskilidir. Ornegin serotip O57:H7, verotoksin olusturur, hemorajik diyareye ve

hemolitik iiremik sendroma yol agar.

1.9.1.5. Siniflandirmasi
E. coli’nin bilimsel siniflandrilmas1 agagidaki gibidir (Cruickshank vd., 1975).
Phylum (Sube): Proteobacteria

26



Class (Smif) : Gamma Proteobacteria
Order (Takim) : Enterobacterales
Family (Aile) : Enterobacteriaceae
Genus (Cins) : Escherichia

Species (Tiir) : Escherichia coli

1.9.1.6. Direnclilik

E. coli suslarinin direnci diger enterobakterilere benzerdir. Fakat bunun
yaninda malasit yesili, fuksin, sodyum siilfat, bizmut sitrat, sodyum tetratiyonat,
sodium deosikolat ve safra tuzlar gibi kimyasal maddelere ve boyalara Salmonella ve
Shigella’lardan daha duyarlidir. Bu sebepten dolay1 E. coli’nin diskida bulunan diger
bakterilerin izolasyonunda liremesine engel olmak igin igerisinde bu maddelerden ve

boyalardan bulunan segici besiyerleri hazirlanmaktadir (Ustagelebi, 1999).

1.9.1.7. Plazmit ve Bakteriyosin I¢erigi

Kromozomlar haricinde yine bakterilerin iginde bulunan DNA yapisinda ve
icinde bulunduklar1 bakterilere bir takim 6zellikler kazandiran ve bu 6zellikleri genetik
olarak kontroliine alan 4-400 kilobazlik elementlere plazmit denir. Kromozomdan
bagimsiz olarak cogalan plazmitler ¢ift iplikli olup kromozomdan farkli genetik
elementlerdir. Plazmitler, g¢esitli antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmada ve
metabolizma ile ilgili baz1 olaylarda gorev alirlar. Birka¢ farkli yolla antibiyotik
direncinin hizla yayilmasina sebep olabilirler (Kuyucu. 2007). E. coli suslarinda
antibiyotiklere kars1 diren¢ olusumuna neden olan R plazmidler ve viriilans faktorleri
kodlayan ¢esitli plazmidler bulunur. Plazmid analizleri ise epidemiyolojik
arastirmalarda yapilmaktadir (Ustacelebi, 1999).

E. coli suslar1 bakteriyosin salgilamaktadirlar ve bunlara kolisin denmektedir.
Bakteriyosin tiplendirmesi ve kolisin incelemeleri, epidemiyolojik arastirmalar ile
yapilmaktadir (Ustagelebi, 1999). Kolisinler, E. coli’nin ayn tiiriiniin diger suslarini
oldiirticii etkiye sahiptirler. Kolisinler, plazmit DNA tarafindan kodlanmaktadir ve
yuksek molekiiler agirliga sahip proteinler olup A. Graita tarafindan 1925 yilinda
kesfedilmistir (Trautner vd., 2005).
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1.9.1.8. Yaptig1 Hastaliklar

Normal bagirsak florasinda bulunan E. coli, bagirsakta diyare olusturan suslari
haricinde zararsiz olarak yasarlar. Fakat viicutta baska bir dokuya ya da organa
bulastiklarinda enfeksiyona sebep olabilirler. E. coli’nin olusturdugu hastalik tiirleri,

bagirsak disinda ve bagirsak i¢inde olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Erdem, 1999).

1.9.1.8.1. Bagirsaklarda Olusturduklar1 Hastalhiklar

Bagirsaklarda hafif seyreden diyareden, agir sivi kayiplariyla seyreden
diyareye ve hatta hemolitik {iremik sendrom gibi yasam1 tehdit eden komplikasyonlara
sahip kanli diyareye kadar agirligi degiskenlik gosteren gastrointestinal hastaliklara

bes farkli E. coli grubu neden olmaktadir (Ustagelebi, 1999).

Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

1960’11 yillarda kesfedilen ETEC, o6zellikle kiiciik yasta c¢ocuklarda
dehidrasyona ve malniitrisyona sebep olur. Birkag giin siire ile bol sulu diyareye neden
olur (Cabral, 2010). ETEC ile kansiz sulu diyarekatin kramplari, mide bulantilari ve
diisik ates ile de etkisini gosterebilir. Hijyensiz ortamlar ve kontamine su
kaynaklarmin agiz yoluyla tiiketilmesi neticesine ETEC ortaya ¢ikar (Ustagelebi,
1999).

Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Eriskinlerde nadir goriilen EPEC, bebeklerde ve 2 yas alt1 cocuklarda ise ates,
kusma, mukuslu kansiz diyare ile sulu olarak seyreder. Bebek servisleri, hastaneler ve
kreslerde salgina yol acan EPEC enfeksiyonunun kronik diyare ile iliskli oldugu
gbzlenmistir. Bu sebepten dolayr kilo kaybi, biliylime geriligi, malniitrisyon ve
malabsorbsiyon gibi olumsuz etkilere sebep olabilmektedir (Erdem, 1999;
Donnenberg, 2005).

Enteropatojenik E. coli tutunma ve yapigma (Attaching-Effacing A/E) 6zelligi
ile bagirsak epiteline sikica tutunarak diyareye sebep olur. Bu sekilde iltihaplanma
reaksiyonu meydana getiren EPEC, plasmid kontroliindeki pililer yardimiyla ince
bagirsaktaki mukoza hiicrelerine tutunarak mikroviluslara zarar verir (Berkiten, 2005;
Eklund, 2005).
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Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

1971 yilinda gelismemis iilkelerde goriilen EIEC 1944 yilinda Paracolon
bacillus olarak tanimlanmis ve sonrasinda ise E. coli 0124 olarak isimlendirilmistir.
Diger E. coli diyarelerine gore daha az oranda goriilen kanli diyare EIEC
enfeksiyonunun tipik 6zelliklerinden birisidir. Biitiin diinya iizerinde daha seyrek
olarak rastlanan bu suslar ile enfeksiyon daha ¢ok kontamine besinlerden bulasir fakat
insanlar arasinda bulasici degildir (Brooks vd., 2004; Berkiten, 2005).

EIEC, dogrudan kolon mukozasina girerek epitel hiicreleri i¢inde ¢ogalir ve
epitel hiicrelerini tahrip eder. Ayrica Shigella’larin yaptig1 dizanteri gibi ince bagirsak
iltihab1 olusturur (Ustagelebi, 1999).

Enterohemorejik (Verotoksijenik) E. coli (EHEC-VTEC)

Su ve gida kaynakli enfeksiyonlar olup hemolitik iiremik sendroma ve kanl
diyareye sebep olurlar. Ozellikle kreslerde ve yasli bakim evlerinde salginlara yol
acarlar. EHEC suslar1 Shigatoksin benzeri vero hiicrelerine toksik etki gosteren,

protein sentezini inibe eden, lizojen bir bakteriyofaj tarafindan iiretilen verotoksin

salgilardir (Ustagelebi, 1999).

Enteroagregatif E. coli (EAggEC)

EAggEC, gelismekte olan iilkelerde 1-5 yas arasindaki cocuklarda bulasici
kronik ve iyilesmesi zor inat¢i diyare etkenidir. Ayrica HIV enfeksiyonuna baglh
immune yetmezlik gelistiren kisilerde goriilen kronik diyareden de sorumludur.
Cocuklarda ise kusma, sulu diyare, su kaybi, seyrek de olsa karin agrilari, kanl diski
Ve ates belirtilerine sebep olur (Kayser, 2002; Murray vd., 1998).

Bazi1 EAEC suslari, toksine enteroagreatif sitotoksin (EAST) adinda, plazmit
tarafindan  kodlanan = sitotoksin  salgilamaktadir. Bu toksinin  hiicrelerde
yuvarlaklagmaya ve hiicre harabiyetine sebep oldugu gozlenmistir (Forbes vd., 2007;
Murray vd., 2010).

1.9.1.8.2. Bagirsak Dis1 Olusturdugu Hastahiklar

Uriner Yol Infeksiyonlari: E. coli’de komplike olmayan sistit, iiretrit,
pyelonefrit’e neden olan enfeksiyonlar kadinlarda sik goriiliir. Uriner yol
enfeksiyonlarinin en baslica etkeni E. coli’dir. Normal iiriner akimin tikanmasi veya

sonda gibi yabanci cisim varligi, komplike {iriner sistem infeksiyonlarina sebep olan
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onemli konak faktorleridir. Komplike olmayan enfeksiyon igin B kan grubu
antijenlerine baglanan fimbria’lar gibi 6zgiin viriilans faktorlerine ihtiyag vardir.

Bakteriyemi: Bakteriyemi, genellikle idrar yolu enfeksiyonu ile iliskili olup
idrar akisina engel olan bir durum olusmasi halinde etki riski artmaktadir. Ozellikle de
serumun ve komplemanin bakterisidal etkisine direng gosteren suslar bakteriyemi
suglaridir. E. coli bakteriyemisi solunum yolu enfeksiyonlarma bagli olarak
olusmasinin yaninda kanser, 16semi veya kemoterapiye bagli hastalarda da gelisme
riski fazladir (Erdem, 1999; Ongen, 2008).

Yenidogan Menenjiti: Kiiciik ¢ocuklarda ve yenidoganlarda daha c¢ok
goriilmektedir. En sik rastlanan menenjit etkenlerinden biridir. K1 kapsiil antijeninin
patogenezde rolii vardir (Eisenstein ve Zaleznik, 2000).

E. coli K1 suslarinin kolonizasyonu gebelik doneminde artar ve dogum
sirasinda ya da amniyotik membran yirtilmasi sebebiyle bebege bulasir. Ayrica
menenjit etkeni E. coli suslarinin beyindeki damar endotel hiicrelerine tutunmasini
saglayan fimbriyalar1 bulunmaktadir (Ongen ve Nazik, 2008).

Solunum Yolu Enfeksiyonu: Ust solunum yollarmda kolonize olmus
bakterilerin aspirasyonu nedeniyle E. coli, akcigere ulasir. Ayrica kan yolu ile de
bulasabilir. Genellikle hastane enfeksiyonlarinin neden oldugu E. coli pnodmoniler
firsat¢1 suslardir. Pnomoni hastalari ¢cogunlukla 50 yas tizeri kronik akciger hastaliklar
veya diyabet gibi altta yatan sebeplere sahip hastalardir (Ongen, 2008).

Ayn1 zamanda E. coli, beyin apsesi, endokartit, prostatit, peritonit, septik artit,

stiptiratif tiroidit gibi ¢esitli saglik sorunlarina neden olabilir (Erdem, 1999).

1.9.1.9. Tedavi

Bagirsak enfeksiyonlarinin tedavisinde Oncelikle kaybedilen sivi  ve
elektrolitin, kaybedilen s1vi miktarina gore intravendz veya oral tedavi uygulamasi ile
geri kazandirilmasit amaglanir. Bagirsak enfeksiyonlarinda EIEC suslarinin sebep
oldugu saglik sorunlarina faydali olacag: diisiiniilmekteyken diger virotiplerin sebep
oldugu diyarelerde ise oflaksasin, TMP/SMX, doksisiklin gibi antibiyotikler de diyare
stiresini kisaltacag i¢in kullanilabilecektir.

E. coli’nin bagirsak disinda sebep oldugu enfeksiyonlarda ise antibiyotik

tedavisi gerekmektedir. Bu enfeksiyonlarin direng gelistirme olasilig1 dikkate alinarak
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hastanin klinige uygun yeterli siire ve dozda antibiyotik dozu alabilmesi ig¢in

antibiyotik testi uygulanmaktadir (Ustacelebi, 1999).

1.9.2. Klebsiella Tiirlerinin Morfolojileri ve Kiiltiir Ozellikleri

Admi 19. yiizyil sonlarinda yagsamis Alman mikrobiyologu Edwin Klebs’den
alan Klebsiella tiirii bakterilerin 6zellikleri, Enterobacteriacea tiyelerinin 6zellikleri
ile benzedir. Enterobacteriacea iiyelerinden farkli olarak bazen ikiser, bazen kisa
zincirler olusturan 2,0-5,0 x 0,7-1,5 um boyutlarinda ve hareketsiz 6zellik gosteren
Gram negatif, genellikle kapsiillii ve sporsuz basillerdir (Sekil 7). Carl Friedlander’in
yaptig1 arastirmalar neticesinde agir oldiiriici pnémoniye yol acan Klebsiella
pneumoinae uzun bir zaman “Friedlander basili” olarak isimlendirilmistir (Kirag vd.,
2011).

Klebsiella cinsi tiim tiirlerin kolonilerinde mukusa benzer yap1 gosteren bilesik
olan mukoid yapili kapsiil bulunur. Bu cinsler igerisinde bulunan Klebsiella
pneumoniae ve Klebsiella oxytoca tiirleri hastane kaynakli akciger iltihabina sebep

olan ve en sik izole edilen tiirlerdir (Leblebicioglu vd., 2003).

Sekil 7. Klebsiella pneumoniae’nin mikrosobik goriintiisii

1.9.2.1. Viriilans Faktorleri

Oldukga direngli bir bakteri olan Klebsiella pneumoniae, hiicre biitiinliigiiniin
bozulmasina karst savunma olarak etkili bir koruma sistemi gelistirmekte oldugu
bilinmektedir (Paczosa ve Mecsas, 2016). K. pneumoniae’nin viriilans fakorleri;

lipopolisakkarit, fimbria, kapsiil ve sideroforlar gibi yapilar olup, bakterinin hem
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konake¢iy1 enfekte etmesine hem de konak immiin direncine karsi koyarak onemli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. K. pneumoniae tarafindan iiretilen, susa
0zgii polisakkaritlerden olusan, kalin lifli yapidaki hiicre disin1 saran kapsiiler
polisakkaritler K antijenidirler ve iiretilen polisakkarit K. pneumoniae susuna 6zgiidiir
ve bu sayede serolojik teknikler kullanilarak susu tanimlamak miimkiin olmustur
(Herridge vd., 2020).

1.9.2.2. Neden Oldugu Hastaliklar

Gram negatif yapidaki Klebsiella cinsi bakteriler polisakkarit yapida genis
kapsiil igerir ve bu patojenite faktoriidiir. K. pneumoniae, cesitli ciddi enfeksiyonlara
sebep olmada E. coli’den sonra ikinci siklikta goriilen Gram negatif bakteridir. Neden
oldugu enfeksiyonlardan baslicalari, akciger enfeksiyonu, dolasim yolu enfeksiyonu,
solunum yolu enfeksiyonu, yogunlukla iriner sistem enfeksiyonu, menenyjit,
intraabdominal enfeksiyon gibi firsat¢1 hastane enfeksiyonlarina sebep olmaktadir
(Vading vd., 2018; Chung 2016).

Klebsiella pneumoniae, hastanede yatan hastalarda antimikrobiyal direncgli
firsatc1 enfeksiyonlarin yagin bir nedenidir. Bu tiir, penisiline karst dogal olarak
direnglidir ve popiilasyonun iyeleri genellikle c¢oklu antimikrobiyallere karsi
kazanilmig direng tasir. Son on yilda Klebsiella pneumoniae, genis spektrumlu beta
laktamazlar ve karbapenemazlar iireten c¢oklu ilaca direngli suslarin neden oldugu

enfeksiyonlarin artan prevalansi nedeniyle 6nemli bir klinik tehdit olarak ortaya

cikmustir (Wyres vd., 2020).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Alet ve EKipmanlar

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda mevcut olup calismada kullanilan cihazlar
sunlardir:

Termal dongii cihaz1 (Bio-Rad, ABD), Etiiv (Memmert, Almanya), Steril kabin
(Heal Force, Cin), Sogutmal1 santrifiij (Hettich UNIVERSAL 320, ABD), Santrifijj
(SSigma, ABD), Mini santrifiij (Hangzhov Allsheng, Cin), Calkalayici etiiv (Jeio
Tech, Kore), pH metre (Mettler Toledo, Cin), Buz makinesi (Fiocchetti, Italya),
Vorteks (Cleaver Scientific, Ingiltere), Manyetik karistiric1 (Heidolph, Almanya),
Hassas terazi (Denver Insrument, Tiirkiye), Elektroforez tanki (Thermo Scientific
Owl, ABD), UV illiminator (Vilber Lourmat, Fransa), Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye),
Derin dondurucu (-20°C) (Argelik, Tiirkiye), Distile su cihazi (Gesellschaft fiir
Labortechnik, Almanya), Derin dondurucu (-80°C) (New Brunswick Scientific,
ABD), Diktip otoklav (Alp Tekinler, Tiirkiye), Pastor firin1 (Niive, Tiirkiye), Thermo-
Shaker inkiibator (ABD), Spektrofotometre (Cole Parmer, ABD), Otomatik pipetler
(Nichipet EX, ABD). Anabilim dalinda mevcut olan erlen mayer, petri, meziir, jel

dokme tepsisi ve taraklar kullanildi.

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Vektorler, Kitler

Kullanmilan kimyasallar: Agaroz, Agar, NaOH, NaCl, Tris-HCI, etanol,
ampisilin KCO2CHz3, CaCl2.2H.0, IPTG, X-gal (Sigma, ABD), Gliserol, RNaz A
(BioShop, Kanada), Tripton, Tris-Base, EDTA, SDS, KCI, Glasiyal asetik asit,
sodyum asetat (Merck, Almanya), etidyum bromiir (Bio-Rad, ABD), DNA markiri,
dNTP (Thermo Fisher Scientific, ABD).

Kullanilan Kitler, Vektorler ve Enzimler: pGEM-T Easy klonlama Kkiti
(Promega, ABD), Plazmit DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD), Taq
DNA polimeraz (Thermo Scientific), EcoRI, T4 DNA ligaz (Thermo Fisher Scientific,
ABD).
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Kullamlan Besiyerleri: Luria-Bertani Broth, Ampisilinli Luria-Bertani, Luria-
Bertani Agar.

2.1.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani): 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaCl tartilarak 1000 ml saf
suda ¢oziildii. 121°C’de 20 dk siireyle otoklavlanarak steril edildi.

LB (Luria-Bertani) Agar: 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaClI, 15 g agar tartilarak
1000 ml saf suda ¢o6ziildii. 121°C’de 20 dk otoklav cihazinda steril edildi. Sicaklik

55°C’ye diistiikten sonra petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiilerek donduruldu.

2.1.4. Cozeltiler ve Tampon Soliisyonlarimin Hazirlanisi

Primer Hazirlama: Stok c¢ozeltiler icin liyofilize halde bulunan primerler
steril saf su ile hazirlandi. Ependorf tiiplere stok cozeltiden 10 pl eklendi ve iizerine
90 ul steril saf su ilave edilerek total konsantrasyonu 10 pmol/ul olacak sekilde
primerler hazirlandi. Karigim -20°C’de saklanarak muhafaza edildi.

%1’lik Agaroz Jel Hazirlama: 0,7 gram agaroz ilizerine 70 ml 1X TAE
eklendi ve mikrodalga firinda 3 dk bekletildi. 3 pl etidyum bromiir eklenerek jel
tepsisine aktarildu.

50X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) Tamponu: Beher igerisine 242 g Tris-
Base, 100 ml 0,5 M EDTA, 57,1 ml glasiyal asetik asit kondu ve yaklasik 700 ml
distile su ile ¢ozildi ve pH 8,5 olarak ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye
tamamlandi.

1X TAE’nin Hazirlamsi: 980 ml steril deiyonize su iizerine 20 ml 50X
TAE’den eklenerek hazirlandi.

Etidyum Bromiir: Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde 100 mg
etidyum bromiir 10 ml distile suda ¢oziildii. Koyu renkli cam sisede oda 1sisinda
muhafaza edildi.

Ampisilin: Son konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde hazirlanan ampisilin
0,5 g tartilip suda ¢oziildii. Son hacmi 10 ml’ye tamamlanan ¢ozelti 0,22 pum’lik
filtreyle stiziilerek steril edildi. 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine béliinerek -20°C’de
saklandi.

Frozen Storage Buffer (FSB): 100 mM KCI, 50 mM CaCl2.2H.0, % 10
gliserol, 1 M KCO2CHa bilesenlerin hepsi 50 ml dH20’da ¢o6ziilerek pH’s1 HCI ile 6,2
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olarak ayarlandi. Son hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanip +4°C’de
saklandi.

Sodyum Asetat (3M, pH 5,2): Molekiil agirligi 82,03 g/mol olan sodyum
asetattan konsantrasyonu 3 M ve son hacmi 100 ml olacak sekilde 246,09 g tartilip
dH20’da ¢oziildii. Glasiyel asetik asit ile pH 5,2’ye ayarlandi.

Tris-HCI (1 M, pH 7,5): Tris-HCI’den (MA: 121,1 g/mol) konsantrasyonu 1
M, son hacmi 200 ml olacak sekilde 24,22 g tartilip 150 ml dH2O’da ¢6ziildii. pH 7,5’¢
ayarlandi ve son hacim meziir yardimiyla 200 ml’ye tamamlandi, otoklav edilerek oda
1s1sinda muhafaza edildi.

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA, 0,5 M, pH 8,0): EDTA’dan (MA:
372,24 g/mol) konsantrasyonu 0,5 M, son hacmi 200 ml olacak sekilde 37,22 g tartilip
100 ml dH20’da ¢oziildii. pH 8,0’¢ ayarlandi ve son hacim meziir yardimiyla 200
ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dk siireyle otoklav yapilarak oda 1sisinda saklandi.

Tris-EDTA Tamponu (TE): Son konsantrasyonlart 10 mM Tris-HCI (pH
8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0) olacak sekilde TE tamponu hazirlandi. Bunun igin Tris-
HCI (1 M, pH 8,0) stok soliisyonundan 1 ml ve EDTA (0,5 M, pH 8,0) stok
soliisyonundan 200 pl hacminde 98,8 ml steril distile su {lizerine eklenerek tampon
hazirlanda.

TENS (Tris-EDTA-NaOH-SDS) Soliisyonu: Son hacim 100 ml’de 10 mM
Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 N NaOH ve % 0,5 SDS olacak sekilde
hesaplar1 yapilarak stoktan alindi ve kalan1 dH20’yla 100 ml’ye tamamlandi. Oda
1s1sinda saklandi.

Sodyum Hidroksit (NaOH, 0,1 N): Molekiil agirligi 40g/mol olan NaOH’ ten
konsantrasyonu 0,1 N olacak sekilde 0,8 g tartilip 200 ml’de ¢6ziildii. Renkli cam

sisede oda 1s1sinda muhafaza edildi.

35



2.2. Metod

2.2.1. E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin Temini

Bu ¢alismada, Trabzon Fatih Devlet Hastanesi’nden izole edilen toplamda 50
klinik E. coli izolat1 ve 47 klinik K. pneumoniae izolat1 incelemeye dahil edilmistir.
Izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliligmin belirlenmesi i¢in VITEK 2
(bioMer-ieux, craponne, trance) sistemi kullanilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi igin,
ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktam, seftazidim, sefiksim,
sefuroksim, sefuroksim aksetil, sefoksitin, seftriakson, sefepim, ertapenem, imipenem,
meropenem, siprofloksasin, levofloksasin, amikasin, gentamisin, netilmisin,
tobramisin, tetrasiklin, tigesiklin, kolistin, fosfomisin, trimetoprim/siilfametaksazol,
nitrofurantoin  olmak {lizere farkli antibiyotikler kullanilmigtir. Antibiyotik
duyarliliklarinin dl¢iilmesi EUCAST a (Eucast Version 11.0) gore yapilmistir (Tablo
5).

Tablo 5. Enterobacterales takimi iiyelerinin antibiyotik duyarlilik ve
direnglilik sinir degeri profilleri (EUCAST, 2023)

Antibiyotikler MIC degeri (mg/L) Disk icerigi (ug) Zon ¢api (mm)
S< R> S> R<
Penislinler
Ampisilin 8 8 10 14 14
Amoksisilin-klavulanik asit 8 8 20-10 19 19
Piperasilin-tazobaktam 8 8 30-6 20 20
Sefalosporinler
Seftazidim 1 4 10 22 19
Sefiksim 1 1 5 17 17
Sefuroksim 8 8 30 19 19
Sefuroksim Aksetil 8 8 30 20 20
Sefoksitin 8 8 30 19 19
Seftriakson 1 2 30 25 22
Sefepim 1 4 30 27 24
Karbapenemler
Ertapenem 0,5 0,5 10 25 25
Imipenem 2 4 10 22 19
Meropenem 2 8 10 22 16
Florokinolonlar
Siprofloksasin 0,25 0,5 5 25 22
Levofloksasin 0,5 1 5 23 19
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http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=251&Specium=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=251&Specium=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=251&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=251&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=189&Specium=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=189&Specium=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=189&Specium=-1&Discstrength=-1

Tablo 5 (Devam). Enterobacterales takimi {iyelerinin antibiyotik duyarlilik ve
direnclilik sinir degeri profiller

Aminoglikozidler

Amikasin 8 8 30 18 18
Gentamisin 2 2 10 17 17
Netilmisin 4 4 10 13 14
Tobramisin 2 2 10 16 16
Tetrasiklinler

Tetrasiklin 4 4 30 19 19
Tigesiklin 0,5 0,5 15 18 18
Diger antibiyotikler

Kolistin 2 2 - - -
Fosfomisin 32 32 200 21 21
Trimetoprim/ Siilfametaksazol 2 2 1,25-23,75 14 11
Nitrofurantoin 64 64 100 11 11

2.2.2. E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin Canlandirilmasi ve DNA izolasyonu

Kiiltiirden birer koloni segilerek 4 ml’lik antibiyotiksiz LB besiyerine ekim
yapildi. Gece boyu 37°C’de etiivde bekletildi. Bakteriyel stispansiyonlarin 800 pl’si
alinarak igerisinde 200 pl gliserol olan ependorf tiipe aktarildi ve stoklar -20°C’de
saklandi.

DNA izolasyonu i¢in tek koloniden hazirlanan 3 ml gece kiiltiirii 10.000
rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra iistte kalan siipernatant kismi dokiildii.
Pellete 1000 pl saf su eklendi ve vortekslendi. Daha sonra 10.000 rpm’de 2 dk daha
santrifiij islemine tabi tutuldu. Pelletin tizerine 1000 pul saf su eklenerek vortekslendi.
Vortekslendikten sonra 10 dk kaynatildi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve tiipiin
iist kismindan 500 pl DNA alinip yeni tliplere aktarilarak stoklar -20°C’de saklandi.

2.2.3. Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Belirlenmesi

Calisilan 47 K. pneumoniae ve 50 E. coli izolatinda direng genlerinin varligini
tespiti i¢in polimeraz zincir reaksiyonu yapildi. blaoxa genlerinin tespiti icin Multipleks
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi kullanildi. Bir 6rnek i¢in, hacim 50 pl
olacak sekilde, 0.5 pl Taqg DNA polimeraz (Thermo Scientific), Sul 10X Taq tampon
(Thermo Scientific), 10mM 1 ul dANTP, 5 pul genomik DNA, 25Mm 3 pl MgCl;
(Thermo Scientific), 2 ul her bir primer stoku (10 pmol/ pl), son hacim 31,5 pl steril
deiyonize su ile tamamlandi. Amplifikasyon i¢in dongii sartlari, 94°C’de 3 dk, 25 sn
94°C’de, 40 sn 52°C’de ve 50 sn 72°C’de (29 dongii) ve son sentez 72°C’de 5 dk
olacak sekilde belirlendi.
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Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar1 kodlayan genleri (blatem, blashv,
blactx-m1, blacTx-m2, blaces, blaves, blaper-2, blakec, blamir, blamer-1, blapHa, blarox,
blamox, blacmy-2), metallo beta-laktamazlar1 kodlayan genleri (blavp, blaviv),
fosfomisin modifiye edici enzimleri kodlayan genleri (fosA, fosC2, fosA3), kinolon
direng proteinlerini kodlayan genleri (qnrS, gqnrA, gnrB), murA, uhpT, glpT genlerini

tespit etmek i¢in kullanilan primerler Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. PZR’de kullanilan primerler ve iiriin biiyiikliikleri

Primerler Niikleotid sekans (5°- 3°) Urin  Tm Kaynaklar
(bp O
blatem F AGTATTCAACATTTYCGTGT 847 55 Cicek et al.,
R TAATCAGTGAGGCACCTATCTC 2013
blasyv F ATGCGTTATATTCGCCTGTG 843 55 Hanson vd.,
R TTAGCGTTGCCAGTGCTC 2002
blactx-m1 F GCGTGATACCACTTCACCTC 260 55  Xu, vd., 2005
R TGAAGTAAGTGACCAGAATC
blactx-m2 F TGATACCACCACGCCGCTC 341 55  Xu, vd., 2005
R TATTGCATCAGAAACCGTGGG
blages F ATGCGCTTCATTCACGCAC 863 55 Moubareck
R CTATTTGTCCGTGCTCAGGA vd., 2009
blaves F ATTTCCCGATGCAAAGCGT 542 48 Bu ¢alisma
R TTATTCCGGAAGTCCCTGT i¢in dizayn
edidi.
blaper-2 F ATGAATGTCATCACAAAATG 860 46 Bu ¢alisma
R ATAATAGCTTCATTGGTTC i¢in dizayn
edidi.
blakec F ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 57 Schechner
R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC vd., 2009
blaive F CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 488 54 Jeon vd.,
R ATAATTTGGCGGACTTTGGC 2005
blavim F ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 780 57 Jeon vd.,
R TGCTACTCAACGACTGAGCG 2005
blaoxa-s1 F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 52 Woodford
R TGGATTGCACTTCATCTTGG vd., 2006
blaoxa-23 F GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 52 Woodford
R ATTTCTGACCGCATTTCCAT vd., 2006
blaoxa-24 F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246 50 Woofdord
R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT vd., 2006
blaoxa-4s F  GCGTGGTTAAGGATGAACAC 442 57 Bu c¢alisma
R CATCAAGTTCAACCCAACCG i¢in dizayn
edidi.
blacmy F GACAGCCTCTTTCTCCACA 1000 52 Zhao vd.,
R TGGAACGAAGGCTACGTA 2003
gnrS F ACGACATTCGTCAACTGCAA 428 54 Vasilaki vd,
R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 2008
gnrA F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580 54 Vasilaki vd,
R CCAGGCACAGATCTTGAC 2008
gnrB F GGMATHGAAATTCGCCACTG 64 54 Vasilaki vd,
R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 2008
fosA F ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT 271 50 Benzerara
R ATGCCCGCATAGGGCTTCT vd., 2017
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Tablo 6 (Devam). PZR’de kullanilan primerler ve {iriin biiyiikliikleri

fosC2 F  TGGAGGCTACTTGGATTTG 209 50 Benzerara
R AGGCTACCGCTATGGATTT vd., 2017
fosA3 F  GCGTCAAGCCTGGCATTT 221 55 Benzerara
R GCCGTCAGGGTCGAGAAA vd., 2017
blacmy-2 F ATGCAACAACGACAATCCATCCT 1149 60 Bu ¢alisma
R TCAACCGGCCAACTGCGCCAG icin dizayn
edidi.
blarox F  AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190 56 Pérez-PéreZ
R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG ve Hanson
2002
blamox F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 520 60 Pérez-PéreZ
R CACATTGACATAGGTGTGGTGC ve Hanson
2002
blamer-1 F CGGTCAGTCCGTTTGTTC 53 Liuvd., 2016
R CTTGGTCGGTCTGTAGGG
blamir F  ATGATGACAAAATCCCTAAGCTGTG 1098 54 Bu ¢alisma
R GGTTCGGATAGCTTTTATTCGC icin dizayn
edidi.
blapHa F  TATCTGCAACACTGRTTTC 1092 52 Bu ¢alisma
R TGACTCTTTCGGTATTCGGGTAG i¢in dizayn
edidi.
murA F  AAACAGCAGACGGTCTATGG 1260 53 Livd., 2015
R CCATGAGTTTATCGACAGAACG
uhpT F  TTTTTGAACGCCCAGACACC 1392 52 Livd., 2015
R AGTCAGGGGCTATTTGATGG
glpT F  GCGAGTCGCGAGTTTTCATTG 1359 54 Livd., 2015
R GGCAAATATCCACTGGCACC

Amplifikasyon i¢in dongii sartlar1 Tablo 7°de verildi. PZR f{irtinleri 0,5 mg/L

EtBr igeren %1’ lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

Tablo 7. Termal dongii sartlar

Ik 35 Dongii Son
denatiirasyon sentez
45s95°C

46 °C (blapER)

49 °C (b|amcr.1, b|as|-|v)

50 °C (fos)

45sn 4 °C (blavim, blaive, gnrA, gnrB, gnrS, murA,

96 °C 5 dk uhpT, glpT)

55 °C (blaces, blatem, blactx-m1, blactxm-2, blaves)  5dk 72 °C

57 °C (blaec)

58 °C (b'av||v|)

64 °C (b|a|:ox, blamox, blacmy-2, blamir, bIaDHA)

3dk72°C
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2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi Analizi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu olusan tirlinlerin goriintiilenmesi agaroz jel
elektroforezi yardimiyla gergeklestirildi. Bu islemin hazirlik asamasinda, % 1°lik jel
hazirlamak i¢in 70 mL 1X TAE tamponuna 0,7 g agaroz eklenerek ¢éziinmesi igin
1siticida 3-5 dakika araligindaki zaman dilimi boyunca 1stya tabi tutuldu. Cozelti oda
sicakligina geldiginde 7 mg/mL konsantrasyon da 1,5 ul etidyum bromiir eklenerek
agaroz jel aparatina dokiildii. Jel donduktan sonra 5-10 ul arasinda DNA 6rnekleri 3
ul yiikleme boyasi ile karistirilarak kuyucuklara pipet yardimiyla aktarildi. Jel aparati,
jel tankina yerlestirildi ve 1X TAE tamponu yardimiyla 30-40 dakika 120 V’da
yiriitme islemi gerceklestirildi. Yiirlitme islemi bitince UV transilliiminator cihazinda

goriintiileme islemi yapildi.

2.2.5. Kompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Transformasyon (serbest DNA araciligi ile genetik bilgi aktarimi) isleminde
kullanilmak tizere kompotent hiicre hazirlanmistir. Calismada kullanilan E. coli DH5a
suslarina ait kompotent hiicreler Frozen Compotent Cells metodu kullanilarak
hazirlandi. Bunun igin oncelikle, E. coli DH5a susundan alinan tek koloni (3mL)
LB’ye ekildi ve 37°C’de biiylimek lizere gecelik kiiltlir baslatildi. Ertesi giin bu
kiiltiirden 500uL alinarak 250mL’lik erlen igerisinde bulunan 50ml LB’ye ekildi ve
calkalayict inkiibatérde 37°C’de 150 rpm’de OD600’de 0,2-0,4 oluncaya kadar
biiytitiildii. Beklenen OD degerine gelen kiiltlir 2 adet santrifiij tiipiine boliinerek buz
tizerinde 10-15 dk bekletildi. Siire sonunda 3000 rpm’de (+4°C) 10 dk santrifiij
edilerek pellet toplandi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet 7,5 ml ¢ok soguk FSB’de
dikkatli bir sekilde ¢6ziildii ve 2 saat buz iizerinde bekletildi. Tekrar 3000 rpm’de
(+4°C) 10 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellet 2ml soguk FSB’de
coziildiikten sonra 100p] hacimdeki ependorflara dagitildi ve muhafaza edilmek iizere

-80°C’ye kullanilacagi siireye kadar bekletildi.

2.2.6. Ligasyon Hazirlama

Gorilintiileme sonucu istedigimiz biiyiikliikteki PZR {iriinleri kullanilarak
ligasyon asamasima gecilmistir. 4pL’lik reaksiyon i¢in bir 0,2 ml’lik tiipe pipetdr
vasitasiyla 0,2 uL pGEM-T Easy, 2 uL 2xT4 ligaz tamponu ve 0,2 uL. T4 DNA ligaz
ilave edildi. Karigimdaki tamponlar vortekslendi ve karisima 1,6 pL insert DNA
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eklendi. Hazirlanan ligasyon 6rnegi bir gece 16°C’de bekletilmek iizere Thermo

Cycler cihazina yerlestirildi.

2.2.7. PZR Uriinlerinin pPGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

Bir gecelik ligasyon islemi sonunda transformasyon agamasina gecildi. 100
ul’lik E. coli DHSa hiicresine 4 ul ligasyon iriiniinden eklendi. Ardindan buzda 30
dakika bekletildi. Bekleme sonunda 42°C’de 2 dakika Thermo-Shaker cihazinda
bekletildi. Sonra tekrar buzda 3 dakika bekletildi. Daha sonra cam tiiplerin i¢ine 1000
ul ampisilinsiz LB eklendi. Cam tiiplerdeki LB’lerin i¢ine ligasyon iirlinii ilave edildi
ve 2 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 6000xg de 3 dakika
¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Onceden hazirlanmis olan ampisilinli Luria-Bertani
agar (LBA) petrisine ilk once 40 upl X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolyil-pB-
Dgalactopiranosite) daha sonra ise 40 ul IPTG (Isopropyl [-D-1-
thiogalactopyranoside) baget yardimiyla yayildi. Ardindan ligasyon {iriiniinii de baget
yardimiyla petriye yayilma islemi yapildi. 37°C’lik etiivde 16 saat boyunca
inkiibasyon islemine tabi tutuldu. Siire sonunda petride olusan beyaz koloniler
secilerek 3 mL ampisilinli LB s1v1 besiyerine ekim yapildi. Ekimin ardindan kiiltiirler

16 saat boyunca 37 °C’de calkalayici etiivde biiylimeye birakildi.

2.2.8. Plazmid izolasyonu ve Pozitif Klonlarin Secilmesi

Beyaz kolonilerden hazirlanan gece kiiltiirlerinden plazmit izolasyonu yapildi.
Gece kiiltiirleri, 1,5mL’lik tiiplere 2 dakika hizda 13.000 rpm’de santrifuj edildi.
Stipernatant dokiildi. Geride 50 pL kadar birakilan siipernatant ile pellet
vortekslenerek ¢oziildii. Coziilen pellete 300 pL. TENS tamponu ve ardindan 150pL
sodyum asetat (pH 5,2) eklendi. Alt-iist edilip buzda 15 dakika bekletildi ve bekleme
stiresince her 5 dakikada bir alt-iist edildi. Sonrasinda 3 dakika 13000 rpm’de santrifiij
edildi. Kromozomal DNA ve hiicre atiklari pellette birikti ve kalan sivi kisim ise bagka
bir tlipe transfer edildi. Oda sicakliginda 800 pL %95’lik etanol ilave edildi. 3 dakika
13000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiildii. Pellet tizerine 500 pL
%70’lik etanol eklenip 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra siipernatant
dokiildi ve 37 °C’de 15 dakika pellet kurumaya birakildi. Son olarak 50 pL suda

(RNaz+steril su) pellet ¢oziindii ve elektroforezde yiiriitiildii. Izole edilen plazmitler
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EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi, kesilen {irtinler DNA marker ile

birlikte %1°lik agaroz jelde yiiriitiiliip pozitif olanlar tespit edildi.

2.3. Bulgular

Calismaya dahil edilen toplam 97 susta blaoxa-s1, blaoxa-23, blaoxa-4s ve
blaoxa-24, blactx-m1, blatem, blakec, blaces, blasky, blaviv, blarer-2, blaves, blaive,
blacmy-2, blactx-m2, blamox, blarox, blapHa, blamir, blame-1 gnrS, gnrA, gnrB, fosA,
fosCz, fosAsz, murA, uhpT, glpT genlerinin varligini arastirmak amaciyla PZR yapildi.
Yapilan PZR ¢alismalar1 sonunda 9 E. coli susunda (240, 241, 244, 247, 248,274,277,
278, 279) blacTx-m1, 5 K. pneumoniae susunda (81, 84, 85, 90, 131) blactx-m1, 9 E.
coli susunda blatem (250, 254, 255, 259, 261, 262, 276, 282, 283), 1 K. pneumoniae
(118) susunda blatem, 1 E. coli susunda blaoxa-s1, 5 K. pneumoniae susunda blaoxa-s
diren¢ geni saptanmistir. Ayrica calisma izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik
sonuglart Tablo 9 ve Tablo 10°da gosterilmistir.
2.3.1. Bakteri izolatlarinin Dagihim

Idrar kiiltiiriinden elde edilen 97 bakteri suslarindan 50 E. coli (%51,5) ve 47
K. pneumoniae (%48,4) izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari tablosunda E.
coli izolatlarini bulunduran 50 hastadan 28 (%56)’1 kadin, 22 (%44)’s1 erkek
hastalardan olusmakta iken, K. pneumoniae izolatlarin1 bulunduran 47 hastadan 22
(%46,8)’si kadin, 25 (%53,1)’1 erkek hastalardan olugmaktadir (Tablo 8).

Tablo 8. Kadin-Erkek Hasta Yiizdesi

Direncli suslar Kadin Erkek Toplam hasta
sayisi

E. coli 28 (%56) 22 (%44) 50

K. pneumoniae 22 (%46,8) 25 (%53,1) 47

2.3.2. Bakteri izolatlarinin Antibiyotik Duyarlihiklar:

Izolatlarm 24  farkli  antibiyotize karsi (imipenem, meropenem,
piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, sefoperazon/sulbaktam, amikasin ve
siprofloksasin) duyarlilik testleri tam otomatize VITEK kullanilarak belirlendi (Tablo

9,10,11). Yenilik¢i ve otomatik platformu genis kapsamli bir veri tabani ile birlestiren
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VITEK® 2 mikrobiyal tanimlama (ID) ve antibiyotik duyarlilik (ADT) test sistemi
hizli ve dogru sonuglarla giiven verir. VITEK®2 sisteminde oyun kagidi
bliyiikliigiinde ve seklinde 6zgiin ID ve ADT kartlar1 kullanilir.

Inokiiliim Smart Carrier Station™ sisteminde VITEK®2 kaset igine yerlestirilir
ve burada VITEK® 2 kart: ile numune sanal olarak baglanir. Kaset yiiklendikten sonra
her bir kartin inkiibasyonu ve okunmasi herhangi bir miidahale gerektirmeden sistem

tarafindan yonetilir (URL-3)

Tablo 9. E. coli izolatlarinin hiicre duvari sentezini inhibe eden
antimikrobiyotiklere karsi duyarlilik sonuglar

E. coli Antibiyotikler

Sus AMFOX CXM CFM CAZ CRO CXA PTZ ETPIPMMEMAK CNCIP FF
No

E240 R S R R R R R R S §$ S S S R R
E241 R | R R | R R R S S S I I R S
E242 R S R R | R R S S § S S S R S
E243 R S R S S S R R S §$ S S R R R
E244 R S R R R R R S S S S I R R S
E245 R R R R R R R | S § S S R R S
E246 R | R R R R R S S § S S S I S
E247 R S R R R R R | S § S S S S S
E248 R S R R | R R S s § S S S S S
E249 R S R R | R R S S § S S S R S
E250 R S R R R R R R S § S S S R S
E251 R S R R | R R R S § S S S R S
E252 R S R R | R R R S § S S S S S
E253 R S R R R R R S S § S R R R S
E254 R S R R R R R R S S S I S R R
E255 R S R R R R R | S § S S R R S
E256 R | R R | R R S S § S S R R S
E257 R R R R R R R | S S S S 1 1 S
E258 R S R R | R R S S § S S S R S
E259 R R R S R R R S R § S S S S S
E260 R R R R R R R S R S S S S R S
E261 R R R R R R R | R S S I R R S
E262 R R R R R R R S R § S S S 1 S
E263 R R R S R R R S R S S I R R S
E264 R R R S R R R S R S S S R R S
E265 R R R R R R R R R | | S § § S
E266 R R R S R R R S R § S S R R S
E267 R R R S R R R S R S S I R R S
E268 R R R S R R R S R § S S R R S
E269 R S R R R R R S S S S I I R S
E270 R S R R R R R S S § S S S S S
E271 R S R R R R R S S S S I R R S
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Tablo 9. E. coli izolatlarinin hiicre duvari sentezini inhibe eden
antimikrobiyotiklere kars1 duyarlilik sonuclar
R R R S

E272
E273
E274
E275
E276
E277
E278
E279
E280
E281
E282
E283
E284
E285
E286
E287
E288
E289

AM: Ampisilin, FOX: Sefoksitin, CXM: Sefuroksim, CFM: Sefiksim, CAZ: Seftazidim, CRO: Seftriakson, CXA:
Sefuroksim Aksetil, PTZ: Piperasilin/tazobaktam, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, AK:
Amikasin, CN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, FF: Fosfomisin, S: Duyarh (sensitive), R: Direngli (reaistant), I:
Orta duyarli (intermediate), EC: Escherichia coli

A 00XV XOVXIOIOAOXINAOIOINIOAOIOAD
DLV OLULOLOnmnmADIOTOnNn-—0IODnonowm
A 00XV XOVXIOIOAOXIOAIODOIOIOIOIOAD
000XV IODODIOVDIOODLWAIOUIODIOWMAUID
O 0VXOVXVIOVDXOVXIOVDAIOOVDIOAOXIOIODODIOADO
0000000000000 N00D0
X0 X0VX0VDXVXIOOVDXIOVIOOVDXIODIODOOIOOIOADO
ON—=-0unmIOnmLAIOTOOLOBOOnnnmom
OOV uLLOLUOLOOLLBLAOIOTOOOLLIOnnu,m
DL ULLOnLOLLODOOOLOnOnmnnmwomom
DLV OLLOnLOLLOOLOOLOOOnmnnmwnmom
-_ NN —-U0NDUN=-=—DN—-—N—-ULunuumwouvuwm
OOV ITIODTOLOLLBLIOOLOLVIOOOVOnDIOWm
DOVVOVDOOVODVDODONVIODODOODWDWAO—
DL LLnLOOLODOOLOOLOnOnmnmwmom

)
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Tablo 10. K. pneumoniae izolatlarinin hiicre duvari sentezini inhibe eden
antimikrobiyotiklere kars1 duyarlilik sonuglar

K. Antibiyotikler

pneumoniae

Sus AM FOX CXM CFM CRO CXA ETP IPM MEM AK CN CIP FF F SXT TPZ
no
K81
K82
K83
K84
K85
K86
K87
K88
K90
K91
K92
K93
K94
K95
K96
K97
K98
K100
K101
K103
K104
K105
K106
K107

00000
0020000 —2D
VDT OLLOLnLOu,m
DL Lmmm,m
NDUBmOLLnmmom
NDUBmOLLnmmom
NDUBmOLLnmmom
00— 20O0—2D
NDunmunmaITnumwmaO
NDunmuLLmmmmao
DWW IOIOWLW!WADO

Py

)
wn
w
(2]
(2]
(2]
)
w
)
w

0 0 0
0 0 0
nwuunuwnm
(2NN}
mwunwm
(2]
wnwwmoD
wnwwmaD
T wvw

DV VOVDDVOVODOVIOVODODODODIOXIOVODIODXIOIOIUXIODOIODODO
nouwm
X030

VOO IOTIOTOIITOLOLOLUMIOIODIOTIOONVOLOLOOLO—TW
DVVDOVOVOVDIOVOVDOVDIOVDIOUDIOODXIOVDIOIODODXIOVIOUIODODXIOIOIODO
DVVIOVOVOVDIVOVDOVDIOVDIOUOODXIOVDIODODOXINIOUIODODIOIOIODO
V=TV OVOVO—VD—U0LOWNWLIOTO—ODO—TODOHLOHLOL—WDO
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Tablo 10 (Devam). K. pneumoniae izolatlarinin hiicre duvari sentezini inhibe

eden antimikrobiyotiklere kars1 duyarlilik sonuclar

R R
R

K108
K109
K110
K111
K112
K113
K116
K117
K118
K119
K120
K121
K122
K123
K124
K126
K128
K129
K130
K131
K132

AM: Ampisilin, FOX: Sefoksitin, CXM: Sefuroksim, CFM: Sefiksim, CRO: Seftriakson, CXA: Sefuroksim
Aksetil, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, AK: Amikasin, CN: Gentamisin, CIP:
Siprofloksasin, FF: Fosfomisin, F: Nitrofurantoin, SXT: Trimetoprim/ Siilfametaksazon, TPZ:
Piperasilin/Tazobaktam, KP: Klebsiella pneumoniae
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Tablo 11. K. pneumoniae izolatlarinin hiicre duvari sentezini inhibe eden
antimikrobiyotiklere kars1 duyarlilik sonuglar

K. pneumoniae Antibiyotikler
Sus no CRO FEP ETP MEM AK CN
K90 R
K92
K93
K94
K98
K103
K104
K106
K113
K117
K122
K126
K128
K129
K130
K131
K132
Sus no
K89
K99

Seftriakson, FEP: Sefepim, ETP: Ertapenem, MEM: Meropenem, AK: Amikasin, CN: Gentamisin, CIP:
Siprofloksasin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin, SXT: Trimetoprim sulfametaksazol, NET: Netimisin, TOB:
Tobramisin, LEV: Levofloksasin, TE: Tekrasiklin, S: Duyarli (sensitive), R: Direngli (resistant), I: Orta duyarh
(intermediate), KP: Klebsiella pneumoniae
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2.3.3. E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin Antimikrobiyal Profilleri

97 bakteri izolatinin (50 E. coli ve 47 K. pneumoniae) antibiyotik duyarlilik
testleri sonucunda 50 E. coli izolatinin tamaminin (%100) ampisilin, sefuroksim,
sefuroksim aksetile direncli oldugu, 49°unun (%98) imipenem, meropeneme duyarl
oldugu ve 47 K. pneumoniae izolat1 arasinda, 45’inin (%100) ampisilin, 44’{iniin
(%97) sefuroksim, sefuroksim aksetil, sefiksime direngli oldugu, 36’sinin (%80)
amikasin, 35’1 (%77,7) meropenem, 34t (%75,5) ertapenem, 33’4 (%73,3)
gentamisine duyarli oldugu tespit edilmistir (Tablo 12). Sonuglardan da anlasilacag:
tizere E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin ampisilin, sefuroksim, sefuroksim aksetile
yiiksek oranda direngli olduklar1 ve 6zellikle meropeneme yiiksek oranda duyarl

olduklar1 gbzlemlenmistir.

Tablo 12. E. coli ve K. pneumoniae izolatlarin antibiyotik direnglilik ve

duyarhilik profilleri

Escherichia coli (N=50) Klebsiella pneumoniae (N=45)

Antibiyotik Direncli izolat Duyarh izolat  Direncli izolat Duyarh izolat
sayisi (%) sayisi (%) sayisi (%) sayisi (%)

Ampisilin 50 (%100) 0 45  (%100) 0
Piperasilin 10 (%20) 34 (%68) 22 (%48,8) 12 (%26,6)
Tazobaktam
Sefuroksim 50 (%100) 0 44 (%97,7) 1 (%22
Sefuroksim 50 (%100) 0 44 (%97,7) 1 (%22
Aksetil
Sefoksitin 16 (%32) 30 (%60) 18 (%40) 26 (%57,7)
Sefiksim 40 (%80) 10  (%20) 44 (%97,7) 1 (%2,2)
Seftazidim 40 (%80) 1 (%2) 43  (%95,5) 2 (%4,9)
Seftriakson 49  (%98) 1 (%2) 41 (%91,1) 2 (%4,9)
Ertapenem 13 (%26) 37 (%74) 10 (%22,2) 34 (%75,5)
Meropenem 0 49 (%98) 3  (%6,6) 35 (%77,7)
Amikasin 1 (%2) 35 (%70) 1 (%2,2) 36 (%80)
Gentamisin 19 (%38) 28 (%56) 12 (%26,6) 33 (%73,3)
Siprofloksasin 38 (%76) 8 (%16) 31 (%68,8) 9  (%20)
Fosfomisin 3 (%6) 47  (%94) 10 (%35,7) 15 (%53,5)
Imipenem 0 49 (%98) 1 (%3,5) 25 (%89,2)
Nitrofurantoin 8  (%28,5) 20 (%71,4)
Trimetoprim 36 (%76,5) 11 (%23,4)
Siilfametaksazol
Sefepim 16 (%94,1) 1 (%5,8)
Tigesiklin 3 (%17,6) 5 (%29,4)
Kolistin 17 (%17) 0
Netilmisin 2  (%100) 0
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Tablo 12 (Devam). E. coli ve K. pneumoniae izolatlarin antibiyotik direnglilik ve

duyarlilik profilleri
Tobramisin 2 (%100) 0
Siprofloksasin 2  (%100) 0
Evofloksasin 1 (%50) 1 (%50)
Kolistin 0 2 (%100)

2.3.4. Bakteri izolatlarinda Coklu ila¢ Direnc Profili
50 E. coli izolatinin %42 si (21/50), 47 K. pneumoniae izolatinin %42,5 i

(20/47) olmak tiizere toplam 97 bakteri izolatinin %42,2 si (41/97) ¢oklu ilaca direngli
bakteriler olarak tespit edilmistir (Sekil 8).

E.coli ve K. pneumoniae'da ¢oklu ilag direnci

® Toplam izolat sayis1 W CID izolat sayis1 ~ ® CID yiizdesi

2100 97
()

he]

2 80

N

:>?

» 60 50

> %42 %425 41 %422
> 40

3 21

8 20

B l

o

E.coli K. pneumoniae Toplam say1
Bakteri izolatlar1

Sekil 8. E. coli ve K. pneumoniae'da ¢oklu ilag direnci

2.3.5. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi
Calismada arastirilan 50 E. coli ve 47 K. pneumoniae izolat1 Trabzon Fatih
Devlet hastanesinde klinik Orneklerden geleneksel yontemlerle izole edilmis,
antibiyotik duyarliliklari otomatize sistemde belirlenmistir.
2.3.5.1. blaoxa-ss ve blaoxa-s1 Genlerinin PZR ile Arastirilmasi
50 E. coli, 47 K. pneumoniae izolatinda blaoxa genlerine uyumlu primer giftleri

kullanilarak yapilan multipleks PZR sonucunda K. pneumoniae’nin 99, 101, 103, 108,
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126 no’lu izolatlarinda blaoxa-4s genine ait 442bp biyiikligiinde PCR firtnii, E.

coli’'nin E265 no’lu izolatinda ise blaoxa-s1 genine ait 353bp biiyiikliigiinde PZR iiriinii

elde edildi (Sekil 9).

442bp

500bp
353bp

Sekil 9. blaoxa-4s Ve blaoxa-s1 genlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisi. M: DNA
marker,1: K99, 2: K101, 3: K103, 4: K108, 5: K126 6: E265

2.3.5.2. blactx-m1 Geninin PZR ile Arastirilmasi

50 E. coli, 47 K. pneumoniae izolatinda blactx-m1 genine uyumlu primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PZR sonucunda E. coli’'nin 240, 241, 244, 247, 248, 274, 277,
278, 279 no’lu izolatlarinda, K.pneumoniae’nin 81, 84, 85, 90, 131n0o’lu izolatlarinda

260bp bilyiikliigiinde PZR iiriinii elde edildi (Sekil 10, 11).
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500bp
260bp

Sekil 10. blacTx-m1 geninin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA marker, 1:
E240, 2: E241, 3: E244, 4: E247, 5: E248, 6: K81, 7: K84, 8: K85, 9: K90

Sekil 11. blactx-m1 geninin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA marker, 1:
E274,2: E277, 3: E278, 4: E279, 5: K131

2.3.5.3. blatem Geninin PZR ile Arastirilmasi

50 E. coli, 47 K. pneumoniae izolatinda blatem genlerine uyumlu primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PZR sonucunda E. coli’nin 250, 254, 255, 259, 261, 262, 276,
282, 283 no’lu izolatlarinda ve K. pneumoniaenin 118 no’lu izolatinda 847bp

biiyiikliigiinde PZR {irtinii elde edildi (Sekil 12).
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M 1 23 45 6 7 89 10

800b 847bp

Sekil 12. blatem geninin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA marker, 1: E250,
2: E254, 3: E255, 4: E259, 5: E261, 6: E262, 7: E276, 8: E282, 9: E283, 10: K118

2.3.6. Diren¢ Genlerinin Klonlanmasi

PZR’da spesifik primerler ile g¢ogaltilan genler pGEM-T/Easy vektoriine
aktarilmig, PZR {iriiniinii tastyan pGEM-T/Easy vektorii, E. coli DH5-a. kompotent
hiicrelerine transforme edilerek klonlama galigmalar1 yapilmistir. Transformasyonun
ardindan plazmid izolasyonu yapilmis ve EcoRI ile kesim sonucu pozitif ¢ikanlar
kayda alinmigtir. Kesim sonucunda K. pneumoniae K108’e ait blaoxa-ss (Sekil 13), E.
coli E265’e ait blaoxas1 (Sekil 14), E. coli E254’e ait blatem (Sekil 15), K.
pneumoniae K84’e ait blactx-m1 (Sekil 15) direng genleri pozitif ¢itkmistir.
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M 1 2 3 4 56 7

3000b

500bp
442bp

Sekil 13. EcoRlI ile kesilen K108 izolatina ait pGEM-T Easy+blaoxa-ss klonunun
agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA marker, 1: Lineer pGEM-T Easy, 2-7:
PGEM-T Easy+ blaoxa-ss’in EcoRlI ile kesimi

500bp
353bp

Sekil 14. EcoRlI ile kesilen E265 izolatina ait pPGEM-T Easy+blaoxa-s1 klonunun
agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA marker, 1: Lineer pPGEM-T Easy, 2:
PGEMT Easy+ blaoxa-s1 klonunun EcoRlI ile kesimi
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3000bp

847bp

500bp
260bp

Sekil 15. EcoRlI ile kesilen E254 izolatina ait pPGEM-T Easy+blarem klonunun ve
K84 izolatina ait pPGEM-T Easy+blactx-m1 klonunun agaroz jel elektroforez
goriintiisii. M: DNA marker, 1: pPGEM-T Easy+ blarem klonunun EcoRl ile kesimi,
2: pGEM-T Easy+ blactx-m1 klonunun EcoRl ile kesimi

2.3.7. Diren¢ Geni Saptanan izolatlarin Antibiyotik Direng Profilleri

PZR galigmalar1 sonucunda 97 izolat iginden 9 (%18) E. coli ve 5 (%10,6) K.
pneumoniae olmak tizere toplam 14 (%14,4) blactx-m1, 9 (%18) E. coli ve 1 (%2,1) K.
pneumoniae toplaminda 10 (%10,3) blaTem, son olarak 1 (%2) E. coli ve 5 (%10,6) K.
pneumoniae olmak iizere toplamda 6 (%6,1) blaoxa direng geni varlig tespit edilmis
ve tablo 13’te belirtildigi gibi bu izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi sonucunda
ampisilin, sefuroksim, sefuroksim aksetil, seftriakson, trimetroprim/ siilfametaksazol,
seftazidin, siprofloksasin, piperasilin /tazobaktam antibiyotiklerine kars1 yiiksek
oranda direngli oldugu belirlenmistir.

S1v1 diliisyon testleri sonucunda tespit edilen ¢oklu direng profillerini gésteren

veriler tablo 14°te verilmistir.
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Tablo 13. blactx-m1, blatem ve blaoxa pozitif direng genlerinin direngli

olduklar1 antibiyotikler

Direng Bakteriler Tiir bazinda Toplamda  Direngli olduklar
genleri sayl-yiizdesi sayi-yiizdesi antibiyotikler
blactx-m1  E240, E241, 9 (%18) 14 (%14,4)  Ampisilin, Sefuroksim,
E244, E247, Seftriakson, Trimetroprim/
E248, E274, Siilfametaksazol,
E277, E278, Sefuroksim Aksetil,
E279
K81, K84, K85, 5 (%10,6)
K90, K131
blaTtem E250, E254, 9 (%18) 10 (%10,3)  Ampisilin, Sefuroksim,
E255, E259, Sefuroksim Aksetil,
E261, E262, Seftazidin, Seftriakson,
E276, E282, Siprofloksasin
E283
K118 1(%2,1)
blaoxas1 E265 1 (%2) 6 (%6,1) Ampisilin, Piperasilin
Tazobaktam, Sefuroksim,
K99, K101, 5 (%10,6) nguroksim Aksetil,
K103, K108, Slprofloksa}sm,
blaoxass K126 Trimetroprim/

Siilfametaksazol

E: Escherichia coli, K: Klebsiella pneumoniae
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Tablo 14. E. coli ve K. pneumoniae suslarinin ¢oklu antibiyotik direng

profilleri

Antibiyotik Direnc¢ Profili

E. coli Direng Siv1 Diliisyon  Direng K. Diren¢ Siv1 Diliisyon  Direng
Sus No Genleri Metodunda Sayis1  pneumoniae Genleri Metodunda Sayisi
Diren¢ Sus No Diren¢
E240 blacTx-m1 AM, PTZ, 9 K81 blacTx-m1 AM, TPZ, 10
CXM, CXA, CXM, CXA,
CFM, CAZ, CFM, CRO,
CRO, CIP, FF CIP, FF, F,
SXT
E241 blacTx-m1 AM, PTZ, 7 K84 blacTx-m1 AM, CXM, 7
CXM, CXA, CXA, CFM,
CFM, CRO, CRO, CIP,
CIP SXT
E244 blacTx-m1 AM, CXM, 8 K85 blacTx-m1 AM, CXM, 7
CXA, CFM, CXA, CFM,
CAZ, CRO, CRO, FF,
CN, CIP SXT
E247 blacTx-m1 AM, CXM, 6 K90 blacTx-m1 AM, TPZ, 9
CXA, CFM, CXM, CXA,
CAZ, CRO CRO, FEP,
CN, CIP, SXT
E248 blacTx-m1 AM, CXM, 5 K99 blaoxass CIP, LEV, 3
CXA, CFM, SXT
CRO
E250 blatem AM, PTZ, 8 K101 blaoxass AM, TPZ, 9
CXM, CXA, CXM, CXA,
CFM, CAZ, CFM, CRO,
CRO, CIP CIP, FF, SXT
E254 blatem AM, PTZ, 9 K103 blaoxaass AM, TPZ, 10
CXM, CXA, CXM, CXA,
CFM, CAZ, FOX, CRO,
CRO, CIP, FF FEP, ETP,
CIP, SXT
E255 blatem AM, CXM, 8 K108 blaoxass AM, TPZ, 11
CXA, CFM, CXM, CXA,
CAZ, CRO, FOX, CFM,
CN, CIP CRO, ETP,
MEM, CIP, F
E259 blatem AM, CXM, 7 K118 blatem AM, TPZ, 11
CXA, FOX, CXM, CXA,
CAZ, CRO, FOX, CFM,
ETP CRO, CIP, FF,
F, SXT
E261 blaTtem AM, CXM, 10 K126 blaoxass AM, TPZ, 10
CXA, FOX, CXM, CXA,
CFM, CAZ, FOX, CRO,
CRO, ETP, FEP, ETP,
CN, CIP CIP, SXT
E262 blatem AM, CXM, 8 K131 blacTx-m1 AM, CXM, 7
CXA, FOX, CXA, CRO,
CFM, CAZ, FEP, CN, SXT
CRO, ETP
E265 blaoxas1 AM, PTZ, 9
CXM, CXA,
FOX, CFM,
CAZ, CRO,
ETP
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Tablo 15 (Devam). E. coli ve K. pneumoniae suslarinin ¢oklu antibiyotik direng
profilleri

E274 blacTx-m1 AM, CXM, 6
CXA, CFM,
CAZ, CRO
E276 blatem AM, CXM, 8
CXA, CFM,
CAZ, CRO,
CN, CIP
E277 blacTx-m1 AM, CXM, 8
CXA, CFM,
CAZ, CRO,
CN, CIP
E278 blacTx-m1 AM, CXM, 7
CXA, CFM,
CAZ, CRO,
CIP
E279 blacTx-m1 AM, CXM, 7
CXA, FOX,
CAZ, CRO,
ETP
E282 blatem AM, CXM, 7
CXA, CFM,
CAZ, CRO,
CIP
E283 blatem AM, PTZ, 8
CXM, CXA,
CFM, CAZ,
CRO, CIP
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3. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

3.1. Tartisma ve Sonug¢

Bu tez ¢alismasinda, Trabzon Fatih Devlet Hastanesi’nden izolasyonu yapilan
50 E. coli ve 47 Klebsiella pneumoniae izolatlarinda beta-laktamaz kodlayan
genlerinin, metallo beta-laktamaz kodlayan genlerinin, kinolon diren¢ genlerinin,
fosfomisin direng genlerinin ve karbapenemaz direng genlerinin, murA, uhpT ve glpT
direng genlerinin varligi molekiiler yontemlerle arastirilmistir.

Tiirkiye’de yiiksek oranda antibiyotik kullanilmaktadir. Antibiyotik kullanimi
ve antibiyotik duyarliliklart hakkinda bilgi eksikligi, yiiksek derecede antibiyotik
direncine yol agmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan bildirilen raporda
Avrupa bolgesinde Tiirkiye’ nin kisi basina antibiyotik tiiketiminin en yiiksek oldugu
tilke olarak bilinmektedir (Torumkuney vd., 2022). Regetesiz antibiyotiklerle kendi
kendine ilag¢ tedavisi, 6zellikle diisiik ve orta gelirli tilkelerde endise verici bir sorundur
(Ocan vd., 2015; Adriaenssens vd., 2011; Mdlstad vd., 2002).

Ulke genelinde hazirlanan “Akile1 flag Kullanimi Ulusal Eylem Plani” gibi
hiikiimet miidahaleleri, antibiyotik receteleme uygulamalarinin diizenlenmesinde ve
izlenmesinde en 6nemli rolii oynarken, politik miidahaleler yoluyla insanlarin kendi
kendine ilag tedavisi yapma aligkanligin1 6nlemek oldukg¢a zordur (Aksoy vd., 2021,
Rational Drug Use National Action Plan, 2021). Antibiyotik kullanarak kendi kendine
ilag tedavisi, eczaneden regetesiz alinan antibiyotikler ya da bir arkadas veya aile
tiyesinden alinan antibiyotikler, cogunlukla insanlarin bilgi eksikligini, yanlis
inanglarini ve "her seyin tedavisi" i¢in antibiyotiklere asir1 olumlu tutumlarini yansitan
gizli bir davranig problemidir (Ocan vd., 2015).

Gaygisiz ve arkadaglar1 tarafindan antibiyotikler ve antimikrobiyal direng
hakkindaki bilgi ve inanglar, antibiyotik kullanimina karsi olumlu ve olumsuz
tutumlar, saglik kaygist ve antibiyotik kullanimini etkileyen olasi faktorlerin istatistik
analizleri incelenmistir (Gaygisiz vd., 2021). Calismaya katilanlarin %34,2'si gecerli
bir regcete olmadan ya internetten ya da bir arkadasindan antibiyotikleri aldiklarini
belirtmistir. Mevcut calisma, katilimcilarin = biiylik  ¢ogunlugunun  (%80,4)
antibiyotiklerin bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kullanildigin1  bildiklerini
gostermistir. Katilimcilarin  yaklasik yarist (%51,4) antimikrobiyallerin  viral

hastaliklara kars1 kullanildigini, %48,6's1 antibiyotiklerin her tiirli mikrobiyal
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enfeksiyonu tedavi ettigini belirtmislerdir. Sobek ve ark., Michigan, yaptigi bir
istatistiki ¢aligmada ABD'de yasayan katilimcilarin % 35'inin antibiyotiklerin soguk
alginlig1 ve gribi iyilestirdigine, % 57'sinin ise antibiyotiklerin viral enfeksiyonlar
tedavi ettigine inandigimi bildirmistir (Sobeck vd., 2021). Viral enfeksiyonlar i¢in
antibiyotik kullanimi, hastaliklarin etiyolojisi hakkinda bilgi eksikligine ve
antibiyotiklerin etkilerinin yanlis anlasilmasina dayandigini diistindiirmektedir.
Antibiyotiklerin yanlis kullanim nedeni ne olursa olsun, bu bulgular gosteriyor ki; ist
solunum yolu enfeksiyonlari, soguk alginligi ve grip icin antibiyotiklerle kendi
kendine ilag tedavisi antibiyotik kétiiye kullanimmin en yaygin seklidir. Ozellikle viral
hastaliklar icin antibiyotiklerin yanhs kullanimi ile ilgili egitim calismalarina ve
kampanyalara 6ncelik verilmelidir (Thong vd., 2021; Thorpe vd., 2021).

Bakteriyel beta-laktamaz genleri, Ozellikle genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) genleri, beta-laktam antibiyotiklere direnci artiran etkili faktorler
arasindadir. GSBL iireten bakteriler son yillarda bir¢ok saglik sorunu yaratmistir ve
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu bakterileri saptamak i¢in yeni yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir (Cavallo vd., 2001; Rupp vd., 2003). GSBL fenotipik tespiti,
GSBL iireten izolatlar ile diger beta-laktam antibiyotik direnci mekanizmalarim
kullanan izolatlar arasinda ayrim yapmak i¢in uygun bir yontemdir (Pitout vd., 2004).

Son yillarda Enterobacteriacea tiirleri arasinda giderek artan antimikrobiyal
direng nedeniyle tedavide sorunlar yasanmaktadir. Ozellikle E. coli ve Klebsiella
suslarinda GSBL aktivitesinin arttigi gozlenmektedir (Tenover vd., 2009). Bu
calismada analiz edilen 6rneklerin ¢ogunun idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarda
yiiksek oranda GSBL iireten E. coli ve Klebsiella pneumonia izolatlar1 oldugu
belirlendi. Bu izolatlarin Piperasilin-Tazobaktama (genis spektrumlu bir beta-
laktamaz) duyarli oldugu tespit edildi. E. coli ve Klebsiella pneumonia izolatlarinda
GSBL iiretiminin yaygmlig: (prevalansi) cesitli tilkelerde farklidir; 6rnegin Kore’de
bu organizmalarin yayginligi E. coli i¢in %4,8-7,5 ve Klebsiella pneumonia igin
%22,5-22,8’dir. Hindistan'da GSBL iiretim sikligi E. coli i¢in %34,2, Klebsiella
pneumonia igin ise %27,3°dir (Akram vd., 2007). Bu ¢alismada ise E. coli suslari i¢in
%36, Klebsiella suslar1 igin %12,7 GSBL pozitifligi tespit edilmistir. Ulkemizde

yapilan ¢alismalarda bu oranlarin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Giizel ve ark.
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E. coli suslarinin %38’inde, Klebsiella suslarinin ise %32’sinde GSBL pozitifligi sap-
tamiglardir (Giizel vd., 2008). Topkaya ve ark. (2018), kan kiiltiirlerinde iireyen
Enterobacteriaceae (E. coli ve K. pneumoniae) izolatlarinda GSBL sikligim1 %54
olarak saptamislardir (Topkaya vd., 2018). Sah ve ark. (2021) yaptig1 ¢alismada E. coli
suslarinin %27,4’tinlin GSBL pozitif oldugunu belirlemiglerdir. Bu organizmada
onceki calismalara gore daha yiiksek GSBL oraninin tespit edilmesi yillar i¢inde artan
enfeksiyonlarin ve antimikrobiyal direncin etkisinden kaynaklanabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica bu g¢alismada artan niifusun, kendi kendine ilag tedavisi
uygulamalarinin, standart altt kalitede antibiyotik dagiliminin, zayif enfeksiyon
kontroliiniin, sanitasyon ve hijyen uygulamalarinin direngli patojenlerin hiz kesmeden
yayilmasini saglayan mekanizmalar oldugu dile getirilmektedir (Sah vd., 2021).

Bu calismada, antibiyotik duyarhilik testi icin 24 farkli antibiyotik
kullamilmistir. E. coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlar1 ampisilin  (%100),
sefuroksim (%100) ve sefuroksim aksetil (%100) antibiyotiklerine en yiiksek direnci
gosterirken amikasin (%100) bu bakterilere karsi en etkili antibiyotik olarak
bulunmustur. Sefuroksim ve sefuroksim aksetil antibiyotiklerine direncin yiiksek
olmast genislemis spektrumlu beta-laktamaz {iretiminden kaynaklanabilir (Rawat,
2010). Akyildiz ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢caligmada E. coli izolatlarinda en yiiksek
direncin sefuroksim aksetil (%75) antibiyotigine kars1 oldugu tespit etmistir. Gurung
ve ark. (2020) idrar orneklerinden izole edilen E. coli ve Klebsiella pneumoniae
suslarinda en yiiksek antibiyotik direncinin sirastyla %67 ve %83,3 oraninda
ampisiline kars1 oldugunu belirlemislerdir.

Coklu ilag direncini (CID) iceren antimikrobiyal direng (AMD), kiiresel bir
sorundur. Antimikrobiyal direncin etkisi farkli iilkeler arasinda 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde degisiklik gosterir (Pokharel vd, 2019). Ustelik coklu ilaca direngli
patojenlerin genellikle tedavisi zordur ve nozokomiyal orijinlidirler (Mishra vd.,
2014). AMD, iropatojenlerin kontroliinde biiyiik bir tehdit olusturmaktadir
(Tankhiwale vd., 2004; Akram vd., 2007; Hasan vd., 2007). Bu c¢alismadaki
izolatlardan E. coli %42 ve Klebsiella pneumoniae %42,5 olmak tizere %40’tan
fazlasinin ¢oklu ilag direnci gosterdigi bulunmustur. Carvalho ve ark. (2021) kan
kiiltiirlerinden elde edilen GSBL iireten toplam 22 Klebsiella pneumoniae izolatinin

coklu ila¢ direncine sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Enterobacteriaceae ailesi hem toplum hem de nozokomiyal kaynakl
enfeksiyonlarin (solunum sistemi, iiriner sistem ve primer kan dolagimi enfeksiyonlari
gibi) en onemli etkenlerindendir. Enterobacteriaceae iiyeleri, antibiyotiklerin segici
baskisindan ve genetik madde aktarimindan dolay1 ¢oklu direng 6zelligi kazanmistirlar
(Giilay, 2005). Antibiyotiklere karsi direncli olmalar1 enfeksiyonlarin tedavisinde
yasanan en onemli sorunlardan biridir.

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (blashy, blatem, blacTx-mi),
Enterobacteriaceae'de beta-laktam antibiyotik direncinden sorumlu olan birincil
mekanizma olarak kabul edilir (Bradford, 2001; Peirano ve Pitout, 2019). GSBL’lar
(blatem, blacTx-m1) bu calismada da belirlenmistir. Ozellikle beta laktam grubu
antibiyotiklere kars1 direncin yani sira karbapenem grubu antibiyotiklere de direncin
artmasiyla birlikte tedavide de sorunlar artmaktadir (Giir, 1997).

Karbapeneme direngli bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde
tigesiklin, polimiksin, aminoglikozitler ve fosfomisin gibi antimikrobiyaller
kullanilmaktadir; ancak bu molekiillerin farmakokinetik ozellikleri, toksisiteleri ve
gelisen direng problemleri nedeniyle uygulanmasinda kisithliklar yasanmaktadir. Bu
nedenle Enterobacterales ailesi tiyelerinde gozlenen artan karbapenem direnci tiim
diinyada ciddi kaygilar uyandirmaktadir ve gelisen direncin nedenlerini belirlemek
giderek 6nem kazanmaktadir (Liu vd., 2016; Rhouma vd., 2016; Poirel vd., 2016). Bu
nedenle ¢alismaya aldigimiz bakterilerde karbapenem (ertapenem) direnci olan
izolatlar bulunmus ve yapilan incelemeler sonucunda E. coli izolatlarmin 13
(%26)’iinde ve Klebsiella pneumoniae izolatlarnin 10 (%22,2) unda fenotipik olarak
karbapenem (ertapenem) direnci belirlenmistir. Direng nedenlerini inceledigimizde 5
(9%10,6) Klebsiella pneumoniae izolatinda blaoxa-ss direng geninin ve 1 (%2) E. coli
izolatinda ise blaoxas: direng geninin varligi tespit edilmistir. OXA-48 enzimi
karbapenemaz enzimlerinden en yaygin olamidir ve tipik olarak Klebsiella
pneumoniae'da bulunur (Smith ve Kendall, 2021). Ulkemizde yaygin olarak tespit
edilen blaoxa-ss geni bizim ¢alismamizda da en sik rastlanan gen olmustur.

OXA-48 Dbenzeri enzimler, hem karbapenem hem de genis spektrumlu
sefalosporinler i¢in zayif hidrolitik aktiviteye sahiptir. Bu durum tani islemlerinde

onlarin tespitini zorlastirarak tedavi segenklerini daraltmaktadir (Poirel vd., 2021).
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Ulkemizde karbapenemaz enzimlerinin birgogu bildirilmis olmakla birlikte;
ilk kez 2001 yilinda tanimlanan OXA-48 enzimi uzun yillar tilkemize 6zgii bir enzim
olarak belirtilmis, ancak 2008 yilindan itibaren birgok ililkede saptanmaya baslanmistir
(Poirel vd. 2004; Potron vd., 2013). blaoxa-s1 benzeri genlerin, yalnizca kromozomal
olarak kodlandigi kabul edilmektedir ve ozellikle Acinetobacter tiirleri i¢in bir¢ok
arastirmaci tarafindan tlir tanimlamasi ve sus tiplendirmesi i¢in kullanilmaktadir (Patel
ve Bonomo, 2011; Heritier vd., 2005; Merkier ve Centron, 2006). Son yapilan
calismalar blaoxa-s1 benzeri genler konjugatif plazmidler araciligiyla diger
Acinetobacter spp. tiirlerine aktarildigi tespit edilmistir (Chen vd., 2010; Lee vd.,
2012).

Leski ve ark. (2013), Klebsiella pneumoniae ve E. coli’de blaoxa-s1 benzeri gen
tespit etmeleri bu genin artik Acinetobacter tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilabilecek
genetik belirte¢ olamayacagini gostermistir. Bizim ¢alismamizda da 1 (%2) E. coli
izolatinda blaoxa-s: tespit edilmistir. Caligmamiz gosteriyor ki 'konjugatif plazmitler',
diren¢ genlerinin yayilmasina yol acan patojenlerdeki direng aktarimina gii¢lii bir
sekilde katkida bulunabilir. Diren¢ sorunuyla miicadele etmek icin, Ozellikle
karbapenem direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin
alternatif terapotik seceneklere bagvurulmalidir.

Karbapenemaz enzimlerinin iiretimi, efluks pompalarinin asir1 ekspresyonu,
porin kaybi ve penisilin baglanma proteinlerindeki degisimler Gram negatif
bakterilerde karbapenem direncinden sorumlu 6nemli faktorlerdir (Papp-Wallac vd.,
2011). Karbapenem direnci saptanmis ancak herhangi bir diren¢ gen varligina
rastlanamayan 12 E. coli susunda ve 7 Klebsiella pneumoniae susunda karbapenem
direncinden sorumlu mekanizmadaki porin kaybinin yanm sira GSBL ya da yiiksek
diizeyde AmpC varligindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

E. coli, idrar yolu enfeksiyonlarinin en yaygin nedenidir. E. coli’de beta-laktam
antibiyotiklere karsi en yaygin diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz retimidir
(Bradford, 2001). TEM ve CTX-M smnif A genislemis spektrumlu beta laktamazlardir.
CTX-M enzimlerinin TEM'e sadece %40 benzerligi vardir (Eckert, 2004). TEM beta-
laktamazlar 1980'lerden bu yana nozokomiyal patojenler arasinda en yaygin olan

GSBL tiirleridir (Pitout, 2005). Bugiin cogu GSBL olan 100'den fazla TEM tiirevi
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bilinmektedir. TEM beta-laktamazlarin aksine CTX-M beta-laktamazlarin 6nemi son
yillarda artmistir (Eisner vd., 2006; Paterson and Bonomo, 2005).

CTX-M tipi beta laktamazlar, 1995’ten baglayarak Avrupa, Asya, Kuzey
Amerika ve Giliney Amerika gibi diinyanin bir¢ok yerinde 6énemli 6l¢lide artmaya
baslamistir

(Pitout, 2005). Yaptigimiz bu ¢alismada CTX-M1 en yaygin (%14,4) GSBL
olarak bulundu, bunu %10,3 ile TEM beta laktamaz takip etmektedir. Italya’da yapilan
bir ¢alismada GSBL iireten E. coli suslarinda TEM enzimine kiyasla CTX-M1
enzimlerinin daha yaygin oldugu bildirilmistir (Aschbacher, 2008). Benzer olarak
Ispanya’da yapilan ¢alismada E. coli’den izole edilen en yaygin GSBL’lerin CTX-M
enzimleri oldugu gosterilmistir (Rodriguez-Bano, 2004). Baska bir caligmada ise
idrardan izole edilen CTX-M pozitif E. coli izolatlarinin %41’inin daha 6nce hastaneye
yatis Oykiisli olmayan hastalardan elde edildigi belirtilmistir (Bou, 2002). Tiirkiye’de
2004-2005 yillar arasinda yapilan bir calismada CTX-M tipi GSBL’lerin oran1 %71,4
olarak belirlendi. Cicek ve ark. (2013) Tiirkiye’nin 10 ilinden topladiklart GSBL
pozitif E. coli izolatlarinda CTX-M1’in %83.18 orani ile en yaygin beta laktamaz
oldugunu tespit etmislerdir. Bu bolgelerde yasayan insanlarin sosyoekonomik
gecmiglerinin - bu  yaygmligr etkileyen durumlar iizerinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir (Cicek vd, 2013). Calismamizdaki yiiksek CTX-M orani, lilkemizde
ve tiim diinyada CTX-M tipi beta laktamazlarin artis orani ile tutarlilik géstermektedir.

Bu tez caligmasi ile E. coli ve K. pneumoniae klinik izolatlarinda antibiyotik
direng genlerinin molekiiler karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sonug olarak TEM,
CTX-M ve OXA beta laktamazlarmin varligi GSBL iireten E. coli ve K.
pneumoniae’da penisilin ve genislemis spektrumlu sefalosporinlerle baglantilidir.
Uriner sistem enfeksiyonlarina neden olan GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinin acilen enfeksiyon kontrol 6nlemlerine ihtiyact vardir.

3.2. Oneriler

Bu ¢alisma, klinik E. coli ve K. pneumoniae izolatlar1 arasinda P-laktam
antimikrobiyal direncinden sorumlu olan GSBL genleri hakkinda 6nemli giincel
bilgiler sunmaktadir. Cevresel se¢ici baskiya uyum saglayarak antibiyotiklere direngli
E. coli ve K. pneumoniae suslar1 diinya ¢apinda hizl bir sekilde yayilmaktadir. E. coli

ve K. pneumoniae’da B-laktam direncinin olusmasinda en yaygin mekanizma B-
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laktamazlarla enzimatik yikimdir. Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (TEM,
CTX-M) ve smif D beta laktamazlar (OXA-48, OXA-51) bu klinik izolatlarda
tanimlanmistir. Bu bulgular direngten sorumlu genlerin belirlenmesi ve tanimlanmasi
i¢in hem genotipik hem de fenotipik yontemlerin gerekli oldugunu gostermektedir.
Tiirkiye’de hastane kdkenli antibiyotik direncinin molekiiler epidemiyolojisi
ile ilgili caligmalar yapilmaktadir ancak yeterli diizeyde degildir. Farkli hastanelerden
direngli izolatlar temin edilerek molekiiler yontemler kullanilarak antibiyotik direng

mekanizmalari belirlenebilir.
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