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OZET

Farkh sehirlerde izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinde CTX-M tipi genislemis
spektrumlu beta-laktamaz iiretiminin ve molekiiler epidemiyolojisinin incelenmesi

Amac: Bu calismada Kasim 2002- Temmuz 2003 arasinda tilkemizdeki 7 farkhi
merkezden izole edilen ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten
Enterobacteriaceae iiyesi bakteriler arasinda CTX-M (Sefotaksimaz) tipi GSBL {iretiminin
prevalansi, yayilimdan sorumlu genetik elemanlarin 6zellikleri ve CTX-M f{ireten suslarin
klonal yakinliklar1 aragtirilmistir.

Yontem: Calismada, Kasim 2002 — Temmuz 2003 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi, Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi,
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nde izole
edilmis ve her merkez basina rastgele se¢ilmis 10 izolat olmak iizere Enterobacteriaceae
ailesi iiyesi 70 genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten izolat kullanilmistir. Suglarin tiir
dagilmi 31 Escherichia coli, 24 Klebsiella pneumoniae, bir Klebsiella oxytoca, dort
Enterobacter cloacae, iki Enterobacter aerogenes, bes Klebsiella ornitholytica, iki Proteus
mirabilis ve bir Shigela sonnei seklindedir. Izolatlarda blactx.m, blatem ve blasny varhig
Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) ile arastirilmigtir. blactx.wm pozitif izolatlar arasindan
secilen 21 susta CTX-M enziminin tipi dizi analizi ile belirlenmistir. CTX-M {ireten
bakterilerin klonal yakinliklar1 Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus —PZT (ERIC
PZT) yontemiyle saptanmis, blacrx-m’in gegisinden sorumlu elemanin 6zelliklerini anlamak
icin, konjugasyon ve plazmid ekstraksiyon deneyleri gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Sonug: Incelenen izolatlarda sirasiyla blacrx.v, blarem ve blashy saptanma

oranlar1 %75.7, %81.4 ve % 91.4’tlir. Tirlere gore dagilima bakildiginda E.coli izolatlarinin
%77.40 K.pneumoniae izolatlarinin %83.31, K.ornitholytica izolatlarinin %100’i4 E.
aerogenes izolatlarinin %50’si, E.cloacae izolatlarinin %50’si ile ¢alismaya alinan tek
S.sonnei izolati CTX-M iretmektedir. P.mirabilis izolatlarinda CTX-M saptanmamustir.
Dagilim merkezlere gore farkli olmakla birlikte CTX-M tipi enzim prevalansinin % 50
(Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi)-%100 (Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi) arasinda
degistigi izlenmistir. ERIC-PZT ile klonal iligki degerlendirildiginde merkezlerde ikili ve ii¢lii

kiimelesmeler bulunmakla birlikte genel olarak farkli merkezlerden izole edilen suslar



arasinda klonal bir yayilim saptanmamistir. Transkonjugasyon ve plazmid ekstraksiyon
deneyleri ile blacrx.v, aktarimin 46-85 kb biiyiikliigiindeki plazmidlerle oldugu goriilmiistiir.
Yapilan dizi analizi ¢aligsmasi sonucunda tiim merkezlerde CTX-M-3 varlig1 saptanmistir.

Sonug olarak CTX-M tipi genislemis spektrumlu beta-laktamazlar iilkemizde 6zellikle
K.pneumoniae ve E.coli suslarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Farkli merkezler arasinda
ortak bir klonun yayilimi s6z konusu degildir.

Anahtar kelimeler: Enterobacteriaceae, CTX-M, epidemiyoloji, plazmid aracilikli

direng, genislemis spektrumlu beta-laktamaz



SUMMARY

Investigation of the prevalence and molecular epidemiology of CTX-M type
extended spectrum beta-lactamase producers among Enterobacteriaceae family isolated
in different cities

Objectives: To investigate the prevalance, of CTX-M type beta-lactamases and
properties of the genetic elements responsible for the spread of these among the members of
Enterobacteriaceae family which are extended spectrum beta-lactamase positive and isolated
from seven different hospitals between November 2002-July 2003. Clonal relationship
between CTX-M producers was also evaluated.

Methods: In this study blacrtx.m presence was sought by PCR in 70 isolates which are
third-generation cephalosporin resistant and members of Enterobacteriacea family. Ten
isolates per center were chosen randomly. Thirty two of these isolates were Esherichia coli,
24 were Klebsiella pneumoniae, three were Klebsiella ornitholytica, four were Enterobacter
.cloacae, four were Enterobacter aerogenes, two were Proteus .mirabilis and one was
Shigella sonnei. blarem ve blasny presence was also sought by PCR. Direct sequencing of
CTX-M positive PCR-products was performed on both strands and CTX-M enzyme type was
determined. Clonal relationship of CTX-M producers was investigated by ERIC-PCR.
Genetic location of blactx.m was investigated by conjugation and plazmid extraction
experiments.

Results and Conclusion: blacrx-m blatem and blasyy production rates were 75.7%, 81.4

%and 91.4%, respectively; among the study isolates species distribution of CTX-M producers
was 77.4 % in E.coli, 83.3 % in K.pneumoniae, 50 % in E. aeogenes and E.cloacae isolates.
The single S.sonnei isolate was also CTX-M positive. CTX-M prevalence varied between
50% (Uludag University School of Medicine) to 100% (Hacettepe University School of
Medicine) among centers. ERIC-PCR results revealed no clonal relationship between the
isolates from different centers although there were clusters of two or three strains among
isolates of a single center. Conjugation and plazmid analysis revealed that plazmids which
had a molecular size of 46-85 kb were responsible from the transfer of blacrx.m. Sequence
analysis has shown that all of the CTX-M positive isolates included in this study produced
CTX-M-3. As a result prevalance CTX-M type extended spectrum beta-lactamases is high

among E.coli and K.pneumoniae isolates in our country. According to ERIC-PCR results



however clonal dissemination of existence of an outbreak of CTX-M beta-lactamase

producers between different centers is not considered.

Key Words: Enterobacteriaceae, CTX-M, epidemiology, plazmid —borne resistance,

extended spectrum beta-lactamase



1.GIiRI

Beta-laktam antibiyotikler ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif bakteri infeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu nedenle, bakterilerde beta-laktam direnci sik goriilmektedir.
Gram pozitif bakterilerde en sik goriilen beta-laktam diren¢ mekanizmasi Penisilin Baglayan
Protein (PBP) degisimleri iken Gram negatif bakterilerde antibiyotigi inaktive eden beta-
laktamaz enzimlerinin {iretimidir (1). Beta-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direng ilk beta-
laktam tiirevi olan penisilinin klinik kullanima girmesinden Once ortaya c¢ikmistir. Bir¢ok
Gram negatif bakteri cinsi dogal olarak kromozomal genlerce kodlanan beta-laktamazlar

tiretmektedir (1).

Son yirmi yillik donemde ¢ok sayida yeni beta-laktam antibiyotik gelistirilmis ancak
tedaviye giren her yeni antibiyotikle birlikte farkli tiirde beta-laktamaz gruplar1 da ortaya
cikmugtir (1).

Hastane ortaminda bulunan bakterilerin toplum kokenli infeksiyon etkeni olan
bakterilere gore daha direngli olduklar1 bilinmektedir. Bunun en 6nemli nedeninin 6zellikle
son 35-40 yil i¢inde gelistirilen antibiyotiklerin hastane ortaminda yaygin olarak kullanimasi
oldugu disiiniilmektedir. Tahmin edilebilecegi gibi genis spektrumlu beta-laktam

antibiyotiklerin tedavide sik¢a kullanimi bu ajanlara direng gelisimini kaginilmaz kilmigtir (1).

Enterobacteriacae iiyeleri hastane kokenli infeksiyonlara en sik neden olan ve
gelistirdikleri antibakteriyel diren¢ nedeniyle de adlarindan en fazla séz ettiren etkenler
arasindadir. Bu bakteriler, 6zellikle altta yatan ciddi hastaligi bulunan, yogun bakim {initesi ve
hematoloji — onkoloji hastalar1 ile yenidogan yogun bakim {initelerindeki hastalarda ciddi

infeksiyonlara yol agabilmektedir (1-3).

Basta E.coli ve Klebsiella spp. olmak tizere Gram negatif bakterilerde beta-laktam
antibiyotiklere kars1 gelisen direngte en sik gézlenen mekanizma siklikla plazmid kontroliinde
olan beta-laktamaz enzimlerinin salinmmidir. Enterik bakterilerde bulunan TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1 gibi genis spektrumlu beta-laktamazlar sadece penisilin ve birinci kusak
sefalosporinleri hidrolize edebilen enzimler iken; bu enzimleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sonucu Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL) ad1 verilen ve son
kusak sefalosporinleri hidrolize edebilen, plazmid, transpozon ve integronlarca tasinan beta-

laktamazlar ortaya ¢cikmustir (4).



Giiniimiizde GSBL’ler tiim diinyada hastanede yatan hastalar i¢in biiylik bir tehlike
olusturmaktadir. GSBL tasiyan bakterilerle infeksiyonda; hastanede kalis siiresinin uzunlugu,
hastaligin agirligi, entiibasyon ya da mekanik ventilatore bagli olma, iiriner ya da arteriyel
kateterizasyon ve daha oOnce antibiyotik kullanmis olma gibi kriterler risk faktorii kabul

edilmektedir (5,6).

Ilk GSBL tiirevi enzim olan SHV-2 Almanya’dan bildirilmistir (1). Aslinda bu sasirtict
degildir cilinkii genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler dnce Bati Avrupa {ilkelerinde
kullanima girmistir. Ancak klinik kullanimin baslamasi ve artmasiyla ¢ok gegcmeden Amerika

ve Asya’da da yeni GSBL enzim tipleri goriilmeye baslanmistir (5).

Klinik izolatlar arasinda GSBL prevalansi lilkeler ve hastanelere gore farklidir. Bunda
antibiyotik kullaniminin etkili oldugu bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde bu oran
%3 iken, Avrupa iilkelerinden Hollanda’da %3, Fransa’da K.pneumoniae izolatlarinda %11.4
ve E.aerogenes suslarinda %47.7°dir (7). Ozellikle Akdeniz iilkelerinde GSBL oranlar
oldukca yiiksektir (8). 1997-1999 aras1 gerceklestirilen SENTRY c¢alismasi sonuglarina
sonuglarina gore global GSBL prevalanst %25tir ve bu ¢alismada Latin Amerika {ilkelerinde

GSBL oraninin % 45 ‘i buldugu goriilmektedir (9).

GSBL iireten bakterilerin hastanemizde de sorun oldugu goriilmektedir. Ornegin 1
May1s 2002- 31 Aralik 2005 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Bakteriyoloji Laboratuarina gonderilen klinik 6rneklerden soyutlanan Enterobacteriaceae
tiyelerinde GSBL {iretim oran1 sayis1t Mayis 2002-Nisan 2003 déneminde %3 iken, ikinci yil
%9’a ve tglincii y1l %14’°e yiikselmistir. Ayni1 ¢alismada, yillar igerisinde 6zellikle E.coli ve
Enterobacter spp. izolatlarinda GSBL iiretiminde artis gézlenmistir (10). Daha 6nce yapilan
calismalarda poliklinik kokenli izolatlarda GSBL varligi gézlenmezken yukarida belirtilen
calismada doneminde toplum kokenli suslarda yillar arasinda %4-7.4 oraninda GSBL
pozitifligi saptanmigtir (10). 2006 yilinin ilk 10 aylik doneminde ise bu oran %11 olup, GSBL
iireten toplum kokenli izolatlarda artis gozlenmektedir (Dokuz Eyliil Universitesi Tip

Fakiiltesi Bakteriyoloji laboratuvari verileri).

GSBL’lerin ¢ogu TEM veya SHV tiirevi enzimlerdir. Ancak son yillarda, bunlarin
disinda diger GSBL’lerin de 6nem kazandig1 gézlenmektedir. Bu yeni enzimler arasinda PER,
CTX-M , VEB, SPM gibi enzimler ve enzim aileleri sayilabilir (6,11,12). Bu enzimler, TEM

ve SHV beta-laktamazlar: ile aminoasit dizisi agisindan en fazla % 40 benzerlik gosterirler.



Ik kez 1991 yilinda Fransa’dan Bernard ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen ve plazmid
kokenli yeni bir aile olarak tanimlanan CTX-M grubu GSBL’ler 06zellikle sefotaksimi
parcalamaktadir (13). Bu sefotaksimazlar temel olarak E.coli ve Salmonella enterica serovar
Typhimurium’da bulunmakla beraber diger Enterobacteriaceae tiirlerinde de tanimlanmigtir
(11). CTX-M enziminin en dikkat c¢ekici 6zelligi toplum kokenli suslardaki yayginligidir
(6,14). Merkezimizde yapilan bir ¢alismada da bir Shigella sonnei digki izolatinda CTX-M-3
saptanmig olup bu veri ile Tirkiye’de ilk; diinyada ise iigiincii CTX-M-3 iireten Shigella
sonnei izolat1 olarak literatiire girmistir (15). Hastanemizde yapilan bir baska c¢alismada,
Aralik 2001 — Subat 2002 aras1 donemde idrar kiiltiirlerinden izole edilen 14 GSBL pozitif
klinik E.coli izolatinin tiimiinde CTX-M-3 saptanmistir (16). Ayhan ve arkadaslarinin
calismasinda (17) 2002-2004 aras1 donemde Behget Uz Cocuk Hastanesi’nden meydana gelen
7 farkli hastane salgininda izole edilen 81 Salmonella enterica serovar Typhimurium susunda
%23 oraninda CTX-M pozitifligi saptanmistir. Bir baska ¢alismada bu izolatlarin CTX-M-3
iirettikleri belirlenmistir (18). Aktas ve arkadaslar1 (19) ise Istanbul’da izole edilen bir E.coli
susunda CTX-M-3 gibi CTX-M-1 ailesinden bir enzim olan CTX-M-15 varligini

gostermislerdir.



2.AMAC:

Ulkemizde beta-laktam direng prevalansini ve enzim tiplerini arastiran gesitli calismalar
CTX-M grubu GSBL’lerin iilkemizde de giderek yayginlastigin1 gostermektedir ancak bu

konuda bolgelere gore dagilimi ve enzim tiplerini gosteren ¢aligmalarin sayist kisitlidir.

Bu nedenle ¢alismamizda; Kasim 2002- Temmuz 2003 arasinda tilkemizdeki 7 farkli
merkezden izole edilmis olan genislemis spektrumlu beta-laktamaz  pozitif
Enterobacteriaceae iiyesi bakteriler arasinda CTX-M prevalansi, bundan sorumlu genetik

elemanlarin 6zellikleri ve CTX-M fireten suslarin klonal yakinliklar1 arastirilmistir.



3.GENEL BiLGILER:

Antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin tedavisinde
giderek artan bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Yeni antibakteriyel ilaglarin klinik
tedaviye girmesi kaginilmaz olarak bunlara direncli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ile

sonlanmaktadir (20).

1939°da penisilinler saf olarak elde edildiginde biiyiik umutlar dogurmus ancak hemen
ardindan 1940’da Abraham ve Chain’in penisilinazi bulmasi umutlarin kirilmasina neden
olmustur. Ardindan bir ¢ok yeni antibiyotik gelistirilmis ancak bakteriler bulunan her

antibiyotige farkli bir mekanizma ile direng gelistirmeyi basarmistir (21).

Ucgiincii kusak sefalosporinlerin 1980’lerin basinda klinik uygulamaya girmesi ile beta-
laktamaz aracilikli dirence karsi onemli bir asama kaydedilmis; ayrica nefrotoksik etkisi olan
aminoglikozit ve polimiksin grubu antibiyotiklere alternatif olarak bir tedavi segenegi
saglanmistir (6,22). Ancak bu grup antibiyotiklerin klinik tedavide yaygin kullanima,

genislemis spektrumlu beta-laktamaz sorunun ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmaistir.

Beta-laktam antibiyotikler giiniimiizde hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik
kullanilan antibakteriyel ajanlardir. Ancak bu durum bu gruba karsi gelisen direnci de
arttirmaktadir. Gram negatif bakterilerin beta-laktam direncinde 6nde gelen mekanizma beta-

laktamaz tiretimidir. Simdiye dek 400’den fazla beta-laktamaz tanimlanmistir (23,24).

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasin1 hidrolize ederek beta-laktam ajanlar etkisiz
hale getiren enzimlerdir (25). Beta-laktamazlar arasinda klinik agidan en Onemli grup
geniglemis spektrumlu beta-laktamazlardir (GSBL). Ciinkii bu enzimler tedavide yaygin
olarak kullanilan ti¢lincii kusak sefalosporinler ve monobaktamlara kars1 direng gelisimine
neden olmaktadir. GSBL prevalansi iilkeden {iilkeye ve sehirden sehre degismektedir.
Bunlarin ¢ogunlugunu sinif A serin beta-laktamazlar olan TEM ve SHV grubu GSBL’ler
olusturmaktadir. Bunlarin giiniimiizdeki sayis1 150’yi asmistir (24). Bu enzimler disinda

GSBL aktivitesi gosteren baska beta-laktamazlar da tanimlanmisir. Bunlar;

1- PER 1 ve 2 (26-28)
2- OXA ailesi (OXA-2 ve OXA-10 tiirevleri) (29,30)
3- CTX-M ailesi (CTX-M-1-64, TOHO-1 ve 2) (24,31,32)

4- Diger (VEB-1-3 ailesi, BES-1, GES 1-9, SFO-1, TLA 1-2, IBC-1) (24,33-35)"dir.



Ik GSBL 1983 yilinda Almanya’da bir K. ozaenaee susunda bildirilen SHV-2"dir (36).
Gilinlimiize kadar gegen 25 yil igerisinde ise dnce Avrupa iilkeleri, bunlar takiben ABD ve
Asya lilkelerinde GSBL iireten K.pneumoniae ve E.coli suslarina bagli salgilar bildirilmistir
(37). Ozellikle Akdeniz havzasi iilkelerinde GSBL prevalans1 ¢ok yiiksektir (8). Prevalansin
yiiksek olmasinda GSBL’lerin siklikla plazmid ve integron gibi hareketli elemanlarla iliskili

olmasi rol oynamaktadir.

Direngli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin sagaltiminda
cogunlukla genis spektrumlu beta-laktam ajanlar tek basina veya aminoglikozitler ve
florokinolonlar ile kombine edilerek kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimlarina paralel
olarak direng gelisimi de siktir. Ulkemizde hastane kokenli Gram-negatif bakterilerin cesitli
antibiyotik gruplarma duyarhiliklarin1 inceleyen c¢ok merkezli caligmalarda, {iglincli ve
dordiincii kusak sefalosporinler ile florokinolonlara direncin 6nemli boyutlara ulastig
goriilmektedir (38). Gram negatif bakteriler arasinda GSBL {iretim oranlar iilkeden iilkeye,
sehirden sehire, hastaneden hastaneye ve hatta aymi hastanedeki servisler arasinda
degismektedir. GSBL’si bulunan ve bulunmayan bakterilerle meydana gelen infeksiyonlar,
mortalite, morbidite ve saglik giderleri agisindan karsilagtirlldiginda; ilk tedavi olarak
karbapenemlerin kullanildigi hastalar hari¢, GSBL iireten suslarla gelisen infeksiyonlarda
mortalitenin daha yliksek ve yatis siiresinin daha uzun oldugu goézlenmektedir (39) ve bu

durum tilkemiz i¢in de 6nemlidir.

3.1. Beta-Laktam Grubu Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalari

Beta-laktam grubu antibiyotikler (penisilin, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler), giiniimiize dek gelistirilen en gilivenli ve yaygin kullanilan antibiyotik
siniflar1 arasindadir (11). Tiim beta-laktam antibiyotiklerde, dort iiyeli ortak bir beta-laktam
halkast bulunur. Monobaktamlar hari¢ bu halkaya ikinci bir halka eklenmis durumdadir
(Sekil-1a-1d). Penisilin ve benzerlerinde bu iki halkali yapiya 6-amino penisilanik asit (6-
APA), sefalosporinlerde ise 7-amino sefalosporanik asit (7-ASA) adi verilir. Kimyasal

yapilarina gore beta-laktam ajanlar ii¢ ana grup altinda toplanablir (40):
1) Beta-laktam halkasi ve bes iiyeli yan zincir igerenler:

Penam: Penisilinler, sulbaktam, tazobaktam
Klavam: Klavulanik asit

Karbapenem: Imipenem, meropenem, tienamisin
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i1) Beta-laktam halkas1 ve alt1 liyeli yan zincir igerenler:

Sefem: Sefalosporinler, sefamisinler
Oksasefem: Moksalaktam

Karbasefem: Lorakarbef

iii) Tek bir beta-laktam halkas1 icerenler:

Monobaktam: Aztreonam

Arastirma asamasinda olanlar: Monokarbam ve monosulfaktam

Penisilinler
0
S
R=——C — NH—

0/ COOH

L JL ]
B-laktam halkasi Tiazolidin halkasi
L 1

6-aminopenisilanik asit

Sekil 1a : Penisilin grubu beta-laktam

ajanlarin kimyasal yapisi

Sefalosporinler

0]

R (s N ==

O,/_’“’ s
: i COOHl

B-laktam halkasi  dihidrotiazin halkasi
L 1

7-aminosefalosporanik asit

Sekil 1c : Sefalosporin grubu beta-laktam

ajanlarin kimyasal yapisi

Monobaktamlar

0
|
R— C — NH ——‘
N
AN
0/ SO,H
— ]

B-laktam halkas:

Sekil 1b: Monobaktam grubu beta-laktam

ajanlarin kimyasal yapisi

Karbapenemler
:R
S —R’
N /
Vi
o/

COOH

B-laktam halkasi

Sekil 1d: Karbapenem grubu beta-laktam

ajanlarm kimyasal yapisi
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Beta-laktam antibiyotikler peptidoglikan sentezinin transpeptidasyon basamagindan

sorumlu Penisilin Baglayan Proteinleri (PBP) inhibe ederek islev goriir (40,41).

Bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka bakteri hiicresini ozmotik lizisten korur,
bakteri hiicresine sertlik ve sekil verir. Bunun diginda hiicre boliinmesi ve c¢ogalmasi ile
ilgilidir. Peptidoglikan tabaka hiicre duvari olmayan mikoplazma ve ureaplazmalar hari¢ diger

tiim bakterilerde bulunmaktadir (42).

Peptidoglikan (murein) biyosentezi bir¢cok basamaktan olusur ve sitoplazmada baglayip
hiicre membraninin dis yiiziinde sonlanir. ilk asamada nukleotid seker-baglantili prekiirsdrler
UDP-N-asetil-glukozamin (UDP-GIcNAc) ve UDP-N-asetil muramil pentapeptid (UDP-
MurNac-pentapeptid) sentezlenir. Sitoplazmik membranda meydana gelen ikinci safhada ise
prekiirsorler lipid tasiyict olan undekaprenole ve sonra birbirlerine baglanir ve sitoplazmik
membranin dig yiizeyine taginirlar. Lipid tasiyici undekaprenol ise disakkarid iinitesinden
ayrilir ve fosforil grubunu kaybederek yeni {initelerin taginmasi i¢in rejenere olur. Sentezin
liclincii ve son asamasi sitoplazmik membranin dis kisminda meydana gelir. Bu asamada yeni
sentezlenen disakkarid peptid iinitelerin peptidoglikan tabakaya eklenmeleri s6z konusudur.
Bunun i¢in gerekli transglikozilasyon ve transpeptidasyon tepkimeleri hiicre membranin dis
yiizeyinde bulunan PBP’ler tarafindan katalizlenir. PBP’lerin bazilar1 hem transglikolizasyon
hem transpeptidasyon reaksiyonlarim yiiriiten ¢ift islevli PBP’lerdir. Bazi PBP’ler ise sadece
transpeptidaz  aktivitesi  gOsterirler. Transpeptidasyon reaksiyonunu katalize eden
transpeptidazlar, hiicre membraninda bulunur. Transpepdidazlar haricinde karboksipeptidazlar
da mindr PBP’leri olustururlar. PBP’ler, en yiiksek molekiil agirligi olan “1” numara olacak

sekilde adlandirilirlar (42).

Transpeptidasyon sirasinda, bir zincirdeki bir NAM’a bagli pentapeptidin son iki
aminoasiti olan D-Ala-D-Ala arasindaki bag pargalanir, enzim-substrat ara {iriinii meydana
gelir ve son D-Alanin aminoasiti serbest kalir. Bu pargalanma ile transpeptidasyon igin
gerekli enerji saglanir. Ikinci asamada ise peptidil grubu akseptdr molekiile transfer edilir.
Akseptor molekiil bir diger pentapeptiddeki 3. pozisyonda bulunan bir dibazik aminoasittir
(Ornegin E.coli’deki diaminopimelik asit, S. aureus’taki L-lizin vb.). Sonugta donor peptidin
D-alanin yapist ile akseptor peptidin 3. amino grubu arasinda bir ¢apraz bag (4’—3’)

meydana gelir (41,43).
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Beta-lakam antibiyotiklerin etki mekanizmasi molekiiler benzerlik temeline dayanir.
Penisilin ve sefalosporinlerin molekiiler yapisi, peptidoglikan zincirindeki pentapeptidlerin
terminalinde yer alan D-alanil D-alanin’e yapisal benzerlik gosterir. Bu nedenle, PBP’ler
beta-laktam ajanlarla baglanirlar. Olusan agil enzim tiirevi, su molekiillerinin aktif bolgeye
uzakligi nedeniyle birbirinden ayrilamaz ve enzim inhibe olur. Bunun sonucunda
peptidoglikan zincirinin sentezi durur ve otolizinlerin devreye girmesiyle hiicre 6liimi
gerceklesir. PBP’lerin degisik beta-laktam ajanlara karsi afiniteleri farklidir. Ajanin birden
cok PBP’ye baglanabilmesi bakterisidal aktiviteye katkida bulunur (42).

Gle-NAc

D-Ala-D-Ala

m-Aypm Mur-NAc

Sekil 2: Bakteri hiicre duvar1 formasyonu sirasinda olusan unit yapi. Sekilde hiicre duvar
yapisinda disakkarid pentamuropeptid yapisi gosterilmistir (45 nolu kaynaktan

alinmustir).

D-Ala-D-Ala

D-Ala

Diaminopimelik J Kritik bag
asit Kuyruk kuyruga
baglanti

Sekil 3 : Bakteri hiicre duvarinda peptid zincirleri arasindaki baglanti (transpeptidasyon)

(45 nolu kaynaktan alinmistir).
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3.2.Beta — Laktam grubu Antibiyotiklere direnc¢ gelisimi

Beta-laktam grubu antibiyotiklerin ¢ok yaygin kullanilmalar1 sonucunda, bu grup
antibiyotiklere karsi 6nemli oranda diren¢ gelisimi gdzlenmistir. Beta laktam direncinden

sorumlu {li¢ degisik mekanizma bulunmaktadir. Bunlar:

3.2.1. Dis membran porin degisiklikleri ve/veya aktif pompa sistemleri ile ilacin

uzaklastirilmasi

3.2.2. Ilacin hedefi olan PBP’lerdeki degisiklikler
3.2.3. Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesidir.
Direngli bakterilerde bu mekanizmalar tek baslarina; daha siklikla da bir veya ikisi

beraberce dirence yol agmaktadir.

3.2.1. Dis membran porin degisiklikleri ve/veya aktif pompa sistemleri ile ilacin

uzaklastirilmasi

Beta-laktam antibiyotikler, Gram-negatif bakterilerdeki hedeflerine ulasabilmek i¢in dis
dis membrandan dis membran proteini (Outer Membrane Protein; OMP) adi1 verilen ve porin
proteinlerinden olusan kanallar yoluyla gecmektedir. Porinlerin 6zellikleri ve sayilari ile;
antibiyotigin elektriksel yiik, ¢oziiniirlik, molekiiler biiyiikliik gibi, cesitli 6zellikleri beta-
laktam antibiyotiklerin hiicre ic¢ine giris hizin1 belirlemektedir. Beta-laktam antibiyotikler
acisindan E.coli’deki en 6nemli dis membran proteinleri OmpF ve OmpC’dir. Baz1 dis
membran porinleri, bazi beta-laktamlar igin &zeldir. Ornegin P.aeruginosa’da OprD
degisimleri veya kaybi karbanenemlere direng gelisiminde rol oynamaktadir. Yine P.
aeruginosa’da gegirgenligin azalmasimin yani sira aktif pompa sistemleri de antibiyotik

direncinde etkindir (42).

En sik goriilen hastane infeksiyonu etkenleri olarak onem kazanan E.coli, P.
aeruginosa, K.pneumoniae ve Acinetobacter baumanii suslarinda antibiyotik, antiseptik ve
dezenfektanlar gibi farkli substratlari hiicre disina atan ve bu nedenle ¢oklu ila¢ direncinden
sorumlu olan [“Multiple Drug Resistance” (MDR)] aktif pompa sistemleri tanimlanmigtir
(46). Aktif pompalarin bazilar1 tek bilesenlidir ve substratlarini sitoplazmik zarda tutarak
disar1 atmaktadirlar. Gram-negatif bakterilere 6zgii olan “Resistance Nodulation Division
(RND)” ailesinden tasiyicilar ise ti¢ bilesenlidir. Bu {i¢ bilesenli pompada, sitoplazmik zarin

i¢ yiizlinde yerlesmis bir pompa proteini, dis membranda bir OMP (porin) ve bunlar arasinda
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da membran flizyon proteini (MFP) adi verilen bir periplazmik protein bulunmaktadir.
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM, P. aeruginosa’da bulunan,
AdeABC ise A. baumanii’de bulunan RND ailesinden aktif pompa sistemleridir (40). RND
ailesinin E.coli suslarindaki {iyesi AcrAB-TolC sistemidir (40). Kromozomal mutasyonlar
sonucu aktif pompa sistemlerinin ekspresyonu artmasi bu bakterilerde birgok farkl

antibiyotige direng¢ gelismesine yol agmaktadir (47).

3.2.2. ilacin hedefi olan Penisilin Baglayan Proteinler (PBP)’lerde Olusan
Degisiklikler

Tiim PBP’ler, bircok beta-laktamazin da i¢inde bulundugu “agil serin transferazlar”
ailesinin {iyesidirler. Bu ailede yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler, diisiik molekiil agirlikli
PBP’ler ve beta-laktamazlar bulunmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler sitoplazmik
membranin dis kisminda yerlesmistir ve peptidoglikan tabakasinin g¢apraz baglarindan
sorumludur. Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler, A ve B olmak iizere iki sinifa ayrilir. Sinif A
transglikolizasyon (glikan dizilerinin uzamasi) ve transpeptidasyondan (NAM’a bagl peptid
zincirler arasi ¢apraz bag olusmasi); Sinif B ise sadece transpeptidasyondan sorumludur.
Diisiik molekiil agirlikli PBP’ler ise tek islevli DD-karboksipeptidazlardir. Bir¢cogu DD-
karboksipeptidaz olarak aktivite gosterir ve peptidoglikan tabakasinin ¢apraz bag sayisini
kontrol ederler. PBP’ler aktif bolgelerinde SXXK, (S/Y)XN ve (K/H)(T/S)G motifi igerir.

SXXK motifinde bulunan serin, enzim aktivitesini saglayan aktif nukleofildir.

Aktif bolgelerindeki molekiiler benzerlikler nedeniyle PBP’ler ve beta-laktamazlar, N-
asetil-muramik asit’e bagli D-alanil-D-alanin dipeptidinin yapisal analogu olan beta-laktam
molekiilleri ile etkilesirler. Bu etkilesim sonucu beta-laktam halkasi parcalanir ve serin ester
baglantili agil-enzim tilirevleri olusur. Beta-laktamaz — beta-laktam molekiilii etkilesiminde
olusan agil-enzim araiiriiniiniin ester bagi, su molekiilleri ile hidrolize olur ve geri
doniisiimsiliz olarak hasar gormiis olan penisilloil veya sefalosporil tlirevi ile aktif beta-
laktamaz enzimi a¢iga ¢ikar. PBP’nin aktif bdlge yapisi ise olusan bagin su molekiili ile
kolayca hidrolize olmasina izin vermez. Bunun sonucunda olusan ara iiriin beta-laktamazlara
oranla ¢ok daha yavas deacilasyona ugrar ve esas olarak beta-laktam ile baglanan enzim
inaktive olur (46). Beta-laktamazlarin beta-laktam molekiillere afinitesi ve reaksiyon hizlar
direngte belirleyici olurken, PBP ile beta-laktam ajan arasindaki etkilesim ve afinite, susun

duyarliligini belirler (40).
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Beta—laktam antibiyotiklerin bakteri hiicresindeki hedefleri PBP’lerdir. PBP’lerin
inhibisyonu sonucu bakteride hiicre duvar sentezi inhibe olmaktadir. Beta-laktam

antibiyotiklere kars1 direng olusturan PBP degisiklikleri :
1.PBP’lerin asir1 miktarda sentezi
ii.Beta-laktamlara afinitesi diisiik olan yeni bir PBP sentezlenmesi
iii.Beta-laktamlara duyarli bir PBP’nin, direngli olanlarla homolog rekombinasyonu
iv.PBP afinitesinde azalmaya yol agan nokta mutasyonlar1 olarak 6zetlenebilir.

PBP degisiklikleri nedeniyle olusan direng Gram pozitif bakterilerde goriiliirken en sik
goriilen beta-laktam direng mekanizmasidir. Gram negatif bakterilerde de goriilebilmekle

birlikte daha nadirdir (47,48).
3.2.3. Beta-laktamaz Enzimleri ile ilacin inaktive Edilmesi

Beta-laktamaz enzimleriyle inaktivasyon, beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng
gelisiminde, Ozellikle Gram-negatif bakterilerin en sik kullandigi mekanizmadir. Beta-
laktamazlar sayilar1 giinlimiizde 500°1i agmis olan yapisal olarak benzerlik gosteren heterojen
bir enzim grubudur (24). Bu enzimler, kromozomal, plazmid, transpozon ya da integron
kaynakl1 olabilir. Sabit bir diizeyde iiretilebildikleri gibi, indiiklenebilir 6zellikte de olabilirler.
Gram-negatif basillerde genellikle periplazmik aralikta bulunurken, Gram-pozitiflerde dis

ortama salinirlar (47).
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Sekil 4: Gram negatif hiicre duvar yapisinda beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelisimine yol agan farkli
mekanizmalar. 1-porin degisimleri, 2- Aktif pompa sistemleri, 3-Beta-laktamaz iiretimi, 4- PBP

degisimi (46 nolu kaynaktan alinmistir).
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3.3. Beta — Laktamaz yapisi ve siniflandirilmasi :

Beta-laktamazlar benzer 6zellikleri bulunan, yapilarinda alfa heliks ve beta-katlantili
tabaka bolgeleri igeren bir protein grubudur. Beta-katlantili tabaka bes adet birbirine paralel
olmayan(‘anti- paralel’) iplikten olugsmustur. Alfa heliks yapisinin amino ucunda serin yapisi
bulunmaktadir. Metallobeta-laktamazlarda ise afBBo katlantist bulunur ve katalizden
sorumludur. Beta-laktamazlar1  simiflandirmak i¢in  gliniimiizde iki klasifikasyon
kullanilmaktadir. Bunlar molekiiler yapiya gére olan Ambler siniflamasi ve Bush-Jacoby-
Medeiros’un iglevsel siniflamasidir. klasifikasyonudur. Ambler siiflandirmasina gore beta-
laktamazlar aminoasit sekanslarinin benzerliklerine goére A,B, C ve D olarak dort gruba
ayrilir. A, C ve D beta-laktamazlar, serin beta-laktamazlar grubuna girerken, B grubu metallo-
beta laktamazlari igerir. Bu enzimlerin aktivitesi i¢in ¢inko gereklidir. Bush-Jacoby-Medeiros
simiflamas1 ise yapi yanisira substrat ve inhibitér profillerini de iceren islevsel bir

siiflamadir. Bu siiflama sisteminde 4 ana grup ve ¢ok sayida alt grup bulunmaktadir (49).

Tablo 1: Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi

Fonksiyonel | Molekiiler | o -- .
Grup* Sumif** Oncelikli Substrat Ornek Enzimler
. Kromozomal ve plazmid kokenli AmpC tipi
! C Sefalosporinler enzimler (CMY-3b,Smar,FOX-1-5,LAT-1-4 vb)
2a A Penisilinler Gram(+) bakterilerin penisilinazlari
Penisilinler,
2b A Dar spektrumlu Sefalosporinler TEM-1, TEM-2, SHV-1
. . ) TEM ve SHV tiirevi GSBL’ler,(TEM-1-
Penisilinler,sefamisinler hari¢ 160,SHV-1-100)
2be A . >
sefalosporinler,monobaktamlar
PER-1-2,VEB-1-3,CTX-M-1-54, GES-1-9
2br A Penisilinler IRT 1-28,SHV-10 ve 26,TRC-1
2¢ A Penisilinler, karbenisilin PSE-1, PSE-3-4,SAR-1
2d D Oksasilin, Penisilinler OXA tipi enzimler (OXA-1-82)
2e A Sefalosporinler Proteus vulgaris’in indiiklenebilir beta laktamazi
Penisilinler,Sefalosporinler, E. cloacae’nin NMC-A ve IMI-1’i ve S.
2f A ,: . .
Karbapenemler,monobaktamlar | marcescens’in Sme-1-2 enzimleri
Karbapenemler dahil bir¢ok beta e .
3 B laktam (monobaktamlar haric) Degisik tiirlerce tiretilen IMP-1-23, VIM-1-14
4 ? Penisilinler Burkholderia cepacia’nin penisilinazi

*Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasina gore **Ambler siniflandirmasina gore
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3.3.1. A Sinifi Beta- Laktamazlar

Bu sinifa ait enzimlerin katalitik 6zelliklerine ait bilgiler dizi analizlerinin yapilmasi ve
yapisal Ozelliklerin ortaya ¢ikartilmasi ile gelismistir. Smif A beta-laktamazlar; aktif
bolgelerinde 3 adet ortak motife sahiptir. Bunlar;S79-Xa,-Xaa-K37 (SXXK motifi), Si30-Di31-
Nis2 (SDN ilmigi) ve K/R234-T/S235-Gazs (KTG) motifleridir. Bu motifler, beta-laktam
ajanlarin baglanmasi ve hidroliz edilmesi i¢in gerekli olan yapilardir. Substrat baglayici cepte
Serin 70 ve Alanin 237 amino asitlerinin NH gruplar1 tarafindan olusturulan oksianyon deligi
beta-laktamazlarin hidrolizinin gerceklestigi bolgedir. 160-179 arasi amino asitlerden olusan
omega halkas1 bu siifa 6zgiidiir. Bu halkada yer alan korunmus Glul66 amino asidi kataliz
isleminde yer alir. Arg 164 ve Asn 179 omega halkasinin sinrlarini belirler (40). Beta-laktam
aktivitesi sirasinda S70 beta-laktam halkasi ile ester bag1 olusturan nukleofilik gruptur. Ug
boyutlu yapida korunmus motiflere ¢ok yakin olarak bulunan su molekiilii ise bu ester bagini

hidrolize eder ve inaktif penisilloil veya sefalosporil molekiiliiniin ayrilmasini saglar.

Sekil 5§ : Simif A TEM beta-laktamazin tersiyer yapisi. Ser 70 yakininda sefotaksim
modellendirilmistir. Burada alfa heliks yapis1 mavi ile 104. pozisyondaki halka ise
kahverengi olarak gosterilmistir. 162-179. pozisyonlar arast omega halkasi ise sar1

renktedir (50 nolu kaynaktan alinmustir).
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Sinif A beta-laktamazlar grubunda yer alan sikga bulunan ve Enterobacteriaecae ailesi
tiyelerinde sik olarak bulunan ortaya ¢ikan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamazlar1 esas
olarak penisilinaz aktivitesinde olup 1.kusak sefalosporinlere karsi etkileri daha azdir. Bu iki
beta-laktamaz enzim grubu (TEM ve SHV), son 10 yillik siiregte genislemis spektrumu beta
laktamazlarin  Onctilleri olduklar1 i¢in dikkati ¢ekmistir. GSBL’ler aktif bolgelerini
ilgilendiren birka¢ aminoasit mutasyonu sonucu substrat profilini degistirmis ya da
genigletmis enzimlerdir. GSBL’ler, penisilinleri, sefamisinler hari¢ tiim (1-4. kusak)

sefalosporinleri ve monobaktamlari hidrolize etmektedir.

TEM ve SHV enzim ailelerinde aktif cepte yer alan bes amino asit molekiilii GSBL
fenotipi agisindan 6nem tagimaktadir. Bunlar B— katlantili tabakanin b3 ipliginde yer alan Gly
238 ve Ala 237, omega halkasinin boyun kisminda yer alan Arg 164 ve Asp 179; aktif
bolgede yer alan Asp 104°tiir. Ozellikle 238. pozisyondaki glisinin yerine serin gegmesi TEM
ve SHV grubu GSBL’lerde en sik rastlanan mutasyondur (24).

3.3.1.1. inhibitér — direncli beta-laktamazlar:

Gerek TEM-1,2 ve SHV-1, gerekse bunlarin genislemis spektrumlu varyantlar
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitérlerine direnglidir. Ancak ilk kez 1997°de Iskogya
ve Fransa’da tarif edilen enzimler inhibitdrlere direnclidir. Bu enzimlerin ¢ogu TEM varyanti

oldugu i¢in ‘Inhibitor Resistant TEM’ (IRT) olarak adlandirilir.

Inhibitér — direncli beta-laktamazlarin sikliginin beklenenden daha az olmasima sebep
olarak ABD’deki bir ¢ok laboratuvar tarafindan identifiye edilmemesi gosterilmektedir.
Inhibitér — direngli TEM beta-laktamaz iireten bazi E.coli suslarinda halen piperasilin —

tazobaktamin etkin oldugu gorilmiistiir (51).
3.3.1.2. TEM ve SHV dis1 grup A enzimler:

Literatiirde TEM veya SHV grubundan olmayan c¢ok sayida smif A beta-laktamaz
tariflenmektedir. Bunlardan en onemlileri CTX-M ve PER (PER-1 ve PER-2) aileleridir.
Giliniimlizde 50’den fazla CTX-M tipi beta-laktamaz enzimi bildirilmistir (24). Bu beta-
laktamazlar E.coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Citrobacter spp. ve
Enterobacter spp.’de bulunmustur (17,52-54). ilk CTX-M (MEN-1) tipi 10 yil 6nce
tanimlanmustir (31). Kluyvera ascorbata ‘nin plazmidle tasinan bu enzim grubunun rezervuari

oldugu distiniilmektedir (12,55-59). Bu enzimler bes kiime(CTX-M-1,2,8,9,25) altinda
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toplanabilir. Bircok TEM ve SHV koékenli GSBL grubu enzimlerin aksine CTX-M grubu
enzimler sefotaksim ve seftriaksonu, seftazidime gore ¢ok daha fazla pargalar. Bu grup

tazobaktamla klavulanik asitle oldugundan daha fazla inhibe olur.

PER-1 enzimi ilk kez iilkemizde izole edilmis suslarda bildirilmis (26) ve uzun yillar
boyunca bildiri iilkemize 6zgii olarak bilinmis geniglemis spektrumlu bir enzimdir (60). Bu
enzim, ilk defa P.aeruginosa’da ve daha sonra da Salmonella enterica serovar Typhimurium
ve Acinetobacter spp. izolatlarinda saptanmustir (26). PER enzimi TEM ve SHV grubu GSBL
enzimlerle % 25 — 27 oraninda homoloji gosterir. PER — 1 enzimi de diger simif A GSBL ’ler
gibi penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eder ve klavulanik asit ile inhibe olur. PER-1
enzimi ile %86 oraninda homoloji gésteren PER-2 enzimi ise Salmonella enterica serovar
Typhimurium, E.coli, K.pneumoniae, P.mirabilis ve V.cholerae O1 El Tor izolatlarinda

saptanmigtir ve en sik Giiney Amerika’dan bildirilmistir (27).

A simif beta-laktamaz enzimler igerisinde yer alan diger GSBL’ler arasinda VEB-1-3,
GES-1-9, BES-1, IBI-1 ve IBI-2 sayilabilir. VEB-1 integronlar ile iligkili bulunan ilk simif A
grubu GSBL dir. Integronlarla iligkili diger enzimler IBC-1, baz1 PSE, OXA ve CARB beta-

laktamazlardir.
3.3.1.3. Karbapenemleri hidrolize eden Simif A beta-laktamazlar :

Karbapenemler sinif A beta-laktamazlara kars1 oldukg¢a direncglidir, ancak bu gruptaki
bazi enzimler (Sme-1, Sme-2, NMC-A, IMI-1 ve KPC-1-2) karbapenemleri de hidrolize
edebilmektedir (61). Bu enzimler nadir olarak bulunmaktadir ancak karbapenemlerin yogun

olarak kullanildiklar1 yerlerde artmaya basladiklar1 goriilmiistiir (62, 63).
3.3.2. B Simifi Beta- Laktamazlar

Smif B beta-laktamazlar metalloenzimlerdir ve serin beta-laktamazlardan (Smif A, C,
D) farkl1 olarak aktif bdlgelerinde metal bagimli (Zn™*) bagimli bir tiyol (SH-) grubu bulunur.
Bu enzimler klasik beta-laktamaz inhibitdrlerine direngliyken, selatdr ajanlarla (6r. EDTA)
inhibe olurlar. Birkag¢ ayricalik disinda bu grup enzimler sefamisin ve karbapenemler de dahil
olmak {iizere bircok beta-laktam ajana dirence yol agar. Monobaktamalara karsi aktiviteleri
kisithdir (40, 64). Smif B grubu beta-laktamazlar {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar B1, B2 ve
B3 olarak adlandirilir.
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B1 alt grubu igerisinde Bacillus cereus’un iirettigi metallobeta-laktamaz II (Bcll),
Bacteriodes fragilis’in trettigi CcrA, Chryseobacter .meningosepticum’un BlaB, C.
indologenes ‘in IND-1, beta-laktamazlar1 ile, baz1 P.aeruginosa, Acinetobacter spp., S.
marsescens, K.pneumoniae suslarmin irettigi IMP tipi beta-laktamazlar ve bir kisim
P.aeruginosa izolatlarinin irettigi VIM grubu beta-laktamazlar yer almaktadir. Bu enzmlerin
son ikisi plazmidle tasinmaktadir. B1 alt grubu metallobeta-laktamazlar ¢inko baglayan
motifte birinci pozisyonda histidin yerine asparajin igerir (64). Alt grup B2 ‘de ise Aeromonas
spp. tarafindan iiretilen Cpha, ImiS ve CphA2 gibi beta-laktamazlar ve Serratia fonticola’nin
trettigi Sth-1 beta-laktamaz yer alir. B3 alt grubunda ise S.maltophilia‘nin drettigi L1,
C.meningosepticum’un  GOB  beta-laktamazi, Legionella gormanii’nin FEZ-1 ve

Janthinobacterium lividum’nun tirettigi THIN — B beta laktamazlar1 bulunmaktadir (64).

B grubu beta-laktamazlarin, (B.cereus 569/H/9’dan Bc-II, B.fragilis’ten CcrA,
S.maltophilia’dan L1, P.aeruginosa’dan IMP-1) atomik yapilar1 ¢oziimlenebilmistir. Bu beta-
laktamazlar1 kodlayan genlerin primer yapilar1 farklilik gosterse de tiim metallo-beta
laktamazlarin ii¢ boyutlu yapilar1 birbirine benzemektedir. Be-II ve CcRA’nin primer
yapilarinda aktif bdlgede iki ¢inko iyonu bulunmaktadir. Buna karsin, A.hydrophilia ‘nin
CphA enziminde ayni bolgede tek ¢inko iyonu yer alir. S.maltophilia’nin L1 enzimi ise

tetramer olarak bulunur ve her bir alt iinitesine iki ¢inko iyonu baglanir.

Metal iyonu nedeniyle metallo beta-laktamazlarin katalitik yolu simif A ve C beta-
laktamazlarin aksine agil enzim ara {riiniinii icermez. Siif B beta-laktamazlar, aktif
bolgelerinde Zn™ bagimli bir thiol grubu bulunan beta-laktamazlardir (65,66). Hepsinde
hidroliz H20 molekiilii ile olur. Su molekiilii metal iyonuna yakinliktan Otiirii artmis
nukleofiliteye sahiptir. Su ile tepkime sirasinda beta-laktam yapisinin karbon grubuna

hidroksit eklenmesi ile gegici bir nonkovalan ara iiriin olusur.

Metalloenzimlerin bazilar1 kromozomal genlerce kodlanir, bazilari ise plazmid ve
integronlarla tasimir. Metallo-beta laktamazlarin kromozomal olarak kodlananlar1 arasinda
B.cereus (BII), B.anthracis, S.maltophilia (L1), Aeromonas hydrophilia (CphA),
C.meningosepticum (BlaB ya da GOB-1), C. indologenes (IND-1), Leigonella
gormannii(FEZ-1), Caulobacter cresentus (Mbl11B), Myroides spp. (MUS-1, TUS-1),
Janthinobacterium lividum (THIN-B), Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1) ve Serratia

fonticola (SFH-1) sayilabilir (64). B.cereus, S. maltophilia, A.hydropholia ve Aeromonas
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jandaei’nin metallo B-laktamazlar1 indiiklenebilirdir (40). IMP ve VIM tipi enzimler

integronlarca taginirken SPM-1 ise plazmidlerle aktarilir (66).
3.3.3. C Sinifi Beta-Laktamazlar:

Ambler C smifi beta-laktamazlar (Bush-Jacoby-Medeiros Grupl beta-laktamazlar)
Salmonella spp. ve K. pneumoniae hari¢ tiim Gram negatif basiller tarafindan iiretilmektedir
(40). Bu enzimlerin kromozomal olanlar1 6zellikle C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae,
Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa ve Serratia marscesens klinik izolatlarinda
onemlidir. C sinif1 beta-laktamazlar, sefalosporinleri (genis spektrumlu sefalosporinler dahil)
penisilinlerden daha fazla hidrolize ederler. Bu beta-laktamazlar, A sinifi beta-laktamazlara
kiyasla bu grup daha biiyiik bir aktif bolgeye sahiptir. Boylelikle genis spektrumlu
sefalosporinleri daha iyi baglayabilirler. Sinif C beta-laktamazlar, A smnifinin aksine
klavulanik asit ile inhibe olmaz. Buna karsin simif A beta-laktamazlara benzer yapisal
ozellikler tasirlar. Smif C enzimlerin yapisal 6zelliklerine bakildiginda, sinif A enzimlerde
oldugu gibi enzim aktif bolgesindeki serin (S) aminoasidini uzun bir alfa heliksin ikinci
kivriminda bir lizin (K) aminoasidinin izledigi goriilmektedir (S-X-X-K motifi). Bunun
disinda enzim aktif bolgesinde bir S-X-N (serin-X-asparajin) veya Y-X-N (Tirozin-X-
asparajin) kutusu ile sinif A enzimlerindeki KTG motifine karsilik gelen lizin/arjinin/histidin-

treonin/serin-glutamin ( K/N/H/T/S-G) motifi bulunmaktadir (40,67).

Normal sartlar altinda; kromozomal AmpC grubu (C sinifi) beta-laktamaz iireten Gram
negatif basillerde beta-laktamaz tiretimi baskilanmistir; yani siirekli degildir. Baskilamanin
kalkmasi ve ekspresyonun baglamasi hiicre duvar yikimu ile ilgilidir. Bu mekanizmalar en ¢ok
Enterobacter spp. tiirlerinde ¢alisilmistir (67). Amp R molekiilii normal durumda hiicre duvar
sentezinde yer alacak olan UDP N- asetil muramik asit-pentapeptid ile etkilesime girerek
baskilayici (represor) olarak hareket eder. Bu formda Amp R, Amp C ekspresyonunu engeller.
Hiicre duvar yikim iirinii olan anhidro- N- asetil muramik asit -tripeptid varliginda ise Amp
R, inhibisyonu ger¢eklestiremez, AmpC ekspresyonu baslar. Hiicre i¢cinde bulunan AmpD
(muropeptidaz) ise, anhidro-MurNac peptidleri parcalar. Tekrar hiicre duvar sentez yapimina
girmelerini  saglar. Dolayistiyla AmpC ekspresyonunudaki artig, beta-laktam grubu
antibiyotiklerin aktivitesi ile peptidoglikan tabakasindan 6nemli miktarlarda anhidro—Mur-
Nac-peptid agiga ¢ikmasina baglidir. Muropeptidazlarin kapasitesi asildiginda anhidro Mur-
Nac- peptid Amp R’ye baglanabilir ve AmpC represyonu kalkar. Sonug olarak, yiiksek oranda
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beta-laktamaz {iretimi ortamda antibiyotik bulunmasi ile meydana gelir. Ancak AmpD
bulunmayan mutantlarda siirekli yiiksek diizey AmpC ekspresyonu s6z konusudur. Bunlar
‘dereprese mutant’ olarak adlandirilirlar. Kromozomal AmpC yapimi klinik olarak énemli
olarak énemli olan tiirlerde bu dereprese mutantlar 3. kusak sefalosporinler, tireidopenisilinler

veya karboksipenisilinlere tedavi sirasinda segilir ve sorun olustururlar (67).

1989 yilinda ilk plazmid kokenli AmpC enzimi tanimlanmistir (40,67). Bu beta-
laktamazlar o6zellikle kromozomal beta-laktamaz iiretmeyen veya kromozomal beta-
laktamazlar1 klinik agidan Onem tasimayan tiirlerde, Ornegin E.coli, K.pneumoniae,
P.mirabilis, Salmonella enterica serotiplerinde goriilmektedir (67). Bu enzimler siirekli olarak
ylksek diizeyde salinirlar. Bu nedenle, son yillarda tanimlanan DHA-1,2 ve ACT-1,2
oldugunda indiiklenebilir 6zellik goriilmez (67). Plazmid kokenli aktarilabilir AmpC tipi beta-
laktamazlar, kromozomal AmpC beta-laktamaz genlerinin plazmidlere transfer olmasi ile
gelismistir  (67). Plazmid kokenli AmpC  beta-laktamazlart  kokenlerine  gore

gruplandirilabilirler:

1. C. freundii’nin kromozomal AmpC geninden koken alan ¢gogu CMY ve LAT grubu

enzimler;
2. E.cloacae’den koken almig, ACT-1ve MIR-1 enzimleri;

3. M.morganii kromozomal enzimleri ile aym1 nukleotid dizisini tasiyan DHA-1 ve

DHA-2 ;
4. H.alvei kokenli ACC-1;
5. Aeromonas sobria kokenli FOX enzimleri;

6. Aeromonadaceae kromozomal beta-laktamazlarindan kdken aldigi diistiniilen CMY -

1, CMY-8, CMY-9, MOX-1 ve MOX-2 (40, 67).

Normalde kromozomal beta-laktamazi olmayan tiirlerde, ‘dereprese’ mutantlarda
goriillen bir antibiyogram fenotipi (sefoksitine, beta-laktamaz inhibitorlerine ve 3. kusak

sefalosporinlere direng), bu tip beta-laktamazlar i¢in uyarict olmalidir.
3.3.4. D Sinifi Beta-Laktamazlar:

Bu grupta Enterobacteriaceae iiyesi ve P.aeruginosa’da sik olarak bulunan OXA

(Oksasilin hidrolize eden) tipi beta-laktamazlar yer almaktadir (30). OXA enzimleri penisilin,
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kloksasilin, oksasilin ve metisilini hidrolize etme 6zelligindedir. Bu grup beta-laktamazlar
klavulanik asitle zayif; NaCl ile giiclii bir sekilde inhibe olmaktadir. D sinifi beta-laktamazlar,
A ya da C smnifi beta-laktamazlarla %16 oraninda amino asit benzerligi gostermektedir.

Plazmid ya da integronlarla taginmalar1 yayilimlarini kolaylastirmaktadir.

A ve D grubu beta-laktamazlarin primer ve sekonder aminoasit dizilimleri farkli olsa da,

ic boyutlu yapilar1 benzerdir.

Bazi OXA tipi enzimler (OXA-15, OXA-10-11, OXA-14-16-17, OXA-19, OXA-28,
OXA-32, OXA-35) GSBL karakterindedir (24). Daha ¢ok A.baumanii suslarinda rastlanan
bazi D smifi beta-laktamazlar da karbapenemaz niteligindedir. Aminoasit dizilerinin
benzerligine gore 3 alt gruba ayrilan bu enzimlerin; aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu
cesitli Avrupa lilkelerinden, Singapur, Cin gibi uzakdogu iilkelerinden, Arjantin ve Giliney
Afrika gibi birbirinden ¢ok farkli cografik bdlgelerden izole edilmis suslarda saptanmalari,

onemlerini arttirmaktadir (29).

3.4. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Yayilhm Yollar:

Antimikrobiyal ajanlarin bircogu dogada bulunan Actinomycetales sinifi bakteriler veya
funguslarca iretilmektedir. Bu nedenle de antimikrobiyal maddeleri iireten bakterileri
koruyacak olan diren¢ genleri de dogada bulunmaktadir. Bu direng genlerinin duyarl tiirlere

aktariminin {i¢ temel mekanizma ile meydana geldigi diisiiniilmektedir (40):
3.4.1. Transformasyon:

Baz1 bakteri tiirleri, ortamda bulunan ¢iplak DNA molekiillerini uygun kosullar altinda,
hiicre icine alabilme yetenegine sahiptir. Bu genler homolog rekombinasyonla kromozoma

entegre olur. Ornegin Streptococcus pneumoniae, mozaik PBP genlerini bu yolla kazanur.
3.4.2. Transdiiksiyon:

Bakteriyofajlarin, bakteri hiicresi i¢inde olusumlar1 esnasinda, kapsit proteinlerinin
icine, kendi genomlarmin bitigigindeki bazi kromozomal pargalar1 veya kendi genomlari ile
yaklagik aynmi biiytlikliikteki (genellikle 40 kb civari) ilgisiz bir plazmid ya da kromozom

pargasini paketlemeleri ve bagka bakterileri infekte ederken bu genleri de nakletmeleridir.
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3.4.3. Plazmidler

Plazmidler, kendi kendini esleyebilen, kiigiik kromozom dis1 genetik elementleridir.
Bir¢ok plazmid sirkiiler yapidadir. Biiyiikliikleri 1500-400.000 baz cifti arasinda degisir.
Biiyiik plazmidler (20-120 kb) direng ile ilgili genetik bilgiyi kodlayabilir. Bakteri hiicresinin
temel metabolik islevleri i¢in gereken genetik bilgiler kromozom iizerinde oldugundan,
genellikle plazmidlerin kaybedilmesi veya kazanilmasi, hiicrenin yasamsal fonksiyonlarini
etkilemez. Plazmid iizerinde c¢ogunlukla antibiyotik diren¢ genleri, virulans genleri ve

plazmidin kendi varligini siirdiirebilmesi ve transferi i¢in gerekli proteinler kodlanir (68).

Plazmidler, kendilerini diger mikroorganizmalara aktarabilme yeteneklerine gore de
siiflandirilabilirler. Plazmidin bir bakteri hiicresinden digerine transferine kojugasyon adi
verilir. Eger konjugatif plazmid Gram-negatif bir bakteride ise, hiicrenin disinda “pilus” ad1
verilen protein yapisinda bir kanal olusturur ve diger proteinlerin de yardimiyla kendi
aktarimimi saglar. Konjugatif plazmidlerin Gram-pozitif bakteriler arasinda transferi i¢in ise,
iki hiicrenin dogrudan temas: gereklidir. Plazmidler, transdiiksiyon ve transformasyon

mekanizmalari ile de bir bakteriden digerine gecebilir (68).
3.4.4. Transpozonlar

Transpozonlar, kendi kendini esleyemeyen, ancak, kendini esleyebilen bir genetik
elemandan digerine gegebilen DNA segmentleridir. Transpozonlar, plazmidden plazmide,
plazmidten bakteriyofaja, plazmidten kromozoma veya tam tersi yonde gegis yapabilir bunun
icin yapilarinda bulunan “transpozaz” adli enzimden yararlanirlar (40,69). Bu o6zellikleri
nedeniyle, bakteri DNA’sinda delesyon, inversiyon ve duplikasyon gibi olaylara yol
acabilirler. Beta-laktamaz genleri de dahil olmak iizere, bircok antimikrobiyal diren¢ geninin

transpozonlarla iliskisi gosterilmistir.

Gram-pozitif bakterilerde bulunan bazi transpozonlar, kendilerinin bir kromozomdan
digerine gecisini saglayabilirler, yani konjugatif 6zellikte olabilirler (40). Transpozon benzeri,
ancak herhangi bir diren¢ geni icermeyen “insersiyon sekanslar1” (IS elemanlar1) da genetik
yapida ¢esitli degisikliklere neden olabilirler. Ornegin, giiclii bir onciilii (promoter)

antibiyotik dire¢ genlerinin oniine yerlestirip, bu genlerin ekspresyonunu arttirabilirler.
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3.4.5. Integronlar

Integronlar, diziye 6zgiil (site specific) integraz ve direng¢ genlerini igeren yapilardir.
Integraz enzimi sayesinde diren¢ gen kasetleri hedef diziye integre olur. Hedef bolgeye

entegre olur. integronlar genellikle transpozonlarda bulunur.

Integronlar; dizgiye 6zgii rekombinasyon sisteminin genetik determinantlarma sahip
olup gen kasetlerini tanir ve onlar1 yakalar. Integron yapisinda 5' korunmus bdlgede; integraz
geni (intl), gen kasetlerinin bulundugu rekombinasyon bolgesi (attl) ve promoter bolgesi (P,
veya P,n) yer alir. Farkli gen kasetlerinin ekspresyonu promoter bolgesinin kontroliindedir ve
bu yiizden integronlar "dogal ekspresyon vektorleri" olarak da adlandirilirlar. integronlarda
gen ekspresyonu; promoter’in giicline, genin kopya sayisina, gen kasetinin promoter'a
uzakligina ve ek promoter bdlgelerin varhgina baghdir. Integronlarin, 3' korunmus
bolgesinde, qacE-1 ve sull geni bulunmaktadir. ki korunmus bolge arasinda ise "59-baz
eleman1" veya attC adi verilen 6zel rekombinasyon bdélgeleri bulunur. Bu dizginin yapisi ait
oldugu gene gore farklilik gosterir. 59-baz elemanlarmin iki ucunda, birbirinin ters
komplementeri olan, yedi bazlik iki "kor" bolgesi bulunur (GTTRRRY ve RYYYAAC,
R:piirin,Y:pirimidin) . Integraz genleri, bu rekombinasyon bdlgesini taniyip, gen kasetlerini

integronun yapisina katarlar .

Integronlar ¢ok yaygin genetik elemanlar olup kendi baslarina mobil degildir. Ancak
gen kasetlerini ve 0zellikle de antibiotik direng genini igeren gen kasetlerini yapisina integre

edebilmeleri nedeniyle antimikrobial diren¢ yayiliminda 6énemli rol oynamaktadir (70,71).

Transpozon ve integronlar bakterilerin mutasyonlarin diginda da degisiklikleri birbirine
aktarmalarint saglar. Bu yapilar siklikla plazmid iizerinde tasmabildigi gibi ayrica

kromozomal lokalizasyona sahip olabilir (72).

Beta-laktamaz genleri yukarida sozii edilen mekanizmalar aracilifiyla bir
mikroorganizmadan digerine gegebilirler. Beta-laktamaz genleri, bakteri kromozomunda veya
plazmid, transpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarin {izerinde yer alabilir.

3.5. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlarin Epidemiyolojisi:

1983 yilinda ilk bildirimlerinden beri GSBL iireten bakteriler tiim diinyada 6nem

kazanmig ve onemini siirdiirmektedir (1).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar bircok Gram-negatif bakteri tiirli tarafindan

yapilmaktadir. Bunlar arasinda Enterobacteriaceac iiyeleri 6zellikle de E.coli ve
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K.pneumoniae ilk sirada gelmektedir. Enterobacteriaceae iiyesi olmayan tiirlerde GSBL
tiretimi daha nadir goriilmekle birlikte prevalans agisindan en Onemli bakteri
P.aeruginosa’dir. (44). GSBL prevalansi iilkelere, sehirlere, hastanelere hatta ayni hastane
icerisindeki servislere gore degisebilmektedir. Asagidaki boliimde GSBL epidemiyolojisi yer

almaktadir.
3.5.1. Avrupa:

GSBL iireten ilk sus 1983’te Avrupa’da saptanmistir (1). Bu ve bunu izleyen ilk
bildirimler Almanya ve Ingiltere’den olmakla beraber GSBL’nin ortaya cikarilmasindan
sonraki on yillik donemde bildirimlerin ¢ogu rapor Fransa’dandir (6,73). Fransa’daki ilk
bliyiik salgin 1986 yilinda ii¢ yogun bakim iinitesinde 54 hastanin infekte olmasi1 bunun diger
tinitelere de bulagmasi ile meydana gelmistir. 1990’larin basinda Fransa’da hastane kokenli
K.pneumoniae suslarinin % 25-35’i GSBL iretirken son donemde infeksiyon kontrol
yontemlerinin gelismesiyle bu oran azalmistir (7,74). Kuzey Fransa’da GSBL pozitif
K.pneumoniae izolatlarinin oran1 1996 yilinda %19.7 iken 2000 yilinda bu oran %7.9 ‘a
inmistir (7). Ote yandan ayn1 y11 GSBL iireten E.aerogenes orani1 %30.2 olarak bildirilmistir

(6).

Bat1 Avrupa iilkelerinde oranlar diiserken Dogu Avrupa’da GSBL prevalansinda artig
izlenmektedir (75).

GSBL iiretim oranlar1 agisindan Avrupa iilkelerinde degisik cografi bolgelerinde
iilkeden iilkeye hatta hastaneler arasinda bile farklilik gozlenmektedir. 1997-1998 yillari
arasinda Bat1 ve Gliney Avrupa’da 24 yogun bakim {initesinden toplanan 433 izolatta yapilan
bir ¢alismada Klebsiella spp.’de % 25 oraninda GSBL saptanmistir (6,76). Arastiricilar 1994
yilinda benzer bir siirveyans g¢alismasi yaptiklarini ve genel olarak bu iki donem arasinda
GSBL iireten Klebsiella spp. oranlarinda belirgin fark gézlemlenmemis olmasina ragmen
GSBL iireten Klebsiella spp. bildiren yogun bakim sayisinin arttigini bildirmektedir (76,77).
Avrupa’da 100 farkli yogun bakim biriminde yapilan bir baska surveyans g¢alismasinda da

GSBL iireten Klebsiella spp. oran1 Isveg’te %3 iken Portekiz’de %34 “ii bulmustur (6).
3.5.2. Kuzey Amerika:

Amerika Birlesik Devletlerin’de ilk GSBL iiretimine iliskin bildirimler 1988 yilinda
baslamistir (78). 1989 ylinda Quinn ve arkadaglart Chicago’da TEM-10 iireten bir
K.pneumoniae izolatinin etken oldugu bir salgin bildirmistir (79). Bunu izleyen yillarda gerek
ABD gerekse Kanada’da SHV tipi GSBL enzimi iireten ve/veya CTX-M enzimi iireten
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bakterilerle olusan salginlar gozlenmistir (80,81). 2000 6ncesi yillarda yapilan siirveyans
calismalarinda, GSBL saptanmasi agisindan MIK degerlerinin 32pug/ml olarak alinmast;
duyarlilikta azalmaya bakilmamast GSBL prevalansinin yanlis olarak daha diisiik

bildirilmesine neden olmustur (6,82).

Kuzey Amerika’da 2001 yilinda yogun bakimlardan izole edilen 36000 susta yapilan
surveyans c¢alismasinda tigiincli kusak sefalosporin direnci K.pneumoniae ‘da %13 olarak
bulunmustur (83). 1994-2000 arast1 donemde ise duyarli suslarda %3 oraninda azalma
olmustur (83). ABD Ulusal Hastane Kaynakli Surveyans (NNIS) verilerine gére Ocak 1998-
Haziran 2002 arasinda 110 tane yogun bakim biriminden izole edilen 6101 K.pneumoniae
susunda TUgiincli kusak sefalosporin diren¢ orami %6.1°dir (84). Ayni yogun bakim
birimlerinin %10’nunda genis spektrumlu sefalosporinlere direng oraninin %25°1i astigi
belirlenmigtir (84). Buna karsin yogun bakim disindaki birimlerden iiretilen 10733
K.pneumoniae susunun 3. kusak sefalosporin direng oranlarinin ise %5.7 oldugu saptanmistir.
Poliklinik hastalarindan izole edilen 12059 adet K.pneumoniae susunda ve 71448 adet E.coli

susunda %0.4 oraninda seftazidim direnci sirast ile % 1.8 ve % 0.4 olarak bulunmustur (84).
3.5.3. Giiney ve Orta Amerika

1988 ve 1989 yillarinda Sili ve Arjantin’de SHV-2 ve SHV-5 tasiyan K.pneumoniae
suslart bildirilmistir (6,85). 1989°da ise Arjantin’de ¢oklu direngli bir S.enterica serovar
Typhimurium susuna bagli salgin meydana gelmistir. Bu susun CTX-M-2 iirettigi
saptanmistir. Sus ve salgin Giliney Amerika’nin birgok bdlgesine yayillmistir (86).
Brezilya’dan da diger CTX-M grubu enzim (CTX-M-8,-9 ve -16) iireten izolatlarla ilgili
cesitli olgular bildirilmistir (32,87). Ilging olarak Giiney ve Orta Amerika bdlgesinde TEM
grubu GSBL bildiren yayin sayisi azdir. Benzer sekilde GES-1 beta-laktamazi Fransiz
Guyanasi’nda yenidogan bir bebekten izole edilen K.pneumoniae susunda belirlenmistir (88).
BES-1 ise ilk kez Rio de Janeiro’da bir S. marcescens izolatinda saptanmustir (33).

3.5.4. Afrika ve Orta Dogu iilkeleri

Giiney Afrika’da GSBL iireten Klebsiella spp. suslarinin yaptig1 salginlar bildirilmistir
(89,90). Ancak ulusal surveyans verileri bulunmamaktadir. Ote yandan 1998-1999 yillar
arasinda tek bir Giiney Afrika hastanesinde izole edilen K.pneumoniae suslarinin % 36.1
oraninda GSBL iirettigi saptanmustir (91). TEM tipi GSBL’ler Israil, Suudi Arabistan ve
Kuzey Afrika iilkelerinden de bildirilmistir. Nijerya ve Kenya’dan igilincii kusak

sefalosporinlere direngli; ancak GSBL {irettigi gosterilmemis Klebsiella infeksiyonlari ile
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olusan salginlar bildirilmistir. 2001 yilinda Kenya’da TEM ve SHV dis1 GSBL’lerden CTX-
M (CTX-M-12) de gosterilmistir. Giiney Afrika’da GES-2 iireten bir P.aeruginosa susu
bildirilmistir (6).

3.5.5. Avusturalya

Bu bolgede GSBL’ler ilk kez 1986-1988 yillar1 arasinda toplanan gentamisine direngli
Klebsiella spp. izolatlarinda saptanmistir (92). Bu calismadaki GSBL’nin bir SHV tiirevi
oldugu gosterilmistir Bunu izleyen yillarda iilkenin bir¢ok yerinde GSBL iireten bakterilerle
olusan salginlar meydana gelmis; bu salginlardan hem erigskin hem de pediatrik hastalar
etkilenmistir (91). Genel olarak Avusturalya’daki hastanelerde GSBL iireten K.pneumoniae
oran1 %5°tir (91).

3.5.6. Asya

1988 yilinda ilk olarak Cin’de SHV-2 iireten K.pneumoniae izolatlari bildirilmistir (78).
1998-1999 yillar1 arasinda toplanmisg 2193 K.pneumoniae izolatinda GSBL iireten suslarin
orani %30.7 iken; E.coli suslarindaki oran %24.5 olarak bildirilmistir (91). Bir egitim
hastanesinde 1997-1999 arasinda toplanan ve kan kiiltiirlerinden izole edilen K.pneumoniae
ve E.coli suslarinda GSBL oran1 %27 olarak bildirilmistir (93). Kore, Japonya ve Malezya’da
yapilan ulusal surveyans ¢alismalarinda GSBL pozitif E.coli oranin %5-8; Tayland, Tayvan,
Filipinler ve Endonezya’da ise %12-24 arasinda bulundugu bildirilmektedir. (94). Japonya’da
GSBL iireten K.pneumoniae oran1 %5 iken ; Asya’nin diger bolgelerinde %20-50 arasinda
degismektedir (94,95).

3.6. CTX-M Grubu Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlar

Plazmid kokenli CTX-M grubu beta-laktamazlarin bugiin i¢in 50’den fazla varyant: (11)
bulunmaktadir. Bu varyantlarin dagilimi cografi bolgelere gore degisim gostermektedir. CTX-
M tipi enzimler tiim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir. CTX-M tipi beta-laktamazlar ;
CTX-M-1’den CTX-M-64 ‘e kadar farkl tiplerdedir. Tohol (CTX-M-44) ve Toho2 (CTX-M-
45) , UOE-1(CTX-M-15) enzimleri de bu grubun iyeleridir. CTX-M tipi enzimlerin pl
noktas1 >8.0’dir. Molekiiler yap1 olarak grup A beta-laktamazlarin bir tiyesidir (11). Kluyvera
ascorbata’nin plazmidle tasinan CTX-M enzim grubunun rezervuari oldugu diisiiniilmektedir
(12,55-57).

CTX-M tipi beta-laktamazlar ilk kez, 1986 yilinda Matsumato ve arkadaslar1 (96) beta-

laktam antibiyotiklerin farmakokinetik ¢aligmalar1 esnasinda bir laboratuvar deney hayvaninin
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fekal florasinda sefotaksime direngli E.coli susundan FEC-1 adini1 verdikleri TEM veya SHV
olmayan bir beta-laktamaz saptamalar ile ortaya ¢cikmistir. 1989 yilinda ise Bauerfeind ve
arkadaslar1 da (97) sefotaksime direngli bir E.coli izolatinda TEM veya SHV dis1, sefotaksime
gosterdigi hidrolitik aktiviteden 6tiirii CTX-M-1 (Sefotaksimaz-1) adin1 verdikleri bir beta-
laktamaz saptamislardir. Ayni donemlerde Giliney Amerika’da da sefotaksime direngli
Salmonella izolatlarina bagli bir salgin bildirilmistir (31,98). Bu izolatlarda sefotaksim
direncinden sorumlu beta-laktamazlarin pl noktalarmin >8.0 oldugu; seftazidime kiyasla
sefotaksime kars1 olan hidrolitik aktivitenin ve beta-laktamaz inhibitorlerine duyarliligin daha

yiiksek oldugu gorilmiistiir.

1992 yilinda Fransa’da italyan bir hastadan 1989 yilinda izole edilmis bir E.coli
susunda MEN ad1 verilen bir GSBL saptanmistir (99). Ayni yil Barthelemy ve arkadaslar
(100) bu enzimin dizi analizini ger¢eklestirmig; TEM ve SHV’ye %39 oraninda benzeyen bu
enzime MEN-1 adim1 vermistir. 1993 yilinda Japonya’da Ishii ve arkadaslart (101),
sefotaksime direngli bir E.coli susunda bu enzime % 83 oraninda homoloji gosteren Toho-1
enzimini gostermiglerdir. 1996 yilinda TEM ya da SHV olmayan bu iki enzimin dizi analizi
ile CTX-M-1 ve MEN-1 enzimlerinin identik olup Toho-1’in de bunlarin bir varyant1 oldugu
ortaya konmustur (102). Ote yandan Polonya’da Gniadkowski ve arkadaslar1 (103) aym
donemde Enterobacteriacae iiyesi bakterilerde CTX-M-1 varyanti olan CTX-M-3’i
tanimlamigtir. O dénemden bu yana GSBL’lerin hizla genisleyen bir ailesi olan CTX-M tipi
enzimler farkli cografi bolgelere yayilmistir ve Ozellikle Enterobacteriacae iiyelerinde

goriilmektedir.

Plazmid ile taginan CTX-M tipi enzimler sefotaksimi, seftazidim ve aztreonama kiyasla
daha etkin bir bi¢imde hidrolize ederler. Bu GSBL’ler beta-laktamaz inhibitdrlerine duyarlidir

ve tazobaktamin inhibitor aktivitesi digerlerine kiyasla daha yiiksektir (65).

CTX-M grubu enzimler amino asit dizi benzerligine gore 5 temel gruba ayrilmaktadir
(Tablo 2). Bunlar CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-§, CTX-M-9 ve CTX-M-25 grubu
enzimlerdir. CTX-M-2 ve CTX-M-8 iiyelerinin %95-100 oraninda Kluyvera ascorbata ve

Kluyvera georgina’nin kromozomal beta-laktamazlarina benzerligi vardir (104).

ABD gibi baz1 iilkelerde CTX-M fiiretimi sporadik olgular seklinde olmakla beraber;
bircok Avrupa iilkesinde endemik bir durumda oldugu goze ¢arpmaktadir. Farkli enzim
gruplarin cografi dagilimi da degisiktir. Akdeniz havzasi iilkelerde CTX-M-3 ve CTX-M-
15; Portekiz, Ispanya ve Britanya’ da CTX-M — 9 ve CTX-M-14 ,Giiney Amerika, Rusya ve
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Japonya’da CTX-M-2 saptanmaktadir (Sekil 5)(14,16-18,105-107). Ulkemizde de diger
Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi CTX-M-3 ve CTX-M-15 bulunmaktadir.

Tablo 2: CTX-M grubu enzimler

Grup Enzimler

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

CTX-M-2 CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-5,
CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20, Toho-1

CTX-M-8 CTX-M-8

CTX-M-9 CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16,
CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21,
CTX-M-27, Toho-2, CTX-M-24 ve CTX-M (JP0074)

CTX-M-25 CTX-M-25,CTX-M- 26

LCTx-M group
B cTHem-1
B CT-n-2
ﬁ"ﬁ' B CTH-M-8

CTH-M-9

Sekil 6 : CTX-M enziminin cografi dagilimina iligkin sekil (14 nolu kaynaktan alinmistir).
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Ik tanimlandig1 1986 yilindan itibaren, 6zellikle de son 10 yildir tiim diinyada hizla
yayilan CTX-M grubu GSBL’ler siklikla Enterobacteriacea iiyelerinde ve idrar izolatlarinda
ortaya ¢cikmaktadir (104). Bu enzimlerin hem hastane hem de toplum kdkenli infeksiyonlarda
yaygin olduklar1 géze carpmaktadir (52,108). Ik toplum kékenli GSBL iireten bakteri, 1998
yilinda Irlanda ‘da yash bir hastanm idrarindan izole edilen nalidiksik asit direngli E.coli
susudur (104). Olguda hastaneye yatis dykiisii bulunmamakla beraber tekrarlayan antibiyotik

kullanim 6ykiisii mevcuttur.

Birlesik Kralliklar, Kanada ve Ispanya’da yapilan surveyans calismalarinda toplum
kokenli E.coli izolatlarinda CTX-M iiretimi ve bunun yani sira gentamisin, trimetoprim —
sulfametaksazol, tetrasiklin ve siprofloksasine c¢oklu diren¢ bildirilmistir (108-110). Bu

durumun tedavi segeneklerini ¢ok azalttigr aciktir (111).

CTX-M enziminin yayilimi spesifik klonlar ile degil de, ¢ok sayida klon ve hareketli
genetik elemanlar araciligr ile gerceklesmektedir (14). Plazmid kokenli olan CTX-M
enzimlerinin, ayni plazmid {izerinde ISEcpl olarak adlandirilan bir IS elemani varliginda
yaytllm hizinin artti@i  bildirilmektedir (112). CTX-M {reten bakterilerle hastane
infeksiyonlarinda artis goriilmesinin nedeni, diger GSBL’lerin aksine toplum kokenli

enzimlerin hastane ortamina gegmesidir (14).

CTX-M tipi enzimlerin tiim diinyada 6nemli bir direng sorununa yol agtig1 agiktir. Bu
enzimler daha ¢ok sefotaksimaz niteliginde olmakla birlikte son yillarda etki spektrumu
seftazidimi de kapsayacak sekilde genislemis olan varyantlar1 bildirilmistir (113). Bu nedenle
calismamizda, tlkemizdeki farkli bolgelerden izole edilen GSBL pozitif Enterobacteriacae
tiyelerinde CTX-M tipi enzimlerin yayilimi ve bu yayilimdan sorumlu genetik elemanlar

incelenmistir.
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4.GEREC ve YONTEM

4.1. Suslar

(Calismaya merkez basina rastgele se¢ilmis 10 sus olmak iizere Kasim 2002 — Temmuz
2003 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi,
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi’nde izole edilmis Enterobacteriaceae ailesi iiyesi 70 izolat alind1. Izolatlarin tiir
dagihmlar;; 31 E.coli, 24 K.pneumoniae, bes K.ornitholytica, iki E. aerogenes, dort
E.cloacae bir K.oxytoca, iki Proteus mirabilis ve bir Shigella sonnei idi. Izolatlarin tiimiiniin
genislemis spektrumlu beta-laktamaz tirettigi Clinical Laboratory Standards Institude (CLSI)
Onerilerine gore dogrulandi (114). Caligmaya alinan izolatlarin tiir tanimlari, biyokimyasal ve
tireme Ozelliklerinin yam1 sira, API 20 E sistem (Bio-Merieux, Fransa) kullanilarak

dogrulandi.

4.2. Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tris-Borik asit-EDTA (TBE): llitre 10X TBE tamponu i¢in 108 gr Tris (Sigma, ABD), 55
gr Borik asid (Sigma, ABD), 900 ml distile suda eritildi ; iizerine 40 ml 0.5 M Na,EDTA pH:
8 eklenir ve total voliim 1 litreye tamamlandi. 1X TBE haline getirmek icin 1 :10 dilusyon

yapildi.

0.5 M fosfat tamponu: 7.8gr monobazik sodyum fosfat, 250 ml distile su iginde eritildi. 7.1
gr dibazik sodyum fosfat, 250 ml distile su ¢oziiliir. Bu iki ¢ozelti esit oranda karistirilarak

pH:7.0 olacak sekilde 0.5 M fosfat tamponu elde edildi.

4.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri ve Sefotaksim Minimal Inhibitor

Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi
4.3.1. Cahismaya alinan suslarin antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi:

Caligmaya alinan suglarin seftazidim, sefotaksim aztreonam, sefpodoksim, sefoksitin,
sefotaksim, imipenem ve sefepim duyarlhiliklari, CLSI 6nerileri dogrultusunda, disk diflizyon
yontemi ile belirlendi (114). Bu amagla, 0,5 McFarland bulaniklik esdegerinde hazirlanan
bakteri siispansiyonu, Mueller-Hinton agar besiyerine (Oxoid, Ingiltere) homojen olarak

yayildi. Uzerine, amoksisilin-klavulanik asit (30 pg), seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg),
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aztreonam (30 pg), sefotaksim (30 pg), sefepim (30 pug), sefpodoksim (30 pg) ve sefoksitin
(30 pg), antibiyotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) yerlestirilip, 16-18 saat inkiibasyondan sonra
inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iildii ve CLSI M100-S16 standardina gore duyarlilik kategorileri ve
GSBL iiretimi belirlendi (Tablo 3) (114a).

4.3.2. CTX-M pozitif suslarin minimal inhibitor konsantrasyonlarimin

belirlenmesi:

Bunun diginda Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) ile blactx-m geni tasidigi saptanan
suslarm, sefotaksim Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri, CLSI 6nerilerine
gore mikro-diliisyon yontemi ile saptandi (114). Uremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik

konsantrasyonu, MIK degeri olarak kabul edildi.

Tablo 3: CLIS M100-S16 standardina gore Enterobacteriacae iiyeleri i¢in segilen beta-

laktam antibiyotiklerin zon caplari.

R(Direncli) I(Intermediate) S(Duyarl)
CAZ <14 15-17 >18
CTX <14 15-22 >23
AMC <13 14-17 >18
IMP <13 14-15 >16
FOX <14 15-17 >18
CPD <17 18-20 >21
FEP <14 15-17 >18
ATM <15 16-21 >22

4.4.CTX-M Enziminin Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) Yontemiyle

Arastirillmasi
4.4.1. Bakteri DNA eldesi:

CTX-M enziminin PZT ydntemiyle arastirilmas1 amactyla kullanilacak bakteri DNA’s1
asagidaki yontemle elde edildi:

i) Kanli agarda 16-18 saatlik inkiibasyonla canlandirilan bakterinin 500 pl steril
deiyonize suda siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon, kaynar su banyosunda 10 dakika

tutuldu.
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11) Tiipler standart masa-iistii santrifiijde 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde

edilen slipernatant PZT reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi.
4.4.2. PZT reaksiyonu:
4.4.2.1. PZT reaksiyon karisiminmin hazirlanmasi:

PZT reaksiyon karistimi1 50 pl hacminde, asagidaki bilesenlerle hazirlandi (Tablo 4) ve

bla CTX-M enzimine ait primer dizgisi Tablo 6’da gosterilmektedir.

Tablo 4: CTX-M PZT reaksiyon karigimi

10X Enzim tamponu 5 ul(1x)

MgCl, 2.5 pl(1.25mM)
dNTPs 2ul(200 pM)
CTX-M-A 1.8 pul(13.8 pmol)
CTX-M -B 1.3 pul (13.3 pmol)
Taq polymerase (Fermentas, Litvanya) 0.5ul (2.5 U)
Steril deiyonize su 31.3ul

DNA 5ul

Amplifikasyon protokolii, PZT karistmimin 3 dakika 94°C’de denatiirasyonunun
ardindan, 30 siklus olacak sekilde; 1 dakika 94 C®de denatiirasyon, 1 dakika 50 °C’de
birlesme, 2 dakika 72° C’de uzama ve son olarak da 10 dakika 72°C’de tutulmasi ile

gerceklestirildi.
4.4.2.2. PZT iiriinlerinin goriintiilenmesi:

PZT firiinleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir iceren, 1X TBE tamponu) ile hazirlanmig
%1°lik agaroz (Sigma, USA) jelde 120 volt’ta 45 dakika. yiiriitiiliip ve U.V. 151k kaynagi
yardimiyla goriintiilendi. Bu islem sirasinda, Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas,

Litvanya) olusan bantlarin biiyiikliik belirleyicisi olarak kullanildi.

4.5. GSBL-Pozitif Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerde TEM ve SHV Grubu

Enzimlerin PZT ile Arastirilmasi

GSBL varlig1 saptanan Enterobacteriaceae iiyelerinde TEM ve SHV grubu enzimlerin

varligi, 6zgiil primerler kullanilarak PZT yontemiyle arastirildi. Bu reaksiyonlarda kullanilan
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kalip DNA i¢in; Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere) iizerinde iireyen kolonilerden 5-10
tanesi 500 ul steril distile suda siispanse edilip, ardindan kaynar su banyosunda 10 dakika
tutuldu. Standart masa-iistii santrifiijde 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen

stipernatant PZT reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi.

TEM ve SHV enzimleri i¢in, 50 pl’lik PZT reaksiyon karigimlart asagidaki bilesenlerle
hazirland1 (Tablo 5). bla TEM ve blaSHV ‘ye ait primer dizgisi Tablo 7’de gosterilmistir:

Tablo 5: blaTEM ve bla SHV PZT reaksiyon karigimi

10X Enzim tamponu 5ul(1x)

MgCl, 2.5 pl(1.25mM)
dNTPs 4u1(200 uM)
TEM-F/SHV-F 1 pul(20 pmol)
TEM-R/SHV-R 1ul (20pmol)
Taq polymerase (Fermentas, Litvanya) 0.5u1 (2.5 U)
Steril deiyonize su 31pl

DNA Sul

blarem i¢in amplifikasyon protokolii; 94°C’de 3 dakika, 30 siklus olacak sekilde
94°C’de 30 sn, 56° C’de 1 dakika, 72° C’de 2 dakika. ve 72°C’de 5 dakika seklinde uygulandi.
blasyy i¢in ise; 94° C’de 3 dakika 30 siklus olacak sekilde 94° C’de 30 sn, 60.5 °C’de 30 sn,
72° C’de 1 dakika ve 72° C’de 5 dakika olarak gergeklestirildi (Tablo 6). PZT {irtinleri daha

once anlatildig1 gibi etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde yiiriiltiildii ve goriintiilendi.
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Tablo 6: PZT ve dizi analizi i¢in kullanilan oligoniikleotid dizileri

Primer (6nciil) Kaynak

Tarama primerleri 32
CTX-M A5 CGCTTT GCG ATG TGC AG 3’
CTX-M B 5° ACC GCG ATA TCG TTGGT ¥’
(550 bp iirtin)

CTX-M-2A 5° ATGATGACTCAGAGCATTCGC3’
CTX-M-2B S’TCGCTCCATTTATTGCATCA3’ 115
(893bp)

CTX-M-8A 5° ATGTTAATGACGACAGCCTGTG3’
CTX-M-8B5” CCGGTTTTATCCCCGACA 3’

(689bp)

CTX-M-9A 5’ GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 3’

CTX-M-9B 5’ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 3’ 109
(860bp)

Dizi analiz primerleri 103

P15 TTA ATT CGT CTC TTC CAG A 3°
P25 CAG CGC TTT TGC CGT CT AAG 3’
(950 bp iirtin)

Eric2 5°-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3° 116

117

TEM grubu enzimlere 6zgii primerler

TEM-F 5’- GAA GAC GAA AGG GCC TCG
TG
TEM R 5’- GGT CTG ACA GTT ACC AAT GC

SHYV grubu enzimlere 6zgii primerler
SHV-F 5’-CGC CGG GTT ATT CTT ATT TGT CGC
SHV-R 5’- TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA




Tablo 7: CTX-M, TEM ve SHV i¢in PZT reaksiyonlar1

dNTPs —200 uM
CTX-M- A —13.8 pmol
CTX-M-B - 13.3 pmol
Taq polymerase —2.5U
DNA -5 ul

dNTPs — 200 uM
TEM-F - 25 pmol
TEM-R 25 pmol

Taq polymerase —2.5 U
DNA -5 ul

bla CTX-M bla-TEM bla-SHV
Reaksiyon kar1$1m1 10XBuffer — 1x (5 ul) 10XBuffer — 1x 10XBuffer — 1x
MgCl12 —2.5ul MgClI2 -1.25 mM MgClI2 — 1.25 mM

dNTPs — 200 uM
SHV-F — 25 pmol
SHV-R — 25 pmol

Taq polymerase —2.5 U
DNA -5 ul

PZT siklus 94 °C -3 dakika 94°C — 3 dakika 94°C — 3 dakika
94°C — 1 dakika 94°C - 30 sn | 94°C 30 N
50°C — 1 dakika Y X || 56°C —30sn 30 || 60.5°C—30sn | ¥
72°C -2 dakika || 0 | 72°C—1 dakika 72 °C - 1 dakika
72 °C — 10 dakika 72 °C - 5 dakika 72 °C - 5 dakika

Kaynak 32 117 117

4.6. CTX-M Ureten Izolatlarin Klonal Yakinliklarinin ERIC-PZT ile Arastirilmasi

Bu amagla bakteri hiicrelerinden DNA eldesi i¢in, Mueller-Hinton agar (Oxoid,

Ingiltere) {izerinde iireyen kolonilerden Nucleospin Tissue® (Macherey Nagel Almanya) kiti

kullanildi.

4.6.1. ERIC-PZT’nin uygulanmasi:

“Enterobacterial repetitive intergenic consensus — ERIC” dizgilerine 6zgli ERIC-2

primeri (Tablo 6) kullanilarak PZT teknigiyle izolatlar arasindaki klonal yakinlik arastirildi

(116). Bu amagla 50 pl’lik reaksiyon karigimi agsagidaki bilesenlerle olusturuldu (Tablo 8):
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Tablo 8: ERIC-PZT reaksiyon karigimi

10X Enzim tamponu 5 ul (1x)
MgCl, 5 ul(2.5mM)
dNTPs 5ul(200 uM)
ERIC-2 1 pl(25 pmol)
Taq polymerase (Fermentas, Litvanya) 0.5ul (2.5 U)
Steril deiyonize su 28.5ul

DNA 5ul

Bir siklus (94 °C’de 1 dakika.); 30 siklus (94°C’de 1 dakika., 45° C’de 1 dakika., 72°
C’de 2 dakika.); ve 72 °C’de 5 dakika. olacak sekilde amplifikasyon basamagi uygulandi.
Elde edilen {iriinler, 0,5 pg/ml etidyum bromiir igeren, 1X TBE tamponu ile hazirlanmis
%1’lik agaroz (Sigma, USA) jelde 120 volt’ta 45 dakika. yiiriitiildii ve U.V. 151k kaynagi
yardimiyla goriintiilendi. Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas, Litvanya) yardimiyla

olusan bantlarin molekiiler biiytikliikleri belirlendi.
4.6.2. lizolatlarmm klonal yakinliklarinin arastirilmas: ve dendogram cizilmesi:

S;=nap / (nag + a + b) ( nap = A ve B suslarinda ortak olan bant sayisi, a = A susunda
olup B’de olmayan bant sayisi, b = B susunda olup, A’da olmayan bant sayis1 ) formiiliine
gore hesaplanan Jaccard katsayist esas alnarak, “Mega 2.1 versiyon” programinda
“UPGMA” (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) yontemiyle, CTX-M
ireten izolatlar icin (her tiir i¢in ayri olacak sekilde) dendogramlar olusturuldu. S;degeri O ile
1 arasinda degismektedir. 0 degeri hi¢ ortak bant olmadigini gosterirken ; 1 degeri tiim
bantlarin ortak oldugunu gostermektedir (118). Eger benzerlik > %80 ise yani fark (1- Jaccard
katsayis1) 0.2°den az ise suslar iliskili; benzerlik <%80 ise farkli sus olarak kabul edildi.
(118,119).

4.7.GSBL iireten suslarda izoelektrik Odaklama (IEO) Yontemiyle beta-

laktamazlarin saptanmasi:

IEO i¢in Matthew ve arkadaslarinin ydntemi kullanild: (120). Buna gore; yatik Nutrient
Agar (Oxoid, Ingiltere) besiyeri yiizeyinde iireyen bakteriler, 0.5 M fosfat tamponu ile
toplanarak steril mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Ardindan, 15 sn araliklarla, “amplitude”

degeri 60 olacak sekilde gergeklestirilen sonikasyon islemiyle (Sonics and Materials-VC 100,
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ABD) bakteri hiicre duvarlar1 parcalandi. Buz {izerinde bekletilen bakteri sonikatlarinin,
+4°C’de, 7000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilmesiyle elde edilen siipernatant IEO igin
kullanildi.

IEO islemi icin poliakrilamid jel hazirlanmast:
Distile su 25 ml

Akrilamid 100g + bisakrilamid 2.7 g ( 300 ml distile su) 9 ml

% 40 Amfolin (pH: 3-10 araliginda)(Sigma,ABD) 2 ml
% 5 N,N,N,N, tetra metil etilendiamin (TEMED) 0.2 ml
Riboflavin (2 mg / 100 ml distile su) 4.5 ml

Bakteri sonikatlari, IEO jeline yiiklenerek, bir gece; gii¢ 1 watt, voltaj 180 V, akim: 20
mAmp olacak sekilde elektroforez uygulandi. Ardindan, jel nitrosefin (500 pg/ml) ile
kaplanarak, beta-laktamaz bantlar1 goriiniir hale getirildi. Calismaya alinan izolatlardaki beta-
laktamazlarin izoelektrik noktalari, bilinen kontroller (TEM-1 (pI:5.4), SHV-2 (pl:7.6), CTX-
M-3 (pl: 8.4) ile karsilastirilarak belirlendi.

4.8.CTX-M Enziminin Aktarilabilirliginin incelenmesi
4.8.1. Konjugasyon Deneyleri:

blactx-m geninin aktarilabilirliginin incelenmesi amaciyla, PZT ve IEO sonuglarinin
CTX-M ile uyumlu ¢iktig1 izolatlar ile streptomisine direngli ve laktozu fermente etmeyen
(lac-) bir E. coli K12 (J 62-2) susunun kullanildigi konjugasyon deneyleri uygulandi (121).
Kat1 ortamdaki konjugasyon deneylerinde, alict ve verici suslar Nutrient Broth (Merck,
Almanya) besiyerinde bir gece 37 C°’de inkiibe edilip 10:1 (10 ml alic1 sus: 0.1 ml verici sus)
oraninda karistirildi. Aym1 zamanda, kontrol amaciyla, streptomisin (Sm) (1000 pg/ml)
yanisira sefotaksim (CTX) (2 pg/ml) veya ampisilin (Amp) (10 pg/ml) igeren Mueller Hinton
agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerlerine 100ul ekim yapildi. S1vi ortamda yapilan deneylerinde
ise 10ml alic1 sus ve 0.1 ml verici sustan olusan karisim 35°C’de 2 saat tutulduktan sonra,
3000 rpm’de (Kendro Laboratory Products, Heracus-Labofuge 400R, Almanya) 20 dakika
santrifiij edilip, sitipernatant uzaklastirildi. Cokelti 5.6 ml steril %0.85 NacCl ile siispanse
edildi. Bu suspansiyondan, dogrudan veya 1/10 ve 1/100 oranlarinda diliisyonlar

hazirlanarak, 100’er pl bakteri slispansiyonu antibiyotik iceren (Sm+Amp veya Sm+CTX)
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plaklara aktarildi. 35 C°’de bir gece inkiibe edilen besiyerlerinde lireyen kolonilerden bir kez
daha antibiyotikli besiyerlerine pasaj yapildi. Ikinci kez iireyen koloniler daha sonra
antibiyotik icermeyen EMB agar (Merck, Almanya) besiyerlerine aktarildi. EMB’de iireyen
laktoz negatif kolonilerin diger biyokimyasal o6zellikleri incelenerek traskonjugant olup
olmadiklar1 degerlendirildi. Transkonjugantlarla yapilan ek deneylerle plazmid icerikleri, PZT

ile blactx-m varligi ve beta-laktamazlarin izoelektrik noktalar1 arastirildi
4.8.2. Plazmid izolasyonu:

Transkonjugantlarda “Nucleospin-Plazmid” kiti (Macherey-Nagel TM, Almanya),
kullanarak plazmid ekstraksiyonu yapildi. Ticari kitle calisilirken direticinin &nerileri

dogrultusunda hareket edildi.

Uygulama sonunda elde edilen plazmid suspansiyonundan 20 pl almip, 0,5 pg/ml
etidyum bromiir iceren % 0.8’lik agaroz (Sigma, ABD) jele yiiklenerek 120 volt’ta 1 saat
yuritildii ve plazmid bantlar1 U.V. 151k kaynagi yardimiyla goriintiilendi. Elektroforez
sirasinda, A DNA / Hind III (Fermentas, Litvanya), molekiiler biiytikliiklerin belirlenmesi

amactyla kullanildi.

4.9. DNA Dizi Analizi

blactx-m pozitif ¢ikan suslardan her bir merkez igin iiger izolat secilerek toplam 21
izolattan blactx-m dizi analizi primerleri; (Tablo 6) ile PZT uygulandi. Her iki DNA ipliginin
dizi analizi “BigDye TM terminator”(ABI Prism,ABD) kiti ve otomatik 3730x] DNA dizi

analizori kullanilarak Macrogen Inc.(Giiney Kore) firmasinca gergeklestirildi.

4.10. PZT Yontemiyle CTX-M ailesinden diger GSBL’lerin arastirilmasi

Calismaya alman izolatlarda; CTX-M ailesinden diger enzimlerin varhigi, CTX-M-9,

CTX-M-2 ve CTX-M-8 6zgiil primerlerle arastirildi (Tablo 6).
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5.BULGULAR

5.1. Antibiyotik Duyarhlik Sonuclari:

Calismaya 7 farkli merkezden izole edilen ve merkez basina 10 sus olacak sekilde segilen
GSBL pozitif 70 izolat alindi. Bu suslardan 31’1 E.coli, 24’ K.pneumoniae, besi
K.ornitholytica, biri K.oxytoca, dordii E.cloacae, ikisi E.aerogenes, ikisi Proteus mirabilis ve
biri S.sonnei’dir. Merkezlerden toplanan Enterobacteriaceae izolatlariin tiir dagilimi ve beta-

laktam antibiyotiklere duyarlilik paternleri Tablo 9a-9g arasinda verilmektedir. ~ GSBL

paterni gosteren bir E.coli susu Sekil 7°de gosterilmektedir.

Sekil 7: GSBL paterni gosteren bir E.coli susu
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(Tablo 9a-9g’de sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ), aztreonam (ATM), imipenem
(IPM), sefoksitin (FOX), amoksisilin — klavulanik asit (AMC), sefpodoksim (CPD) ve
sefepim (FEP) olarak belirtildi)

Tablo 9a :Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi'nden gelen Enterobacteriaceae
izolatlarinin tiir dagilim1 ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri (zon
caplart mm olarak belirtilmistir)

#?;aggﬂa%tzgﬁnik Universitesi| cnz | crx | vp | amc | amm | cpp | Fox | rep
[TRE 56(£.col7) 25 13 28 18 18 0 25 17
[TRE 154 (K.ornitholytica) 0 0 30 17 0 0 15 14
TRE 90 (K.ornitholytica) 0 0 28 0 0 0 21 20
111 (E. aerogenes) 0 0 28 0 15 0 0 20
TKP 14 (K.pneumoniae) 20 0 27 13 17 0 20 14
[TKP 7 (K.pneumoniae) 26 13 27 20 20 0 26 19
126 (K.ornitholytica) 20 0 28 16 19 0 21 17
TKP 22 (K.pneumoniae) 0 0 27 20 0 0 21 16
TRE 164 (K.pneumoniae) 15 11 26 20 11 0 25 23
[TREO73(E.col7) 13 12 30 0 12 0 25 20

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi’nden secilen Enterobacteriaceae izolatlarinin
timii sefotaksime, yedisi seftazidime direnglidir. Tiim izolatlarin karbapenemlere duyarli
oldugu goziikmektedir.

Tablo 9b: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’nden secilen Enterobacteriaceae izolatlarinm
tiir dagilim1 ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri (zon ¢aplart mm

olarak belirtilmistir).
Eﬁgiziﬁuﬂg\é%RSiTESi CAZ | CTX | IMP | AMC | ATM | CPD | FOX | FEP
K24(E.col7) 12 8 38 18 12 0 26 12
K17 (K. pneumoniae) 0 0 32 17 0 0 25 16
K38 (K. pneumoniae) 19 0 27 16 12 0 23 11
K44 (E.cloacae) 20 15 24 18 12 0 0 20
K11 (K. pneumoniae) 11 0 30 20 12 0 25 15
K51(CE.col7) 20 0 28 20 21 0 20 15
K34(E.col7) 0 0 25 14 0 0 24 12
K21(E.col7) 25 0 30 18 18 0 25 17
K2(E.col7) 15 0 30 16 15 0 15 13
K32 (K. pneumoniae) 17 0 29 20 16 0 25 15
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Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi'nden gelen Enterobacteriaceae izolatlarmin da tiimii
sefotaksime direngli iken seftazidim direng oran1 %60°dir. Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi’nden segilen izolatlarda oldugu gibi bu izolatlarin da tiimii imipeneme duyarlhdir.
Yine bir E.coli susunda FOX capinin dar oldugu goriilmektedir. Bu durum ya dis membran

degisikliklerine ya da plazmid kdkenli bir sefalosporinaza bagli olabilir.

Tablo 9¢: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nden gelen Enterobacteriaceae izolatlarinin tiir
dagilimi ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri (zon g¢aplart mm

olarak belirtilmistir).

_lIJ_Iil;DéEKSE_?_\éE;SiTESi CAZ | CTX | IMP | AMC | ATM | CPD | FOX | FEP
B5(E.cloacae) 0 0 28 11 0 0 0 15
B1O(E.col7) 19 0 28 0 15 0 0 20
B12 (K.oxytoca) 0 0 28 12 0 0 22 17
B37(E.col7) 25 27 28 20 20 25 26 30
B19(P.mirabilis) 15 15 29 0 14 0 0 25
B34 (K. pneumoniae) 20 15 30 20 25 0 25 20
B32 (K. pneumoniae) 16 0 30 16 15 0 17 11
B22 (K. pneumoniae) 16 0 28 15 0 0 10 0

BI9(E.colT) 15 0 29 12 15 0 10 0

B1 (K.pneumoniae) 25 11 26 20 19 0 26 16

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nden secilen Enterobacteriaceae izolatlarnin B37

harig tiimii sefotaksime direnglidir. Bu izolatta GSBL saptanmadi.
B19 izolatinda da GSBL varlig1 saptanmamis olup kromozomal direng vardir.

Uludag suslar1 arasinda FOX direngli E.coli, K.pneumoniae ve P.mirabilis suslarinin
yayginligt bu merkezde plazmid kokenli bir AmpC sikligmin yiiksek olabilecegini

distindiirmektedir.
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Tablo 9d: Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nden gelen Enterobacteriaceae izolatlarinin

tiir dagilim1 ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri (zon ¢aplart mm

olarak belirtilmistir)

HACETTEPE TIP FAKULTESI CAZ CTX IMP AMC ATM CPD FOX FEP
H2 (K. pneumoniae) 20 0 26 13 12 0 25 11
H25(E.colT) 15 0 31 16 10 0 24 12
H30 (K. pneumoniae) 0 11 23 20 0 0 25 18
H33(E.colT) 13 0 28 15 0 0 25 0

H1(E.col7) 0 0 27 17 0 0 23 0

H37(E.colT) 0 0 28 18 0 0 27 16
H23 (K. pneumoniae) 0 0 27 16 0 0 23 12
H21 (K. pneumoniae) 0 0 24 17 0 0 25 13
H13(E.colT) 0 18 27 18 0 0 20 17
H9 (S. sonnet) 25 15 30 23 25 0 30 21

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nden gelen Enterobacteriaceae izolatlarinin tiimii
sefotaksime ve sefpodoksime direngliydi. Seftazidime %80, sefepime %80 aztreonama %90

direnclidir.
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Tablo 9e: Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi'nden gelen Enterobacteriaceae
izolatlarinin tiir dagilim1 ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri
(zon ¢aplart mm olarak belirtilmistir).

_Istanbul

Universitesi Capa CAZ CTX IMP AMC ATM CPD FOX FEP
T1p Fakiltesi

C21(E.col7) 23 0 25 0 20 0 25 20
C33(E.col7) 15 0 31 20 16 0 25 15
C17(E.col7) 0 0 30 16 0 0 20 15
C1(E.col7) 21 0 30 20 16 0 25 16
C8 (K.ornitholytica) 0 0 30 20 0 0 0 0
C34(E.col7) 0 0 28 18 0 0 25

C40 (K. pneumoniae) 12 0 25 15 15 0 15
C26(E.coT7) 0 17 30 15 0 0 22 15
C12(E.col7) 12 0 30 19 28 22 22 28
C7 (K.ornitholytica)l 15 0 30 16 8 0 16 12

Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi’'nden gelen Enterobacteriaceae izolatlarmimn
tiimii sefotaksime direngli ve imipeneme duyarliydi. C12 nolu E.coli susunun seftazidim ve

sefotaksime direncgli olmasina karsin aztreonam ve sefepime duyarl olarak géziikmektedir.

Tablo 9f: Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi'nden gelen Enterobacteriaceae
izolatlarinin tiir dagilimi ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri
(zon ¢aplart mm olarak belirtilmistir).

Dokuz Eylul

Universitesi Tip CAZ CTX IMP AMC ATM CPD FOX FEP
Fakiiltesi

11859(E.col7) 10 0 26 16 11 15 23 15
18185 (Enterobacter

cloacae) 0 21 0 17 0 0 15
15727 (K. pneumoniae)] O 15 21 20 0 0 0 21
9224 (K. pneumoniae) 0 0 21 15 0 0 0 15
20769 (K. pneumoniae)] O 0 25 20 25 0 0 0

6875(E.col7) 0 20 30 16 17 0 30 30
28997 (E.col7) 15 0 30 16 15 0 24 17
17290 (Enterobacter

aerogenes) 15 0 28 0 15 0 0 15
26559 (Enterobacter

cloacae) 10 20 28 20 17 0 0 25
30423(E.col7) 15 0 30 15 13 0 25 15

Dokuz Eyliil Universitesi T1ip Fakiiltesi’nden secilen Enterobacteriaceae izolatlarinimn
timii sefotaksime direngliydi. Dokuz Eyliil izolatlar1 arasinda yer alan ii¢ K.pneumoniae
susunda sefoksitin zon ¢aplart sifir olarak bulundu. Bu durum plazmid kdkenli AmpC

iretimine bagli olabilir.
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Tablo 9g: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nden gelen Enterobacteriaceae izolatlarinin tiir
dagilimi ve beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik paternleri (zon c¢aplart mm

olarak belirtilmistir).
'IIE'?E EZ;Z:EZ;:eS-I CAZ CTX IMP AMC ATM CPD FOX FEP
E9(E.col7) 20 0 30 20 20 0 21 16
E6 (K. pneumoniae) 0 0 27 17 0 0 24 17
E24 (K. pneumoniae)] 23 23 25 15 15 15 25 25
E44(E.coT7) 21 0 27 18 20 0 20 17
E4(E.colT) 14 0 28 12 10 0 23 10
E35(E.col7) 17 22 30 25 25 0 30 20
E11(P.mirabilis) 0 0 21 15 19 0 22 18
E13 (K. pneumoniae) 0 0 26 20 0 0 27 22
E19 (K. pneumoniae)] 10 0 24 12 0 0 23 12
E25(E.coT7) 10 0 22 16 0 0 24 12

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nden secilen Enterobacteriaceae izolatlarinm tiimii
seftazidim vesefotaksime direngli ya da ‘ortada’ (‘intermediate’) bulunmustur. Bu durum
aztreonam ve sefepim icin de gecerlidir. Diger {iniversitelerden gelen izolatlarda oldugu gibi

tiimii sefpodoksime direngli ve imipeneme duyarlidir.

5.2.PZT Yontemiyle CTX-M Enziminin Saptanmasi

Calismaya almman 70 bakteride, CTX-M enzim varlig1 blacrx.w’e 6zgi CTX-MA ve
CTX-MB primerleri kullanilarak PZT yontemiyle CTX-M enzim varlig1 arastirildi. Elli ¢
susta, blactxm ile uyumlu 550 bp’lik PZT driiniini saptandi (Sekil 8). blacrx.m varhig
belirlenen suslarin 24’4 E.coli, 20°si  K.pneumoniae, biri Enterobacter aerogenes, 2’si
Enterobacter cloacae, 5’1 K.ornitholytica ve biri de S.sonnei idi. Calismaya alinan E.coli
suslart arasinda blacrx.w saptananlarin oran1  %77.4, K.pneumoniae suslarinda ise %83.3
olarak bulundu. Merkezlere gére CTX-M enzim varlig: farklilik gostermekle birlikte %50-100
arasinda degistigi saptandi. Merkezlere gore en diisiik oran Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde, en yiiksek oramin Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi'nden gelen
izolatlarda bulundugu gdzlemlendi. izmir’de bulunan iki iiniversite hastanesinden elde edilen

izolatlarda blacrx.v oranlarinin benzer oldugu belirlendi (%60 ve %70). Ic Anadolu’da yer
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alan iki iiniversite hastanesinde ise (Hacettepe ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi) blactx.m
varlig1 agisindan en yiiksek oranlara sahip olduklar1 (%100 ve %90) izlenmistir. Merkezlere

ve tiirlere gore CTX-M enzimi saptanan suslarin dagilimi Tablo 9’da goriilmektedir.

PK NK

LT LT LT T T

Sekil 8: CTX-MA ve CTX-MB primerleriyle yapilan PZT sonucu elde edilen iiriinler M:
Marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol.

Tablo 10 : Merkezlere ve tiirlere gére CTX-M enzimi saptanan suslarin dagilimi ve ytizdesi.

Erciyes Hacettepe Karafiemz Uludag Is tz.mbul. . Dokuz Eyliil Ege
¢ P I e I Teknik P s Universitesi P s i s
TUR Universitesi Universitesi Universitesi Tip Universitesi Capa Tip Universitesi Tip Universitesi
Tip Fakiiltesi Tip Fakiiltesi Fakiiltesi Tip Fakiiltesi Fakiiltesi Fakiiltesi Tip fakiiltesi
@ > > 23 23 @ 23 >
H H H H H H H 2
o=z |z = |2 = |Z| = || = |z| = |z| = : =
Q ) ) ) ) Y ) 5]
Ble (30 (B 8 (E| B E g [E e (R e |gf| 4
D D D ] ) ] ) ) =
1] = 1] =4 < < < ] <9 < <Q ] < < 9 =]
= 2 | .= 2 & 2 £ 2 L 2 = 2 N 2 e g 3
E.coli 5 4 5 5 2 1 3 1 7 5 4 4 5 4 31 24
(%80) (%100) (%50) (%33) (%71.4) (%100) (%80) (%77.4)
K.pneumoniae 4 4 4 4 4 3 4 3 1 1 3 2 4 3 24 20
(%100) (%75) (%75) (%100) (%66.6) (%75) (%83.3)
K.oxytoca - - - - - - 1 - - - - - - - 1 -
K.ornitholytica - - - - 3 3 - - 2 2 - - - - 5 5
(%100) (%100) (%100)
E.aerogenes - - - - 1 1 - - - - 1 - - - 2 1
(%100) (%50)
E.cloacae 1 1 - - - - 1 1 - - 2 - - - 4 2
(%100) (%50)
P.mirabilis - - - - - - 1 - - - - - 1 - 2 -
S.sonnei - 1 1 - - - - - - - - - - 1 1
(%100) (%100)
TOPLAM 10 9 10 10 10 8 10 5 10 8 10 6 10 7 70 53
(%90) (%100) (%80) (%50) (%80) (%60) (%70) (%75.7)
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5.3. CTX-M Ureten izolatlarin Klonal Yakinhklar:

blactx-m saptanan suslarin klonal yakinliklari, ERIC-PZT yontemiyle arastirilmistir.
Jaccard katsayilarina goére tiim bantlar1 birebir ayni olan izolatlar ayni sus (klon), bir ve iki
bant farklilik gosteren izolatlar benzer (klonal iliskili), iki banttan fazla farklilik gosteren

izolatlar ise farkli suslar olarak kabul edildi (Sekil-9).

Sekil-9 : Enterobacteriacae ailesine ait suslarinin ERIC-PZT sonuglar1 (Farkli paternlere ait

bazi 6rnekler yer almaktadir)

“Jaccard” katsayis1 esas alinarak “Mega 2.1” programinda “UPGMA” yontemiyle olusturulan
7 merkezin ERIC PZT sonuglar1 ve merkezlerin dendogramlar1 5.3.1-5.3.7. nolu alt
basliklarda; ayrica tiim merkezlerin ERIC PZT sonuglarini gosteren Sekil 17°de ve genel
dendogram 5.3.8 nolu alt boliimde yer almaktadir. Sekiller ve agaglarda (dendogramlarda)
goriildiigii gibi blacrx-v saptanan Enterobacteriacae izolatlarinin ¢ogu farkli klonun iiyesiydi.
Bu verilere gore merkezler arasinda bir yayilim saptanmadi; ancak bazi merkezlerin kendi

icinde birkag izolatlik kiimelenmeler gosterdigi bulundu.
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5.3.1. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif izolatlar:

12345678 910nk

1-H1
2-H30
3-H21
4-H13
5-H25
6-H37
7-H-23
8-H-9
9-H33
10-H-2

3000 bp :
-
2000 bp =—— O

1500 bp =—

500 bp =—

X1

X2

H21
H23
H30

B»—lW‘N(—P

0.6 0.7 0.8 0.9 1

Sekil 10a-10b: Hacettepe Tip Fakiiltesine ait CTX-M pozitif suslarin ERIC-PZT jel
goriintiisii (10a) ve dendogram (10b)

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesine ait CTX-M pozitif E.coli izolatlarindan H37,

H33 ve H25 arasinda klonal yakinlik goriilmektedir. Diger izolatlar i¢in bdyle bir durum

mevcut degildir.
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5.3.2. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif izolatlar:

1-DE30423
2-DE11859
3-DE9224
4-DE20769
5-DE6875
6-DE-28997

3000 bp

2000 bp

1500 bp

500 bp

DE30423

_!7 DE20769
DE11859

DE9224

DEG6875
DE28997

QTmgoawy

Sekil 11a-11b: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi’ne (DEUTF) ait CTX-M pozitif
suslarin ERIC-PZT jel (11a)goriintiisii ve dendogrami(11b)

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suslarin degerlendirilmesinde

klonal yakinlik gézlenmedi.
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5.3.3. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif izolatlar:

3000 bp

2000 bp

1500 bp

500 bp

1-E35
2-E19
3-E25
4-E24
5-E4

6-E44
7-E6

E4

EG6

E24
| E25

| E44
E35

E19

0.6

0.7

0.8

v mUg

o<

Sekil 12a-12b: Ege Universitesi Tip Fakiiltesine ait CTX-M pozitif suslarin (12a) ERIC-PZT

jel goriintiisti ve dendogram (12b).

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suslarin degerlendirilmesinde E25

ve E44 nolu E.coli suslar1 haricinde klonal yakinlik gézlenmedi.
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5.3.4. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif izolatlar:

1-B22
2-B32
3-B1
4-B10
5-B5

3000 bp
2000 bp

1500 bp

500 bp

B22
IB32
B1
B10
B5

— OO0 & C

0.6 0.7 0.8 0.9 1

Sekil 13a-13b : Uludag Universitesi Tip Fakiiltesine ait CTX-M pozitif suslarin ERIC-PZT
jel goriintiisii (13a) ve dendogrami (13b)

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suslardan B22 ve B32 nolu

K.ornitholytica izolatlar1 hari¢ klonal yakinlik gozlenmedi.
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5.3.5. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif izolatlar:

1031 bp e—
900 bp

o

K32
K34
K11
K2

K38
K51
K17
K21
K44

1-K32
2-K2

3-K34
4-K51
5-K17
6-K21
7-K44
8-K38
9-K11

0.6 0.7 0.8 0.9

11
12
13

14
15
16

17

Sekil 14a-14b: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suglarm  ERIC-PZT

jel goriintiisii (14a) ve dendogrami(14b)

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suslarin degerlendirilmesinde

klonal yakinlik gbzlenmedi.
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5.3.6. Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif

izolatlar:

1-TKP 7
2-126
3000 bp [— = ' 3-TKP22
porse 4 4 | 4-TKP14
" — e e 5-TRES6
= . b 8 6-TRE154
o —— Rl 7-TRES)
 T126 )
| kP22
TKP14 2
TKP7
3
TRE154 4
T111 5
] TRE90 6
7
TRE56

Sekil 15a-15b : Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suslarin
ERIC-PZT jel goriintiisii (15a) ve dendogrami (15b)

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi’'ne ait CTX-M pozitif suslarin

degerlendirilmesinde 126 ve TKP 22 nolu K.pneumoniae suslari haricinde klonal yakinlik

gozlenmedi.
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5.3.7. Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif izolatlar:

1-C1
2-C34
3-C7
4-C40
5-C17
ot 6-C21
7-C8
8-C26
18
1€ | 19
lc17
20
C7 | 5
c40| 22
23
S C34| 24
c21
25
Cs
C26

Sekil 16a-16b : Capa Tip Fakiiltesi’ne ait CTX-M pozitif suslarin ERIC-PZT jel goriintiisti
(16a) ve dendogrami (16b)

Istanbul  Universitesi Capa Tip Fakiiltesi’'ne ait CTX-M pozitif suslarin

degerlendirilmesinde C1 ve C17 nolu E.coli suslar1 haricinde klonal yakinlik gézlenmedi.
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5.3.8. Tiim merkezlere ait CTX-M pozitif izolatlar:

E24
_r‘ £q
E6
E19
E35
‘—4 |E25
lEa4
DE20769
_{4 DE30423
DE11859
DE9224
DE6875
DE28997
c26
cs
c21
c7
c40
c34
|c17
lca
K44
K17
M K21
K51
K38
K2
K11
K34
K32
B1
|B22
[ Ih21
| B32
H2
H1
Ho
H30
H23
H25
H33
|H37
|H13
B10
B5
TRES6
TRE90
TRE154
T111
TKP7
TKP14
| T126
TKP22

] L

0.6 0.7 0.8 0.9 1

Sekil 17a : Merkezlere ait tiim CTX-M pozitif izolatlarin dendogrami
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10bin
bp —

3000bp _|

20nk 2122 23 24 2526 2728 29 30 31 32 33 34 3536 37 38

12345678910 11121314151617 1819

——.

Bl 3050515253 [

e -

10bin bp
marker

Sekil 17b : Merkezlere ait tim CTX-M pozitif izolatlarin jel goriintiileri

Bu sonuglara bakildiginda merkezler arasinda herhangi bir klonal yakinlik
saptanmamustir. 70 sus arasinda toplam 47 klon bulunmaktadir. Baz1 merkezlerde
ikili ve iicli gruplar bulunmakla beraber genel olarak merkezler arasinda klonal bir

yakinlik saptanmadi.

1- TRE 154
2- TRE 56
3- TRE 90
4-111
5-126
6-TKP 22
7- E6

8- E19
9-E35

10- E4

11- E24
12- E44
13- C8
14-C34
15-C26
16-C40
17-C7
18-Cl

19- C17
20- H33
21-H30
22-H23
23-H1

24- H9
25-H13
26- H25
27-H21
28-H37
29-H2
30-DE6875
31-DE9224
32-DE20769
33-DE30423
34-DE11859
35-DE28997
36- Bl
37-BI10
38-BS5
39-B22
40-K21
41-K38
42-K32
43-K1
44-K51
45-K2
46-TKP7
47-TKP14
48-K44
49-E25
50- B32
51-C21
52-K34
53-K11
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5.4. CTX-M Enziminin izoelektrik Odaklama (IEO) Yontemiyle Arastirilmasi

Merkezlere gore, blactx-m saptanan sus sonikatlari hazirlandi. Izoelektrik noktalar
bilinen, TEM-1 ve SHV-2 gibi beta-laktamazlar1 sentezleyen kontrol suslariyla, segilen

suslarmn sonikatlar1 aym IEO jelinde yiiriitiildii. Incelenen tiim suslarda, CTX-M enzimiyle

aynt hizada (pl: 8.4) bant olustugu saptand (Sekil-18).

Sekil-18: Izoelektrik noktalar: bilinen, CTX-M, TEM-1 ve SHV-2 gibi beta-laktamazlari
sentezleyen kontrol suslariyla, segilen bazi izolatlarin IEO jeli goriintiisii pl:
[zoelektrik nokta

Kuyucuk 1 : CTX-M-3
Kuyucuk 2 : SHV-2

Kuyucuk 5 ve 13 : TEM-1

5.5. GSBL-Pozitif Enterobacteriacae iiyelerinde TEM ve SHV Grubu Enzimlerin
Varhgi

Antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi saptanan Enterobacteriacae iiyesi bakterilerde
TEM ve SHV enzimlerinin varlig1 spesifik primerler kullanilarak PZT yontemi ile arastirildi.
Yetmis susun 57’sinde (% 81.4) blatgm, 64’linde blasyy (%91.4) saptandi (Sekil- 19 ve Sekil
20).
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Sekil- 19: Ozgiil primerlerle TEM grubu enzim geni saptanan bazi Enterobacteriacae iiyesi
suslar

3000 bp
2000 bp
1500 bp

Sekil- 20 : Ozgiil primerlerle SHV grubu enzim geni saptanan baz1 Enterobacteriacae iiyesi
suslar
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Tablo- 11a : Farkli merkezlere gore Enterobacteriaceae tiyelerinde beta-laktamaz enzimlerinin dagilimi

) tstanbul c21 33 cl7 cl C26 cl12 Cc34 c8 c40 c7
UQ;%;ﬁi;gﬁ?igé%apa E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli K.pneumoniae | K.pneumoniae | K.pneumoniae
TEM CD) ) +) +) +) ) +) ) ) +)
SHV CD) ) CD) CD) (CD) ) (CD) ) ) )
CTX-M (+) -) (+) (+) (+) ) +) +) +) (+)
. Uludag B10 B37 B32 B9 B12 B34 B22 B1 B19 B5
Universitesi Tip
Fakiltesi E.coli E.coli E.coli E.coli K.pneumoniae .pneumoniae .pneumoniae | K.pneumoniae | P.mirabilis E.cloacae
TEM ) ) +) ) +) +) +) +) () +)
SHV CD) CD) CD) CD) (CD) ) (CD) ) ) )
CTX-M +) (-) +) (-) (-) (+) (+) (+) (-) (+)
__ Erciyes, K24 K51 K34 K21 K2 K17 K38 K44 K11 K32
Universitesi Tip
Fakiltesi E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli .pneumoniae .pneumoniae | K.pneumoniae | K.pneumoniae | K.pneumoniae
TEM ) +) +) () (+) (+) (=) (+) (+) (+)
SHV ) ) +) ) +) +) ) ) +) )
CTX-m -) (+) (+) (+) (+) +) +) +) +) (+)
Karadeniz Teknik TRE56 TRE154 TRE73 TRE9O TKP14 TKP7 TKP22 111 126 TRE164
Universitesi Tip
Fakiltesi E.coli E.coli E.coli E.coli K.pneumoniae .pneumoniae .pneumoniae | E.aerogenes E.aerogenes E.aerogenes
TEM +) +) +) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
SHV ) ) +) +) +) ) +) ) +) +)
CTX-M CD) CD) () CD) CD) ) CD) [CD) ) )
. Dokug Ey'![j'l DE11859 DE6875 DE28997 DE30423 DE15727 DE9224 DE20769 DE17290 DE26559 DE18185
””VﬁgﬁﬂﬁﬁzgiT‘p E.coli E.coli E.coli E.cold K : : ; Enterobacter | Enterobacter | Enterobacter
. . . . .pneumoniae .pneumoniae .pneumoniae Spp. Spp. Spp.
TEM +) +) ) (+) (- (+) () (+) (=) (+)
SHV CD) ) ) ) +) ) +) ) +) +)
CTX-m CD) CD) CD) CD) () CD) (CD) ) ) )
Ege Universitesi Ege9 Ege25 Ege44 Ege4 Ege35 Egeb Ege24 Egel3 Egel9 Egell
Tip Fakiiltesi E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli .pneumoniae .pneumoniae | K.pneumoniae | K.pneumoniae | P.mirabilis
TEM ) +) +) (+) +) (+) (+) () (+) (+)
SHV CD) ) +) ) +) +) +) +) +) +)
CTX-M ) CD) CD) CD) CD) CD) (CD) ) ) )
. Hacettepe H33 H37 H25 H13 H1 H21 H23 H30 H2 H9
Universitesi Tip
Fakiltesi E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli .pneumoniae .pneumoniae | K.pneumoniae | K.pneumoniae S.sonnei
TEM +) +) +) (+) +) (- (+) (+) (+) (+)
SHV CD) ) +) ) +) +) +) +) (+) +)
CTX-M CD) CD) CD) CD) CD) (CD) (CD) ) ) )
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blacrx-m blatem blashy
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
53 (%75.7) [ 57 (%81.4) | 64 (% 91.4)

Tablo 11b: Genel blactx-m blatem blaspy oranlari
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %100 oraninda blargm, %90 blasyy ve %100 blacrx.
w; Ege Universitesi %80 blarem, %90 blasyy, %70 blactx.w, Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi %100 blatem %90 blaspy, %80 blactx.m: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
%80 blatem, %90 blashy, %50 blacrx.m, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %70 blatgw,
%100 blasyy, %90 blacrx.m, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %100 blatgw,
%90 blasyy, %80 blactx.m Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %60 blagy, %90
blasyy, %60 blacrx.m Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nde ise %80 blargm, %90 blaspy, %70

blactx-m beta-laktamaz varligi saptanmadi.

5.6. CTX-M Enziminin Aktarilabilirligi
5.6.1. Konjugasyon Deneyleri

blactx-m geninin aktarilabilirliginin incelenmesi amaciyla, streptomisine direngli ve
laktozu fermente etmeyen E. coli K12 susunun (J62-2) kullanildigi konjugasyon deneyleri
gergeklestirildi. 21 adet transkonjugant elde edildi.

5.6.2. Plazmid izolasyonu

Enterobacteriaceae ailesine ait suslarda beta-laktam direncinin biyiikliigi 46-85 kD arasinda
degisen plazmidler ile aktarildig: belirlendi (Sekil 21). Incelenen suslarda, Pvull ve Stu I

restriksiyon enzimleri ile restriksiyon enzim analizinde basar1 saglanamadi .
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4 5 ¢ 7 8 9% 10 11 12 13 1415 16 17 1. A hindIII Marker
(23 bin bp)

2.Ege 35

K51

H25

H21

C40

. TRE56

. TKP 14

.B5

10. C7

11. K44

12. H2

13.X hindIII Marker
(23 bin bp)

14 DE11859
15111

16.C21

17 DE9224

23.130bp -
D416 bp -
6557 bp -

4361 bp -

2322 bp - [
2n271ﬂ11:- -~

000 N oL A W

Sekil 21 : Plazmid jel goriintiisii.
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Tablo 12: izolatlar ve plazmid igerikleri

KTinik izoTatTar TranskonjugantTar
Izolat/ | Lab . CTX CTX/Ca PTazmid | PZT 77e
Tir Merkez e blacTX- | . . . . .
TC no. | no pI** Direnc¢ fenotipi MIC MIC Diren¢ fenotipi icerigi | Bla
M .
(mg/L) | (mg/L) (Kb) genleri
. 6.4,7.6,8.2, CTX-M +
1 TRES56 | £.col7 Trabzon/KTU 8.4.8.6 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZS,AMCs, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 |<0.25 | Ar,GNs,CIPs,SXTr,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCS | 41.5 TEM
CTX-M +
2 111 E.aerogenes | Trabzon/KTU 5.4,8.2,8.4 | CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZr,AMCr, FOXr,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr |> 256 |<0.25 |Ar,GNs,CIPs,SXTr,TES,Cs,AKS CAZr,AMCS | 43,73 shv
. 5.4,7.6,8.4
3 TKP14 | K. pneumoniae | Trabzon/KTU 8.6 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZS,AMCr, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 |<0.25 | Ar,GNs,CIPs,SXTr,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCS | 43 CTX-M
5.4,6.4,8.4,
4 BS5 E.cloacae Bursa/uu 8.6-8.8 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZr ,AMCI, FOXr,IPMs,GN1,AKr,SXTr,CIPs,TeI,Cr |> 256 |<0.25 |Ar,GNr,CIPs,SXTS,TES,Cs,AKS,CAZI,AMCS | 43 CTX-M
5 B10 E.col7 Bursa/uu 5.4,8.4 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZs,AMCr, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr [ > 256 <0.25 Ar,GNs,CIPs,SXTr,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCI | 39,49.5 | CTX-M
. 5.4,7.6,8.2,
6 B22 K.pneumoniae | Bursa/uu 8.4 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZI,AMCI,FOXI,IPMs,GNr,AKS,SXTr,CIPs,Ter,Cr |> 256 |<0.25 |Ar,GNs,CIPs,SXTS,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCS CTX-M
7 K38 K.pneumoniae | Kayseri/EU 7.6,8.2,8.4 | CTX-M-3|Ar,CTXr,CAZs,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr [ Aktarim oTmadi
: . CTX-M +
8 K44 K.pneumoniae | Kayseri/EU 5.4,7.6,8.4 | CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZs,AMCS, FOXS,IPMs,GNr,Akr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 |<0.25 |Ar,GNr,CIPs,SXTS,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCI | 43 shv
; ; CTX-M +
9 K51 E.coli Kayseri/EU 5.4,8.6 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZs,AMCS, FOXS,IPMs,GNI,AKI,SXTr,CIPs,Ter,Cr |> 256 |<0.25 |Ar,GNr,CIPs,SXTS,TEr,Cs,AKI,CAZS,AMCS |43,75 TEM
10 H1 E.coTli Ankara/HU 7.6,8.2,8.4 | CTX-M-3 [ Ar,CTXr,CAZr,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr [ Aktarim oTmadi
. 7.6,8.2,8.4,
11 H2 K.pneumoniae | Ankara/HU 8.6 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZs,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 |<0.25 | Ar,GNs,CIPs,SXTS,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCS | 43 CTX-M
. 5.4,7.1,7.6, CTX-M
12 H25 E.coli Ankara/HU 8.2.8.4 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZI,AMCS, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 |<0.25 | Ar,GNr,CIPs,SXTS,TEr,Cs,AKr,CAZI,AMCS |43 TEM
.2,8. +
13 c21 E.col7 IstanbuT/CAP|5.4,8.4 CTX-M-3 [ Ar,CTXr,CAZs,AMCr, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr [ > 256 [<0.25 [Ar,GNr,CIPs,SXTr,TEr,Cr,AKS,CAZS,AMCr |43 CTX-M
i CTX-M
14 c40 K.pneumoniae | Istanbul/CAP|7.6,8.2,8.4 | CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZr,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr |> 256 |<0.25 |Ar,GNs,CIPs,SXTS,TES,Cs,AKS,CAZS,AMCI |40.5,55 TEM
+
; CTX-M +
15 c7 K.pneumoniae | Istanbul/CAP|5.6,8.4 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZs,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKS,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 |<0.25 |Ar,GNr,CIPs,SXTr,TEr,Cr,AKS,CAZr,AMCI | 46.5 TEM
: : CTX-M +
16 11589 | £.col7 Izmir/DEU 5.4,7.6,8.4 | CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZr,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKS,SXTr,CIPs,Ter,Cr |> 256 |<0.25 |Ar,GNr,CIPs,SXTr,TEr,Cr,AKr,CAZI,AMCI | 46.5 TEM
17 9224 | K.pneumoniae | Izmir/DEU 5.4,7.6,8.4 [ CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZr,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr |2 <0.25 | Ar,GNr,CIPs,SXTr,TEr,Cr,AKI,CAZS,AMCI | 46.5 TEM
. . 8.4,8.6-8.8,
18 20769 | K. pneumoniae | Izmir/DEU 9.0 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZr,AMCS, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | Aktarim olmadi
19 Ege24 | K.oxytoca Izmir/EGE 5.4,7.6 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZs,AMCI, FOXS,IPMs,GNr,AKr,SXTr,CIPs,Ter,Cr | Aktarim oTmadi
20 Eged4d | E.coT7 Izmir/EGE 8.4,8.6 CTX-M-3 [ Ar,CTXr,CAZs,AMCS, FOXS, IPMs,GNr,AKI,SXTr,CIPs,Ter,Cr [ 128 <0.25 [Ar,GNS,CIPs,SXTr,TEr,Cr,AKS,CAZI,AMCI | 40 CTX-M
; : CTX-M +
21 Ege35 | £.col7 Izmir/EGE 5.4,7.6,8.4 CTX-M-3 | Ar,CTXr,CAZI,AMCS, FOXS,IPMs,GNr,AKS,SXTr,CIPs,Ter,Cr | > 256 <0.25 Ar,GNr,CIPs,SXTr,TEr,Cr,AKS,CAZI,AMCI | 40,66 TEM
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5.7.PZT Yontemiyle CTX-M-1 disindaki CTX-M grubu Enzimlerin Saptanmasi

[zolatlarm tiimiiniin CTX-M-2, CTX-M-8 ve CTX-M-9 grubu agisindan negatif oldugu
belirlendi.

5.8. Dizi analizi ile secilen ve blactx.v Geni Tasidig1 Saptanan Suslarin, Sefotaksim

MIK Degerleri

Dizi analizi ve PZT ile blactx.m geni tasidigi saptanan suslarin, sefotaksim MIK
degerleri, CLSI o6nerilerine gore mikrodiliisyon ydntemi ile saptandi. incelenen 21 sustan
20’sinin sefotaksim MIK degeri 256 upg/ml’nin iizerinde, birinin 128 pg/ml’di. izole
edildikleri merkezlere gore sefotaksim MIiK degerleri, Tablo 13°de yer almaktadir.

Tablo 13: Dizi analizi icin secilen suslarin sefotaksim MIK degerleri

Sefotaksim ve

Merkez izolat Sefotaksim [Klavulanik asit

MIK MIK

(mg/L) (mg/L)
Karadeniz Teknik Universitesi TRES6 > 256 <0.25
Karadeniz Teknik Universitesi 111 > 256 <0.25
Karadeniz Teknik Universitesi TKP14 > 256 <0.25
Uludag Universitesi Tip Faklltesi B5S > 256 <0.25
Uludag Universitesi Tip FaklTtesi B10 > 256 <0.25
Uludag Universitesi Tip FaklTtesi B22 > 256 <0.25
Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi K38 > 256 <0.25
Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi K44 > 256 <0.25
Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi K51 > 256 <0.25
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi H1 > 256 <0.25
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi H2 > 256 <0.25
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi H25 > 256 <0.25
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiltesi |[cC21 > 256 <0.25
Istanbul Universitesi iIstanbul Tip Fakiltesi |c40 > 256 <0.25
Istanbul Universitesi iIstanbul Tip Fakiltesi |C7 > 256 <0.25
Dokuz Eyliul Universitesi Tip Fakiltesi 11589 > 256 <0.25
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi 9224 > 256 <0.25
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi 20769 > 256 <0.25
Ege Universitesi Tip Fakiltesi Ege 35 > 256 <0.25
Ege Universitesi Tip Fakiltesi Ege 44 128 <0.25

5.9. DNA Dizi Analizi

Tarama PZT ile CTX-M pozitifligi saptanan 53 tane izolatin 21’inde blactx-m bolgesi
dizi analizi ile amplifiye edildi ve ¢ift yonlii dizi analizi kullanildi. Sonuglarin “Bioedit”
programiyla yapilan hizalamasinda (CTX-M-3 i¢in Gen Bankasi No:Y10278) bu dizilerin
tiimiiniin CTX-M-3 (Sekil 22) ile uyumlu oldugu belirlendi.
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CTX-M-3
9224-p1H
11859-p1H
B5-p1H
B10-p1H
B22-p1H
C7-plH
C21-p1H
C40-p1H
EGE24-p1H
EGE35-p1H
EGE44-p1H
H1-p1H
H2-p1H
H25-p1H
K38-p1H
K44-p1H
TKP14-p1H
TRE56-p1H

CTX-M-3
9224-p1H
11859-p1H
B5-p1H
B10-p1H
B22-p1H
C7-plH
C21-p1H
C40-p1H
EGE24-p1H
EGE35-p1H
EGE44-p1H
H1-p1H
H2-p1H
H25-p1H
K38-p1H
K44-p1H
TKP14-p1H
TRE56-p1H

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
SE0S CEEEY FTod PEEry PErEY PEEEY PEEEY PEEEY PEED PErtl PEEE) EEPE] EErE] EEPEY PEEE] EETEY CRbel PErEl Errr) Core |
GGCCGCGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGT TGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
S0l FEEE] CESR CEREY EEEE LEREY PRt LEDEy EEE LRty PEot Cobtd EEEt] CEERl FETEY CEStd POtnl EEERl PRrty LEted
GCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACG
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CTX-M-3
9224-p1H
11859-p1H
B5-p1H
B10-p1H
B22-p1H
C7-p1H
C21-p1H
C40-p1H
EGE24-p1H
EGE35-p1H
EGE44-p1H
H1-p1H
H2-p1H
H25-p1H
K38-p1H
K44-p1H
TKP14-p1H
TRE56-p1H

CTX-M-3
9224-p1H
11859-p1H
B5-p1H
B10-p1H
B22-p1H
C7-p1H
C21-p1H
C40-p1H
EGE24-p1H
EGE35-p1H
EGE44-p1H
H1-p1H
H2-p1H
H25-p1H
K38-p1H
K44-p1H
TKP14-p1H
TRE56-p1H

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
S EEEE) FEPRY FERRY PEEEY FERRY PEPRY EEPRY FEPEY FERRY EERRY FERRY FERRY FERRY FERRY FERRY PERRY PR BERE BER |

TTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
SRl SOt FUER] POt DEETl EUe) CEErl CETrl EEE) EETel CEbh] FErel PEetl FETEY EEEeY CErrl PEEel CEErY POrey Eaend
CGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCAT TGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTG
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410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
B I e L L T T T o D D o P Py [y ey o Py |
CTX-M-3  ACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCA
0224-DIH o e
LLB59-PIH o e e e e e e e e e e e
BEoDLH oo e e e e
BLO-PIH oo e e
B22-PIH oo e
CTmPIH oo e
C2LoPIH oo e e e e
CAO-PIH oo e e
EGE24-PIH o« o oo e e
EGEBS-PIH -« - e ce e e e e e e e e e e e e e
EGEAA=DPIH - o o oo e e e e e e e e e e e
HLoDAH oo e
H2mDLH o e
H25oPLH oo ee e e e e e e e e e e e
KBBoPLH e e et e e e e e
KAA-PIH oo e
TRPLA-PIH oo e e e
TRESB-PLH - - oo ce e e e e e e e e e e e e e e e e e
510
e e T T
CTX-M-3  CCACCAACGATATCGCGGT
9224-pIH oo
11859-PIH oo
B5-pIH il
BLO-PIH oo
B22-pIH e
C7T-pIH oo
C21-PIH oo
CA0-pIH oo
EGE24-PIH - oooeeeee e
EGE35-P1H - ooooeimeeaea
EGE44-p1H oo
Hi-plH ...
H2-pIH oo
H25-pIH oo
K38-pIH oo
K44-pIH ...
TKPLA-pIH oo
TRES6-PIH o oeeeeeeeeean

Sekil-22: Cesitli merkezlere ait suslarin dizi analizi yapilan bolgesine ait protein dizisinin, “Bioedit” programi yardimiyla CTX-M -3 ile karsilastirilmasi
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6. TARTISMA

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL’ler), basta E.coli ve K.pneumoniae
olmak iizere ¢esitli Enterobacteriacae tiirlerinde genislemis spektrumlu beta-laktam direncine
yol agmaktadir. GSBL’ler arasinda son yillarda biiyilk 6nem kazanan CTX-M grubu beta-
laktamazlar, ilk kez 1986 yilinda Matsumato ve arkadaslarinin beta-laktam antibiyotiklerin
farmakokinetik ¢alismalar1 esnasinda bir laboratuvar deney hayvanmin digki florasinda
sefotaksime direncli E.coli susundan TEM veya SHV olmayan FEC-1 adimi verdikleri bir
beta-laktamaz saptamalar ile ortaya ¢ikmistir (31). O donemden bu yana giiniimiize dek 54
adet farkli CTX-M enzimi gosterilmistir (24). Adlanrindan da anlasildigr gibi CTX-M grubu
beta-laktamazlar sefotaksimi seftazidime gore daha ¢ok parcalamaktadir; ancak son donemde
yapilan calismalarla 167. prolin rezidiisiinde meydana gelen ve serin amino asidine
donlismeyi saglayan nokta mutasyonu ile bu enzimlerin seftazidimi de hidrolize ettigi

gosterilmigtir (113).

Ulkemizde ve diger bir¢ok iilkede CTX-M yaygindir. Bu enzim grubu hastanede yatan
hastalarda sik oldugu kadar toplum kokenli hastalarda da goriilmektedir. Toplumda da
goriilme 6zelligi nedeni ile CTX-M diger GSBL grubu enzimler arasinda ayri1 bir 6nem
tagimaktadir. Degisik CTX-M grubu enzimlerin epidemiyolojik olarak farkli bir cografi
dagilim gosterdigi goriilmektedir. Fransa’da ilk CTX-M-3 iireten Enterobacter cloacae susu
2000 yilinda 56 yasinda diabetik bir hastanin idrar 6rneginde saptanmistir (122). Guibout ve
arkadaslar (123) ise CTX-M-15 iireten aminoglikozid, kinolon ve tetrasiklinlere direncli

E.coli suslar1 saptamustir.

Yunanistan’da iki yasinda bir kiz ¢ocugunun idrar orneginden izole edilen E.coli
susunda CTX-M-3 saptanmasi komsu iilkelerde de CTX-M-3 yayilimini isaret etmektedir
(124). Giiney Amerika {ilkelerinden Brezilya’da Bonnet ve arkadaslari, ¢esitli viicut
stvilarindan retilmis 18 adet Enterobacteriaceae ailesi iiyesi kinik izolatta CTX-M-8
varligin1 ortaya koymustur (87). Ote yandan bir diger Giiney Amerika iilkesi olan
Arjantin’den klinik 6rneklerde CTX-M-15, CTX-M-3 ve 2005 yilinda da Japonya disindan ilk
kez TOHO-1(CTX-M-44) bildirimi olmustur (125, 126).

Britanya adasinda Galler bolgesinde 1992-2003 yillar1 arasinda izole edilen 106 insan
kokenli Salmonella izolatinin 14’linde diger Avrupa iilkerine benzer sekilde CTX-M-1 ve

CTX-M-9 varhig gosterilmistir (127). 2003 yilinda ise Ingiltere’de ilk kez CTX-M-3 enzimi;
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45 yasinda nefrektomili bir kadin hastanin idrar Orneginde iireyen bir E.coli susunda
saptanmistir (128). Bunlara ek olarak Ingiltere’de CTX-M iireten izolatlarin dértte birinin
toplum kokenli drneklerden elde edilmesi ve bunlarin CTX-M-9 ve CTX-M-15 {iretmesi
dikkat ¢ekicidir. Bu durum enzimin daha siklikla toplum kokenli oldugunu ortaya
koymaktadir (129). Ote yandan Ingiltere’de GSBL iireten E.coli izolatlar1 giderek artan bir

sorun olusturmaktadir (130).

Ingiltere, Kanada ve Ispanya’da yapilan surveyans calismalarinda toplum kokenli
E.coli izolatlarinda CTX-M {iretimi ve bunun yani sira gentamisin, trimetoprim —
sulfametaksazol, tetrasiklin ve siprofloksasine ¢oklu direng¢ bildirilmistir (108-110). Bu

durumun tedavi se¢eneklerini ¢cok azalttigi agiktir (111).

Bir diger Avrupa tilkesi olan Almanya’da 11 laboratuvardan toplanan ve gesitli viicut
stvilarindan izole edilen Enterobacter cloacae suslarinda CTX-M-2, CTX-M-8 ve CTX-M-9
saptanmistir (131).

Uzak Dogu iilkelerinden Japonya’ da CTX-M-14 ve CTXM-2, Tayvan’da ise CTX-M-
3 saptanmustir (132-135). Icinde iilkemizin de bulundugu Dogu Avrupa iilkelerinden
Polonya’da ise Baraniak ve arkadaslar1 tarafindan (136) 2002’de Polonyali bir hastadan
ameliyat sonrasi yara yerinden sefotaksime direngli E.coli izolatindan CTX-M-15
bildirilmistir. Gniadkowski ve arkadaslarinin Polonya’da 5 yillik siirecte gergeklestirdikleri
calismada, iki farkli egitim hastanesinden toplanan izolatlarda CTX-M-3 saptanmustir (137).

Isveg’te ise 2002 yilinda meydana gelen bir hastane salginindan sorumlu etkenin GSBL
iireten ve CTX-M pozitif bir E.coli susu oldugu ortaya ¢ikarilmustir (37). italya’da yapilan bir
calismada ise bir y1l boyunca hastalardan izole edilen GSBL pozitif Enterobacteriaceae iiyesi
suslarda CTX-M-1, CTX-M-2 ve CTX-M-15 saptanmustir (138).

2003 yilinda ise Portekiz’de kan kiiltiirlinden izole edilen bir K.pneumoniae susunda
CTX-M-15 bulunmustur ve bu Portekiz’den yapilan ilk bildirimdir (139). Buna ek olarak bir
diger calismada farkli bolgelerde yapilan surveyans g¢alismalarinda GSBL pozitif E.coli ve
K.pneumoniae suslarinda CTX-M-15 iretimi yant sira kinolon ve aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin etkisini modifiye eden enzim (qnr ve aminoglikozid i¢in) varlig1 gosterilmistir

(140).

Ispanya’da yapilan bir baska ¢alismada ise dort y1l boyunca hastanede yatan ve ayaktan
tedavi olan hastalardan 30 adet CTX-M-9 pozitif E.coli izole edilmistir. Barselona’daki bu
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yayilim, aktarimin hem plazmid hem de diger mobil elemanlarla (integronlarla) oldugunu
diistindiirmektedir (141). Bunun yani sira bir bagka calismada toplum kokenli GSBL iireten
Enterobacteriaceae ailesi iiyesi suslarda CTX-M-9 saptanmistir. Ayni ¢alismada 48 adet
GSBL iireten ve poliklinik hastalarindan izole edilen E.coli izolatinin 28’inde CTX-M-14
(CTX-M-9 grubu) bulunmustur (109,142). Ayrica Mayorka’da 51 hastanin etkilendigi salgin
esnasinda ¢oklu ilag direnci gosteren GSBL pozitif Enterobacteriaceae ailesi iiyesi
bakterilerde CTX-M-1 ve karbapenem direnci gosterilmistir (143). Bunun yani sira
Ispanya’da Valverde ve arkadaslar1 (106) salgin olmayan durumlarda bile hastanede yatan

hastalarin diski 6rneklerinde artan oranlarda GSBL varligin1 géstermistir.

Tel-Aviv /Israil’de de Enterobacteriaceae izolatlarinda GSBL oranlart oldukca
yiiksektir ve bu bolge de TEM, SHV ve CTX-M pozitiflikleri saptanmustir (145). Tel-Aviv’de
yapilan bir bagka ¢aligmada 80 adet Enterobacteriaceae ailesi iiyesi kan izolatinin 15 tanesi
toplum kokenli olup CTX-M-2 iiretmektedir (146).

Plazmid kokenli CTX-M-3 yayilimi yanisira ¢alismalar, 6zellikle Rusya, Macaristan ve

Yunanistan’da spesifik bir klonun yayildigini diisiindiirmektedir (147).

Pournaras ve arkadaslar1 Yunanistan’da {i¢lincii basamak bir merkezde yatan hasta ve
poliklinik hastalarindan izole edilen Enterobacteriaceae iiyeleri arasinda yaptiklari bir
calismada CTX-M-1 ve CTX-M-3 saptamiglardir (148).

Italya’da Brigante ve arkadaslarimin (149) 5 yillik dénemde Kuzey Italya’da hastanede
yatan ve poliklinikten gelen hastalardaki cesitli klinik orneklerden izole edilen E.coli
suslarinda yaptiklar1 ¢alismada CTX-M-1 bulunmus ve bu durum oksiiminosefalosporin
kullaniminin yayginligina baglanmistir. Bu bolgede yapilan bir baska ¢alismada 11 merkezin
katithmi ile Enterobacteriacae iiyesi bakterilerde CTX-M-1, CTX-M-15 ve CTX-M-32
saptanmis olup yayilim dikkat ¢ekicidir (150).

Amerika Birlesik Devletleri’nde ilk kez CTX-M benzeri GSBL varligr bes farkl
eyaletten toplanan dokuz adet E.coli susunda saptanmis olup bunlarin CTX-M-14 oldugu
ortaya konmustur (81).

Hindistan’da ilk CTX-M firetimi ilk kez Yeni Delhi’de 2000 yilinda birbiri ile iliskili
olmayan alti adet Enterobacteriaceae iiyesi bakteriden CTX-M-15 saptanmasi ile ortaya
konmustur (151). Ote yandan Afrika iilkelerinden de CTX-M bildirimi mevcuttur (152).
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Latin Amerika iilkelerinden Peru ve Bolivya’da Agustos — Kasim 2002 arasindaki
donemde 3208 saglikli gocukta yapilan fekal E.coli izolatlarinin taranmasi ile dort adet
oksiimino sefalosporinlere ve aztreonama direngli susta CTX-M-15 saptanmis olup boylelikle
bu bolgede ilk kez CTX-M-15 bildirilmistir. Bu ¢alismada, florada bulunan E.coli suslarinin

diren¢ aktariminda 6nemli bir rezervuar olabilecegi gosterilmistir (153).

Liibnan’da GSBL iireten Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerin hastane ve toplum
kokenli yayilimini arastirmak amaci ile tilkenin farkl bolgesindeki alti hastanede yatan 1442
hasta ve 58 hastane calisanindan fekal 6rnek toplanmistir. Yetmisiki hastadan, 118 GSBL
pozitif izolat elde edilmistir. Aralarinda herhangi bir klonal yakinlik saptanmamuistir ve biiyiik

cogunlugu CTX-M-15 tiretmektedir (154).

Bugiin 50°den fazla varyanti olan CTX-M grubu GSBL’ler TEM ve SHV grubu
enzimlerin aksine hastane kokenli yayilimin aksine toplumdan ve hatta saglikli hayvanlardan
koken alan suslarda saptanmaktadir. Danimarka’da hayvancilik alaninda infeksiyon kontrolii
ve Onlenmesinde en sik kullanilan antibiyotik grubu beta-laktamlardir (155). Bu durum
giderek beta-laktam direncini arttirmakta ve hayvanlarin da birer rezarvuar oldugunu
diistindiirmektedir. Hayvan kokenli izolatlardan saptanan CTX-M grubu enzimlerin fazla

miktarda sefalosporin kullanimu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (155).

Ulkemizde beta-laktam direng prevalansini ve enzim tiplerini arastiran gesitli calismalar
CTX-M grubu GSBL’lerin iilkemizde de giderek yayginlastigin1 gostermektedir ancak bu

konuda bolgelere gore kesin bir veri bulunmamaktadir.

Direngli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin sagaltiminda
cogunlukla genis spektrumlu beta-laktam ajanlar tek basmma veya aminoglikozidler ve
florokinolonlar ile kombine edilerek kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimlarina paralel
olarak direnc gelisimi de siktir. Ulkemizde hastane kokenli Gram-negatif bakterilerin cesitli
antibiyotik gruplarina duyarliliklarint inceleyen ¢ok merkezli calismalarda iiglincii ve
dordiincii kusak sefalosporinler ile florokinolonlara direncin 6nemli boyutlara ulastigi
goriilmektedir (38). Hitit calismasinda E.coli izolatlarinda GSBL orani ¢esitli merkezlerde
%15.5 ile %37.3 arasinda degismektedir. Bu oran, K.pneumoniae izolatlarinda ise %20.3-
%43.8’dir. Yayinlanan diger makalelere bakildiginda da; 2003-2004 yilina ait ¢esitli
calismalarda E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda degisen oranlarda GSBL {iretiminin

mevcut oldugu goriilmektedir. 2003°te Ankara’dan Karavelioglu ve arkadaslarinin (156)
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calismasinda hastane kokenli E.coli izolatlarinda GSBL oran1 %26 iken, K.pneumoniae’da
%38.9 bulunmustur. Ayni ¢alismada toplum kokenli izolatlarda GSBL pozitif E.coli orani
%2 ve K.pneumoniae i¢in %4.6’dir. Izmir’den Dogan ve arkadaslarmin( 155) 2002-2003
yillarin1 kapsayan caligmalarinda ise hastane kdkenli 114 E.coli izolatinda GSBL oran1 %9.6
iken; K.pneumoniae iginse bu oran %47.3 bulunmustur. Ayni arastiricilar 2003-2004 arasi
donemde hastane kokenli GSBL iireten E.coli’lerde GSBL {iretim oram1 %26.9;
K.pneumoniae iginse bu oran %34.7 olarak bildirmislerdir. Dolayisiyla E.coli izolatlarindaki
oran yiikselirken K.pneumoniae izolatlarindaki oran diigsmiistiir. 2005 yilinda Armed-EARSS
Akdeniz bélgesi i¢in E.coli 3.kusak sefalosporin orani %30.9 olarak bildirilmistir (144).
Antalya’dan Giiltekin ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 bir baska ¢alismada toplum
kokenli E.coli ve K.pneumoniae izolatlarin da GSBL oranlart %13.5 ve %26 olarak
saptanmustir. Bayraktar ve arkadaslari (156), 2003-2004 yillarinda toplum kokenli E.coli ve
K.pneumoniae izolatlarinda %8 ve %36 oraninda GSBL saptamiglardir. Agikgdz ve
arkadaslar1 Ankara’da 2001-2004 yillar1 arasinda ise toplum kokenli E.coli ve K.pneumoniae
izolatlarinda %6.7 ve %14.3 oraninda GSBL saptamislardir. Ote yandan Mumcuoglu ve
arkadaslart 2001-2003 yillarinda yaptiklar1 ¢alismada, toplum kokenli E.coli ve
K.pneumoniae izolatlarinda %20 ve %44 oraninda GSBL saptamiglardir. Bu veriler 1s181inda
hastane ve toplum kokenli E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda yillar i¢inde giderek artan
GSBL saptandig goriilmektedir. Burada bir diger 6nemli konu toplum kokenli izolatlarda da

GSBL oranlarinin yiikselmesidir (156).

Hastanemizde 1 Mayis 2002- 31 Aralik 2005 tarihleri arasinda Klinik Bakteriyoloji
Laboratuvarina gonderilen orneklerden soyutlanan Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL
pozitiflik oran1 Mayis 2002-Nisan 2003 doneminde %3 iken, ikinci yil %9 ve tiglincii yil
%14’e gikmistir. Aymi ¢alismada 6zellikle E.coli ve Enterobacter spp. izolatlarinda GSBL
tiretiminde artis gozlenmistir. Daha 6nce yapilan calismalarda poliklinik kokenli izolatlarda
GSBL gozlenmezken Mayis 2002-Aralik 2005 doneminde toplum kokenli suslarda yillar
icinde giderek artan bicimde %4-7.4 oraninda GSBL pozitifligi saptanmistir (10). 2006 yilinin
ilk 10 aylik doneminde yapilan bir bagka calismada ise bu oranin %I11°e yiikseldigi
belirlenmistir. Dolayistyla toplum kokenli izolatlarin GSBL {iretim oranlarinda belirgin bir

artis gézlenmektedir.

CTX-M grubu enzimler iilkemizde ilk kez Agustos 2001°de 7 yasindaki ¢ocuk hastadan
izole edilen S.sonnei susunda CTX-M-3 enziminin saptanmasi ile bildirilmistir. (15,107).
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Bunu izleyen yillarda bildirimlerin giderek arttigi gdzlenmektedir. Ornegin merkezimizde
yapilan bir ¢alismada 2001 — 2002 yillarina ait 14 adet GSBL pozitif klinik E.coli izolatinda
CTX-M-3 saptanmustir (16). Ayhan ve arkadaslarinin 2002-2004 yillarinda Behget Uz Cocuk
Hastanesi’nde meydana gelen 7 farkli hastane salgininda izole ettikleri 81 Salmonella enterica
serovar Typhimurium susunun merkezimizde yapilan molekiiler ¢alismalarinda SHV-12 ve

CTX-M-3 iirettigi belirlenmistir (17,18).

2005 yilinda ise Giir ve arkadaslarinin yaptig1 Hitit ¢aligmasinda merkezimizde %79
oraninda blacrx.m pozitifligi saptanmistir. Calismada incelenen izolatlarda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde bu oran %60, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi’nde
%57, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %70, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
%75 ve Ibni Sina Hastanesi’nde ise %72 olarak belirlenmistir (38). Bizim ¢alismamizda da

farkli merkezlerde blactx.m varligiin %50-100 arasinda degistigi goriilmektedir.

2001 yilinda, Istanbul’da izole edilen bir K.pneumoniae susunda yine CTX-M-3 gibi
CTX-M-1 ailesinden baska bir enzim olan CTX-M-15 enzim bildirilmistir (157). Aktas ve
arkadaslar1 (19) ise Istanbul’da izole edilen bir E.coli susunda CTX-M-3 gibi CTX-M-1

ailesinden bir enzim olan CTX-M-15 varligin1 géstermislerdir.

Bu noktada tek tek olgu sunumlar1 olmasina ragmen farkli cografik bolgelere iliskin
verilerin kisith olmasi nedeniyle; calismamizda Kasim 2002- Temmuz 2003 arasinda
tilkemizdeki 7 farkli merkezden izole edilen GSBL pozitif Enterobacteriaceae iiyesi
bakteriler arasinda CTX-M prevalansi, bundan sorumlu genetik elemanlarin 6zellikleri, CTX-

M iireten suslarin klonal yakinliklar1 arastirilmistir.

Calismamizda sefotaksim (CTX) direncinin yani sira sefpodoksim (CPD), seftazidim
(CAZ), aztreonam (ATM), imipenem (IPM), sefepim (FEP), amoksisilin- klavulanik asit
(AMC) ve sefoksitin (FOX) antibiyotiklerine direng¢ ve GSBL iiretimi gibi ozellikler de
incelenmistir. Genel olarak, sefotaksim direngli E.coli, K.pneumoniae, K. ornitholytica, E.
cloacae, E. aerogenes ve S.sonnei suslarmin diger beta-laktam antibiyotiklere de biiyiik
oranda direngli oldugu, incelenen ajanlar i¢inde en etkilisinin imipenem oldugu belirlenmistir.
Secilen suglarin tamamina yakini GSBL pozitif olup bazi suslarda direncin kromozomal

AmpC {iretimine bagli olabilecegi belirlenmistir.

Aralarinda merkezimizin de bulundugu Tiirkiye ‘deki yedi farkli merkezden toplanan 70
adet susta CTX-M PZT ile %75.7 oraninda pozitiflik saptanmistir. Calismaya alinan

merkezlerden Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde %100, Ege Universitesi Tip
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Fakiiltesi’nde %70, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi’nde %80, Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %80, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %90, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde %50 ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi‘nde %60
oraninda CTX-M pozitifligi saptanmistir. Calismamizda blaCTX-M oram1 K.pneumoniae
izolatlar1 i¢in %83.3, E.coli izolatlarinda ise %77.4 bulunmustur. Segilen izolatlarda yapilan
dizi analizi ¢aligmalar1 ile bu izolatlarda bulunan CTX-M-3 oldugu gdosterilmistir. Boylelikle
tilkemizin de aralarinda bulundugu Dogu Avrupa’da CTX-M-3 yayginlig1 ¢alismamizda da
gosterilmigtir (158).

ERIC-PZT yontemiyle yapilan klonal yayilim ¢alismasinda merkezler igerisinde kiiclik
kiimelenmeler olmasina karsin merkezler arasinda herhangi bir klonal yayilim
saptanmamustir. Bu bulgular bir salgimni diisiindiirmemektedir. Farkli merkezlerden toplanan
izolatlarin rastgele segilmesi bu duruma sebep olabilir. Ancak CTX-M iiretim oranlarindaki

artis hareketli bir elemanin yayilimini diistindiirmektedir.

Ote yandan transkonjugasyon ve plazmid ekstraksiyon ¢alismalari ile bla CTX-M ’in 46
-85 kbp arast biyiikliikklerdeki plazmidlerle gectigi ortaya konmustur. Bu da farkh
caligmalarda gosterildigi gibi yayilimin plazmid aracilikli oldugunu gdstermektedir (54).
Ancak  c¢alismamizin  bir  kisithligt  plazmid  restriksiyon  enzim  analizinin
gerceklestirilememesi; dolayisiyla benzer biiytikliikteki plazmidlerin ayni olup olmadiginin

degerlendirilememesidir.

Hastane i¢inde GSBL yayilimii engellemek i¢in Onerilen gesitli infeksiyon kontrol
yontemleri mevcuttur (159). Bunlar arasinda izolasyon 6nlemleri, ¢evresel dekontaminasyon
ve antibiyotik kullanim paternlerinde degisiklik sayilabilir. Klinikte yapilan pek cok
calismada hastane i¢inde genis spektrumlu sefalosporin kullaniminin kisitlanmasinin GSBL
tireten bakteri infeksiyonlarinda azalmaya ve salginlarin kontrol altina alinmasina katkida
bulundugu gosterilmistir (6). Benzer sekilde yaygin beta-laktam dis1 genis spektrumlu
antibiyotik kulanimi ile GSBL sentezleyen bakteri salgmlari arasinda da anlaml iligki

bulunmustur.

GSBL iireten Gram negatif bakteri infeksiyonlar1 6nemli sorunlara yol agmaktadir. Her
gecen giin sayilar artan beta-laktamazlar aslinda bakterilerin degisen ¢evre kosullarina uyum
icin kullandiklar1 bir tiir savunma araci olarak diisiiniilebilir. Bu tiir bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarla miicadelede antibiyotik kullanim ilkelerine uyulmali ve hastane infeksiyon

kontrol onlemlerine dikkat edilmelidir.
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CTX-M enziminin saptanmamasi ya da ge¢ saptanmasi tedavi basarisizliklarina yol
acmaktadir. CTX-M iireten suslarin toplumda artis1 dikkat ¢ekicidir. Bu durum sadece genis
spektrumlu sefalosporinlerin yogun kullanimi ve segici baskisina baglanmamalidir. Evrimsel
stiregte molekiiler diizeyde blactx-m geninin rekombinasyonel olarak IS veya transpozon gibi
elemanlarla aktarimi s6z konusudur. Plazmidle olan aktarimda farkli ¢evrelere yayilim

onemlidir (14).

blactx-m genleri dogal olarak Kluyvera cinsi bakterilerde bulunmaktadir. Bu enzimin
hastanelere olan yayiliminin toplumdan gegisle meydana geldigi tahmin edilmektedir ve bu
siirecin, toplumdan hastaneye ve hastaneden topluma gecislerin bir dongli halinde devam

ettigi diistiniilmektedir (12,14,55-59).

CTX — M grubu enzimler hem toplum hem de hastane kokenli suslarda yayilmaya
devam etmektedir. Bu artis sadece genis spektrumlu sefalosporinlerin yaygin kullanimina
bagl secici baskiya dayandirilmamalidir. Burada molekiiler diizeyde hareketli genetik
elemanlarla gelisen evrim de onemlidir. Ileri dénemde buna yénelik ¢alismalarla CTX-M

pandemisi daha iyi anlasilmaya calisilmahidir (14,53).

CTX-M enziminin yayilimi spesifik klonlar ile degil de, ¢ok sayida klon ve hareketli
genetik elemanlar araciligi ile gerceklesmektedir (14). Plazmid kokenli olan CTX-M
enzimlerinin, ayni plazmid tlizerinde ISEcpl olarak adlandirilan bir IS elemani varliginda
yayillm hizinin artti@i bildirilmektedir (112). CTX-M ireten bakterilerle hastane
infeksiyonlarinda artis goriilmesinin nedeni, diger GSBL’lerin aksine toplum kdkenli

enzimlerin hastane ortamina ge¢mesidir (14).
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7.SONUC :

Sonug olarak ¢alismamizda yedi farkli merkezden izole edilen Enterobacteriacea iiyesi
suslarda TEM veya SHV grubu olmayan GSBL grubu bir enzim olan CTX-M grubu
GSBL’lerin molekiiler epidemiyolojisi arastirilmistir. Tiirkiye’deki diger merkezlerin de bu
caligmalara katilmasi ile bu enzimin yayilimi konusunda bilgilerimiz artacaktir. Ancak
ozellikle enzimin toplumdaki ve hastanedeki rezervuarlart konusunda ileri g¢aligmalara

gereksinim bulunmaktadir.
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