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TURKCE OZET

COKLU ANTIMIKROBIYAL DIRENCLIi ESCHERICHIA COLI’DE
GENISLEMIS SPEKTRUMLU B-LAKTAMAZ DIiRENCININ
KARAKTERIZASYONU

Bu arastirmanin amaci, ¢oklu antimikrobiyal direngli (multidrug resistance:
MDR) Escherichia coli’de (E. coli) genis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iiretiminin
fenotipik ve genotipik yontemlerle karakterize edilmesidir.

Saglikli ve enfeksiyon bulgusu gosteren hayvanlardan 112 E. coli izolati
secilerek arastirmaya dahil edildi. Izolatlarin antimikrobiyal direnc profillerini
belirlemek amaciyla fenotipik tarama ve dogrulama testleri, broth-mikrodiliisyon ve
disk diflizyon yontemleri yapildi. Genotipik testler ise PCR’la gergeklestirildi.
Antimikrobiyal duyarlilik ¢alismalarinda E. coli ATCC 25922 kontrol susu olarak
kullanildi. Broth-mikrodiliisyon yontemi ile seftazidim (CAZ) ve sefotaksimin
(CTX) MIK degerleri ve disk difiizyon yontemiyle ise bu ilaglarin hem tek basima
hem de klavulanik asit ilaglar1 ile kombinasyonlarmin MIK degerleri CLSI’in
(Clinical and Laboratory Standarts Institute) onerileri dogrultusunda degerlendirildi.

Broth-mikrodiliisyon testi sonucuna gore 92 izolat (%82,14) seftazidime
duyarliyken 2 izolat (%1,78) orta duyarli, 18 izolat (%16,07) ise direngli olarak
belirlendi. Sefotaksim i¢in bu degerler sirasiyla 45 izolat (%40,17) duyarli, 35 izolat
(%31,25) orta duyarli ve 32 izolat (%28,57) ise direngli olarak belirlendi. Disk
difiizyon yontemi ile yapilan dogrulama testlerinde bir izolatin seftazidime (% 0.89)
ve bir izolatin ise sefotaksime (% 0.89) direngli oldugu tespit edildi. 111 izolatin her
iki bilesige duyarli oldugu ve hig bir izolatin orta duyarli olmadigi belirlendi.

CLSTI’nin kriterlerine gore 1 adet izolat fenotipik olarak GSBL pozitif, 111
adet izolat ise GSBL negatif olarak degerlendirildi. Direngli ve duyarli bulanan E.
coli izolatlarinin GSBL varligi, GSBL iiretilmesinden sorumlu olan bla genlerinden
blasqy geninin tespitine bagli olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
degerlendirildi. blagyy geninin hem GSBL pozitif hem de GSBL negatif E. coli
izolatlarin higbirinde bulunmadig belirlendi.

Bu aragtirmanin sonuglarma goére direngli ve MDR E. coli izolatlarinin tek
basina kullanilan B-laktam grubu bilesiklere karst 6nemli diizeyde duyarliliklarini
yitirdikleri belirlenmistir. Ancak GSBL nitelenmesi i¢in gerekli olan klinik esik
degerlere sahip izolat sayisi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle MDR ve GSBL arasinda
bagimli 1iliski degerlendirildiginde GSBL varligmin her zaman MDR ile
iligskilendirilemeyecegi dngoriilebilir

Anahtar kelimeler: MDR, E. coli, GSBL, Antimikrobiyal direng



INGILIiZCE OZET

CHARACTEIZATION OF EXTENDED-SPECTRUM B-LACTAMASE
RESISTANCE IN MULTIPLE DRUG RESISTANT ESCHERICHIA COLI

The aim of this study was to characterize the production extended-spectrum
B-lactamase (ESBL) in multidrug resistant (MDR) Escherichia coli (E. coli) by
phenotypic and genotypic methods.

A total of 112 E. coli isolates with healthy and infectious findings were
selected and included in the study. Phenotypic screening and validation tests were
performed with broth-microdilution and disc diffusion methods to determine the
antimicrobial resistance profiles of the isolates. Genotypic tests were performed with
PCR. E. coli ATCC 25922 was used as control strain in antimicrobial susceptibility
studies. MIC values of ceftazidime and cefotaxime drugs were evaluated by broth-
microdilution method and disk diffusion method of these drugs both alone and in
combination with clavulanic acid drugs (Clinical and Laboratory Standards Institute)
were evaluated according to CLSI recommendations.

While 92 isolates (82.14%) were susceptible to ceftazidime, 2 isolates
(1.78%) were medium sensitive and 18 isolates (16.07%) were resistant to broth
microdilution test. For cefotaxime, 45 isolates (40.17%) were susceptible, 35 isolates
(31.25%) were moderately sensitive and 32 isolates (28.57%) were resistant. One of
the isolates was resistant to ceftazidime (0.89%) and one to cefotaxime (0.89%). 111
isolates were sensitive to both compounds and no isolates were moderately sensitive.

According to CLSI criteria, 1 isolate was phenotypically ESBL positive and
111 isolates were ESBL negative. The presence of ESBL in resistant and susceptible
E. coli isolates was determined by polymerase chain reaction (PCR) for the blaSHV
gene, one of the bla genes responsible for ESBL production. The blaSHV gene was
found to contain none of the ESBL positive and ESBL negative E. coli isolates.

According to the results of this study, resistant and MDR E. coli isolates lost
significant sensitivity to B-lactam group compounds used alone. However, the
number of isolates with clinical thresholds required for ESBL characterization is very
low. Therefore, when the dependent relationship between MDR and ESBL is
evaluated, it can be predicted that the presence of ESBL is not always associated
with MDR.

Keywords: MDR, E. coli, GSBL, Antimicrobial resistance



1. GIRIS

Hastane ve toplum enfeksiyonlarinda Enterobacteriaceae ailesi tibbi agidan
onemlidir. Bu ailenin iiyeleri hayvan ve insanlarin bagirsak florasinda, bitkilerde,
toprak ve suda yaygin olarak bulunur ve bir¢ok hastalik icin risk faktoriidiir
(Bilgehan, 2000). Enterobacteriaceae ailesinin Onemli bakterilerinden olan
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus,
Yersinia, Morganella, Serratia, Providencia nin 6nemli enfeksiyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Bir bagka ifade ile Enterobacteriaceae ailesi klinik laboratuvarlarda en
fazla izole edilen grubu olusturur (Kiratisin ve Henprasert, 2010). Escherichia coli
(E. coli) ise bu grubun en &nemli bakterilerinden biridir. izole edilen basillerin
yaklasik olarak %80°’i Enterobacteriaceae ailesi iiyesidir ve bunlar; gastroenteritlerin
%65-70’inden, idrar yolu enfeksiyonlarmin %70°den ve septisemilerin ise
%350’sinden  sorumludur (Brunder ve ark., 1997). Bunun disinda hastane
enfeksiyonlarinin da en biiylik sorumlusu olarak kabul edilmektedirler (Yoldas,

2007).

[k defa infantlarm diskisinda izole edilen E. coli, yaygin olarak memelilerin
ve kuslarin bagirsak florasinda dogal olarak bulunan bir bakteridir (Kucheri ve ark.,
2005). Insanlarin gastrointestinal sistemi i¢in oldukca faydali olan E. coli B ve K
vitamini sentezindeki rolii nedeniyle de arastirmalara ¢ok fazla konu olmaktadir
(Akgam, 2004). Ancak E. coli’nin diskida bulunmasi igme ve kullanma suyunda
kirlilige isaret ederken; aragtirmalar E. coli'nin toksijenik/patojenik suslarinin
bulundugunu, icecek ve yiyecekler yolu ile alindiginda zehirlenmelere, beyin ile

bobrek hasarlarina ve hatta 6liim sebep oldugunu gostermistir (Demir, 2006).

Enfeksiyonlarin tedavisinde genellikle (-laktam grubu antimikrobiyaller tek
basina ya da kombine olarak kullanilmaktadir (Danel ve ark., 1995). Ancak son

yillarda profilaktik ve tedavi amaci ile antimikrobiyallerin yaygin ve yanlhs kullanimi



B-laktamlara kars1 direng gelisimine neden olmus ve bu durumda uygulanan tedaviler
basarisizlikla sonuglanmistir (Lee ve ark.,, 2003). E. coli’nin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde de siklikla B-laktamlarin kullanilmasi bakteriler arasinda
B-laktam direncinin yayginlagmasinin nedenlerinden biridir. Diren¢ olusumunun
altinda yatan mekanizmalarin basinda ise p-laktamaz enzimleri gelmektedir (Su ve
ark., 2014).

B-laktamaz, 4 atomlu B-laktam halkasini hidrolize ederek ilaci inaktif hale
getiren bir enzim olup, ilk B-laktamazlar I. Kusak sefalosporinlerle penisilinleri aktif
sekilde parcalayabildikleri halde, seftazidim, sefotaksim ve aztreonam gibi genis
spektrumlu B-laktamlara karsi etkisizdirler (Livermore, 1995). 1980°li yillardan
sonra genis spektrumlu B-laktamlarin yaygin bir sekilde kullanilmalar1 B-laktamaz
enzimlerini kodlayan genlerde mutasyonlara ve buna bagl olarak da “Genislemis
Spektrumlu pB-Laktamaz (GSBL)” olarak adlandirilan yeni enzimlerin ortaya
cikmasina neden olmustur. Toplam 350 B-laktamaz enziminin yaklasik 150°sini
GSBL’ler olusturmaktadir. (Bal, 2003) E. coli basta olmak tizere, GSBL {iretimi ve
patojen bakteriler arasinda hizla yayilmasi son yillarda Onemli sorunlar
olusturmaktadir (Pfaller ve Segret, 2006). GSBL iireten bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda, hastanede kalig siiresi uzayabilir ve yogun bakim gereksinimi
artabilir. Uriner veya vendz kateter gibi uygulamalar B-laktam kullanma ihtiyacim

arttirdigindan antimikrobiyal direng gelisimi kolaylasabilir (Romero ve ark., 2005).

GSBL’nin morbidite, mortalite ve tedavi maliyetleri bakimindan 6nemli
olumsuz sonuglari bulunmaktadir (Akova, 2004). Mikrobiyolojik agidan bakteri
duyarliligimin belirlenmesi i¢in rutin izleme testleri yapilmasina ragmen, Tiirkiye’de
veteriner hekimligi disiplininde GSBL ireten bakterilerle ilgili sinirli sayida
aragtirma bulunmaktadir. Bazi arastirmalarin sonuglarina goére fenotipik olarak
GSBL’nin pozitif sonu¢ vermedigi belirlenmistir (Aksoy ve ark., 2005, Ding ve ark.,
2012)

GSBL yayiliminin engellenmesindeki ilk basamak izolatlarda hangi tip
GSBL’nin yaygin oldugunun belirlenmesi ve yayilma yolu ile hizinin anlagilmasidur.
Bu nedenle 6ncelikle izolatlarin igerdigi GSBL tipleri dogru olarak tanimlanmalidir
(Duman ve ark., 2010). B-laktamaz inhibitorlerine karst GSBL duyarliligi igin;



kombine disk yontemi, ¢ift disk sinerji yontemi, E test® yontemi, mikrodiliisyon
yontemi, ii¢ boyutlu test, boronik asit yontemi ve otomatize sistemler gibi dogrulama

testleri yapilmaktadir (Pitout ve ark., 2005).

Antimikrobiyal diren¢ su anda diinya ¢apinda insan sagligina yonelik en
biiyiik tehditlerden biri olarak kabul edilmektedir ve ¢ok az sayida antimikrobiyal
grubu kullanilabilir duruma gelmektedir. Diinya Saglik Orgiiti'ne (World Health
Organization. WHO) gore, diinyanin her yerinde antimikrobiyal direngli suslar
mevcuttur ve yeni diren¢g mekanizmalari kiiresel olarak ortaya ¢ikmaya ve yayilmaya
devam etmektedir (WHO, 2014). Halk sagligim1 korumak ve direng faktorlerinin
cevreye yayillmasmi Onlemek i¢in antimikrobiyal direng ile ilgili molekiiler
karakterizasyon caligsmalar1 detayli olarak yiiriitiilmelidir. Bu nedenle bu ¢alismanin
amaci hayvanlardan izole edilen E. coli’de ¢oklu ilag direnci (Multidrug Resistance:

MDR) ile GSBL direncinin fenotip ve genotipini karakterize etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  E. coli (Tarihgesi, Genel Ozellikleri ve Tipleri)

Ik defa 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan izole edilen E. coli;
Enterobacteriaceae ailesinin en dnemli iiyesidir (Ozbas ve Aytag, 1995). Boyutlar:
1.1-1.5 x 2.0-6.0 um olan ve hareketli 6zelliklere sahip E. coli’ler Gram negatif
fakiiltatif anaerobiktirler. Enterobakteriler selektif ve diferensiyel besiyerleri ile
Nutrient agar ve kanli agarda (MacConkey, EMB agar, vs) 37 °C’de 24 saatte S tipli
koloniler seklinde gozle goriilebilir. EMB agarda metalik refle veren koloniler
MacConkey agarda ise pembe koloniler olustururlar. Nutrient bulyonda 24 saatte
37 °C’de bulaniklik meydana getirerek iireyen E. coli laktoz, mannitol ve glikoz gibi

birgok karbonhidrati asit ve gaz olusturarak fermente eder (T6reci, 2002).

E. coli’nin optimal tireyebilecegi pH 7-7.2 olup optimal iireme 1s1s1 37 °C’dir.
Fakat pH 5-8 arasinda 15-44°C’de de iireme &zelligi gosterebilir. Ozellikle 44°C°de
ireyebilmesi benzer bazi bakterilerden ayirt edici 6zelligidir. Uzun siireli soguk ve

donmus muhafaza ortaminda canliligini korur (Toreci, 2002).

E. coli, triner sistem enfeksiyonlari, hemolitik iiremik sendrom, pnémoni,
sepsis, menenjit, ishal, apse, peritonit, siniizit gibi enfeksiyonlara neden olabilir
(Duman ve ark., 2010). E. coli’nin sebep oldugu bu enfeksiyonlar, bagirsaklar ve
bagirsak diginda (enterik ve enterik olmayan) olusanlar seklinde iki gruba ayrilir.
Bagirsaklarda olusturduklart hastaliklarin fizyopatolojilerine gore cesitli tiplere
ayrilmaktadirlar. Bunlar enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvazif E. coli
(EIEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enterohemorajik E. coli (EHEC),
enteroaggregatif E. coli (EAEC), diffuz adherent E. coli (DAEC), adherent invazif E.
coli (AIEC)’dir. Bu grupta bulunan E. coli suslar1 sindirim sistemi patolojilerinden

sorumludur. Bagirsak disinda olusturduklar1 ve sistemik enfeksiyonlara neden olan



bu gruba ise tiropatojenik E. coli (UPEC), neonatal menenjit E. coli (NMEC) ve
Avian Patojenik E. coli (APEC) suslar1 dahildir (Allocati ve ark., 2013). Escherichia
cinsinin; E. coli, E. adecarboxylata, E. fergusonii, E.hermanii, E. vulnaris, E. blattae
ve E. alberti olmak tizere 7 tiirti vardir (Omerovic ve ark., 2017). Ancak E. coli; hem
insan hem de hayvan sagliginda en sik karsilasilan bir bakteridir ve iizerinde en ¢ok
aragtirma yapilan tiirdir (Edwards ve Fung, 2006). 19. yiizyilldan beri bagirsak
kaynakli patojenlerin indikatorii olarak kullaniliyor olmasi E. coli’nin en 6nemli
Ozelligidir. Ayrica 1980’li yillardan sonra E. coli’nin toksijenik ile patojenik
suslarinin bulundugu ve hatta 6liime neden olduklar1 belirlenmistir (Brunder ve ark.,

1997).
E. coli’nin hayvanlarda yaptig1 hastaliklar su sekilde siralanabilir:

1) Evcil hayvanlarda intestinal hastaliklar (kolibasillozisler):
Yeni dogmus ve geng hayvanlarin (buzagi, kuzu, domuz, yavrusu, tay, civciv
gibi) enfeksiyonlart.
2) Evcil hayvanlarda ekstra intestinal hastaliklar:
A) Urogenital sistem enfeksiyonlart
a) Kedi ve kopeklerde E. coli ‘den ileri gelen sistitis ve
piyelonefritis’ler
b) Kopek ve atlarda genital sistem infeksiyonlari
B) Yara enfeksiyonlari
C) Akciger yangilari (pnémoni)

D) Meme bezi enfeksiyonlari (mastitisler)

Intrinsik olarak E. coli penisilin G’ye kars1 direng gostermektedir (Allocati ve
ark., 2013). Yapilan ¢alismalarda insan kaynakli E. coli izolatlarinda aminoglikozit,
p-laktam, florokinolon ve karbapenem direncinin Giiney Avrupa’da yaygin oldugu
bildirilmistir (ECDC, 2014). Avrupa’da iilkeler bazinda degerlendirildiginde ise
Tirkiye ve Kibris’ta sefalosporin, aminoglikozit, florokinolon ve MDR E. coli
yaygindir (Allocati ve ark., 2013; Cengiz ve ark., 2012). Hastane ve toplum kaynakl
enfeksiyonlarin tedavisi i¢cin MDR E. coli suglarinin yayginlagsmasi biiyiik risk
olusturmaktadir. Ciinkii bu enfeksiyonlar icin en sik karsilagilan risk etmeni E.

coli’dir. Gida ve hayvan kaynakli E. coli izolatlarinda da MDR’a siklikla



rastlanmaktadir. Veteriner hekimliginde antimikrobiyallerin asirt kullanilmasina
bagl olarak direngli E. coli suslarmin artis gostermesi (Allocati ve ark., 2013),
dogrudan kontaminasyona ya da dolayli olarak kontamine gidalarin tiiketilmesi
sonucu insan saghg icin biiyiik risk olusturmaktadir. Ozetle; E. coli yeryiiziinde
bircok ekstraintestinal ekosisteme uyum gosterebilir ve antimikrobiyal direng
faktorlerini insan basta olmak lizere gida ve hayvanlar ile ekosisteme aktarabilir

(Ewers, 2012).

2.2.  Antimikrobiyaller

Antimikrobiyallerin ilk kesfi 1929 yilinda Alexander Fleming’in penicillium
kiifii ile agar plaginda stafilokoklarin liremesinin inhibe oldugunu goézlemlemesine
dayanir. Antimikrobiyaller; 6zellikle toprakta bulunan mikroorganizmalar tarafindan
diger mikroorganizmalari 6ldiirmek ya da tiremelerini durdurmak igin tretilen
mikrobik hiicre metabolizma tiriinleridir. Bacillus tiirleri polimiksin ve basitrasinleri,
Actinomycetes;  aminoglikozidler,  streptomisin, tetrasiklin,  kloramfenikol,
makrolidler ve rifamisinleri; Cephalosporium sefalosporinleri, Penicillium ise

penisilini iiretir (Prescott, 2013)

Bir bakterinin, antimikrobiyal bir ajanin liremeyi durdurucu ya da oldiiriicii
etkisine kars1 koyabilme yetenegine ‘direng’ denir. Uygunsuz ve gereksiz
antimikrobiyal kullanimi direng gelisimini artirirken ayni zamanda direng
mekanizmalar1 sayesinde bakterilerin olumsuz ¢evre sartlarinda canliliklarini
stirdiirebilirler (Yiice, 2001). Buna bagl olarak antimikrobiyal direnci hem hastane
gibi saglik kuruluslarinda hem de toplumda gittikce 6nemli bir saglik sorunu haline
gelmektedir. 1900’li yillarda siilfonamidlerin kesfi ve penisilin ile diger
antimikrobiyallerin bulunmasindan sonra enfeksiyonlarin bir¢ogu kontrol altina
almabilmistir (Wang, 2006). Uygunsuz ve gereksiz antimikrobiyal kullaniminin
siirdliriilmesi her seferinde yeni iiretilen bilesiklere karsi farkli mekanizmalar
araciligiyla direng olusmasina neden olmaktadir. Bu durum bilim diinyasinda daha az
toksik ve daha genis etki spektrumlu antimikrobiyallerin iretilmesine yonelik

calismalarin hiz kazanmasina neden olmustur (Durupinar, 2001). Biitiin diinyada bir



taraftan hizla yeni ilaclar gelistirilmekte iken, diger taraftan iiretilen bu ilaglara karsi
diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olugan enfeksiyonlar yayilim gostermektedir.

Dolayisiyla antimikrobiyal direng sorunu daha 6nemli bir hale gelmektedir (Sthca ve
ark., 2012).

2.3. p-Laktam Antimikrobiyaller

B-laktam grubu antimikrobiyaller; yapilarinda bir B-laktam halkasi tagiyan ve
hiicre duvari sentezini engelleyen genis spektrumlu etki gosteren ajanlardir. Gerek
hastane i¢inde gerekse hastane disinda enfeksiyonlarin tedavisinde en sik kullanilan
B-laktamlar halka 6zelligine gore gruplandirilirlar. Bes gruba ayrilan p-laktam grubu
antimikrobiyaller; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve B-
laktamaz inhibitorleri seklinde siniflandirilirlar (Sekil 1). Temel hedefi penisilin
baglayict proteinler (PBP) olan B-laktam antimikrobiyallerinin etkileri yavastir ve
bakterisidal etkilidirler (Bush ve Jacoby, 2010).
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Sekil 1: B-laktamlarin molekiil yapist (Cetinkaya, 2008).

B-laktam antimikrobiyaller; yapisal olarak D-alanil-D-alanin molekiiliine
benzerler. Bundan dolay1 transpeptidasyon islemini yiirliten enzimler bakterinin
hiicre duvarindaki transpeptidasyonu engellerler. Bu sekilde de murein hidrolaz
enzimlerini aktive ederek hiicre duvarinin yapisal bitiinliigiinii saglayan
peptidoglikanlarin sentezini inhibe ederler. Peptidoglikan zincir N-asetil glikozamin
(NAGA) ile N-asetil muramik asit (NAMA)’den olusmustur (Onciil, 2002).



B-laktam antimikrobiyaller maksimum etkilerini sadece iireme fazindaki
bakterilerde gosterirler ve etkileri minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MIK)

dort katinda en yiiksektir.

2.3.1. Penisilinler

Penisilinler; bir tiazolidin halkasina serbest amino grubu iceren [B-laktam
halkasinin eklendigi 6-amino penisinoleik asit niikleusundan meydana gelirler. Esas
yapiya farkli zincirlerin eklenmesi sonucu farmakolojik etkileri ve etki alanlarina

gore 6 farkli fonksiyonel gruba ayrilirlar.

Dogal penisilinler (penisilin G, penisilin V). Penisilium cinsi elde edilen
penisilinlere dogal penisilin denir. Mide asidinde inaktive olan penisilin G yalnizca
parenteral yolla kullanilir ve kisa yarilanma 6mriine sahip oldugu i¢in 4-6 saat gibi
sik araliklarla kullanilir. Prokain penisilin G ise, yiiksek kan seviyesi gerektirmeyen
ancak pnomokok pnémonisi gibi uzun etki siiresi istenen durumlarda intramiiskiiler

olarak uygulanir.

Aminopenisilinler:  Ampisilin  (AMP), amoksisilin (AMX), bakampisilin
(BAX) bu grubun iiyesidir ve B-laktamaz iireten tim bakteriler ile Pseudomonas

aeruginosa’ ya (P. aeruginosa) karsi etkisizdirler.

Karboksipenisilinler: Grubun en bilinen tiyeleri tikarsilin ve karbenisilin’dir.
Gilintimiizde oldukga yiiksek oranda tuz igerdikleri ve yiiksek direng¢ oranlarina sahip

olduklari i¢in kullanim disidirlar (Cengiz, 2004).

Asiliireidopenisilinler: Giliglii antipsddomonal etki gosterirler. Azlosilin,

piperasilin, mezlosilini igeren bu grup, monosodyum tuzu seklinde kullanilir (Onciil,
2002).

Penisilinaza  diren¢li  penisilinler: Stafilokoklarin hemen tamaminin
salgiladigi penisilinaz enzimine dayanikli olan tek penisilin grubudur. metisilin,

nafsilin, oksasilin, dikloksasilin, kloksasilin bu grubun iiyeleridir.(Onciil, 2002).



Beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine penisilinler: Diger penisilinlere gore
daha genis bakteri spektrumu ile toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarin tedavisinde
giivenle kullanilan antimikrobiyallerdir. Amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin-
sulbaktam, tikarsilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktamdan olusan ¢esitli tiirleri
bulunmaktadir. (Onciil, 2002).

2.3.2. Sefalosporinler

Temel yapis1 7-amino-sefalosporanik asit olan sefalosporinler; sefalosporin
C’den tiireyen B-laktam grubu antimikrobiyalleri olustururlar (Liarrul ve ark., 2010).
Sefalosporinler ilk defa Cephalosporium acremonium mantarindan izole edilmistir.
Sefalosporinler, bakterisidal etkisini bakteri peptidoglikan sentezini inhibe ederek
gosterir.Sefalosporinlerin temel yapisina yan iriinlerin baglanmasi sonucunda etki
mekanizmalart ile fonksiyonel Ozellikleri degisiklik gostermektedir. Dolayist ile
sefalosporinler antimikrobiyal etki sinifina goére 4 kusak olarak (jenerasyon)
incelenmektedir (Yildiz ve ark., 2014).

Birinci kusak sefalosporinler: Gram pozitif bakterilere etkin olup Gram
negatif bakterilere etkinlikleri diisiik olan bu grup sefalosporinler iginden en ¢ok
bilinen sefaleksin, sefadroksil, sefazolin ve sefalotindir. Sefalotin ilk kullanima giren

sefalosporin olmasina ragmen yan etkileri nedeniyle kullanilmamaktadir.

Ikinci kusak sefalosporinler: Birinci kusak sefalosporinlere kiyasli Gram
negatif etkinlikleri yiiksek olan sefalosporinlerdir. Sefaklor, sefuroksim, sefotetan ve

sefoksitin igeren bu grubun Gram negatif bakterilere de etkinlikleri vardir.

Ugiincii kusak sefalosporinler: 1980°li yillarda kulamma giren ve Gram
negatif bakterilere yiiksek, Gram pozitif bakterilere ise diisiik etkinlikleri olan bu
grubun iyeleri sefotaksim, seftriakson, seftazidim, sefiksim ve sefdinirindir.
Tirkiyede ve diinyada en fazla tiiketilen tiyesi seftriaksondur. Anaerop etkinlikleri

diistiktiir. S. auresu’a etkinlikleri yoktur.

Doérdiincii kusak sefalosporinler: Basta sefepim (SEP) olmak iizere genis

spektruma sahip olan bu grup hem Gram pozitif bakterilere hem de Gram negatif



bakterilere yiiksek etkinlikleri vardir. Ozellikle {igiincii kusak sefalosporinlere gore
daha giicli Gram pozitif etkinlige sahip olmakla birlikte [-laktamazlara
direnglidirler. Sefalosporinlerin en son ve en yeni kusagi besinci kusak
sefalosporinlerde seftarolin ve seftobiprole yer almaktadir. Metisiline diregli
Staphylococcus aureus (S. aureus) (MRSA), psodomonal ve nazokimyasal
enfeksiyonlarin tedavisinde etkildirler. Bu gruptak: ilaglarin bazilarinin ¢ocuklarda

kullanimi FDA tarafindan onaylanmamistir (Y1ildiz ve ark., 2014).

2.3.3. Monobaktamlar

Monobaktamlar; monosiklik yapidaki bir B-laktam halkasindan olusurlar.
Monobaktamlar; Gram negatif bakterilerin PBP’e baglanarak hiicre duvari sentezini
inhibe ederler. Gram negatif bakterilerden 6zellikle Enterobacteriaceae ailesi ile
Pseudomonas tiirlerine karsi daha etkilidirler. Ancak bu grup; anaerob bakteriler ile
Gram pozitif bakterilere karsi etkisizdir. Klinik kullanimi olan Aztreonam

monobaktamlar iginde ilk sirada yer alir (Li, 2017).

2.3.4. Karbapenemler

En genis spektrumlu B-laktam antimikrobiyaller olan karbapenemler yapisal
olarak siilftir veya hidrojen atomlar1 yerine hidroksietil yan zinciri
barindirmalarindan dolay1 sefalosporin ve penisilin grubundan ayrilirlar. Sentetik
grup B-laktam olan karbapenemler birgok Gram negatif, Gram pozitif, anaerob ve
aerob bakteriye karsi etkilidir. Bu grupta imipenem, meropenem, ertapenem
bulunmaktadir (Rice ve ark., 2007).

10



2.3.5. p-Laktamaz Inhibitorleri

B-laktamaz inhibitorleri ilk defa 1990°l1 yillarda kesfedilmis ve TEM-1 -
laktamaz grubunun bir varyanti olarak siniflandirilmislardir. Sonraki yillarda
Inhibitér-Direngli TEM  (‘Inhibitor-Resistance  TEMs’,  IRTs)  olarak
adlandirilmiglardir (Eftkhar, 2005).

Molekiil yapilar1 diger B-laktam grubu antimikrobiyallere benzer. Bu nedenle
B-laktam grubu antimikrobiyaller Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler tarafindan
sentezlenen inhibitdr direngli B-laktamazlar tarafindan inaktive edilebilir. B-laktamaz
inhibitorleri B-laktam antimikrobiyallerinin -laktamazlara duyarl: katalitik bolgesine
irreversible olarak baglanarak bilesigin hidrolizini engeller. Buna ek olarak f-
laktamaz inhibitorleri bakterinin PBP’e baglanarak antimikrobiyalin daha etkili
olmasin1 saglar. En bilinen ve siklikla kullanilan B-laktamaz inhibitorleri; klavulanik

asit, tazobaktam ve sulbaktamdir (Prinakaris ve ark., 1997).

Klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam tam bir B-laktam gibi davrandiklari
icin partner bir B-laktam ile birlikte kullanilmalidir. Boylece ana bilesik enzimatik
hidrolizden korumus olur (Sekil 2) (Bedir, 2006).
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Sekil 2: B-laktamaz inhibitérlerinin molekiiler yapisi (Bedir, 2006)

2.4. p-Laktam Antimikrobiyallere Kars1i Diren¢ Gelisimi ve Direncin

Mekanizmalar

PBP; bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikanin sentezinden sorumlu bir

molekiildiir. Biitin B-laktam antimikrobiyalleri bu PBP molekiiliine baglanarak D-
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alanil D-alanin transpeptidaz ile transglikosidaz aktivitesini inhibe ederler. Ciinkii -
laktam antimikrobiyaller yapisal olarak D-alanil D-alanin peptid’e benzer. Irreversibl
olarak gerceklesen bu baglanma islevsiz ve stabil bir asil kompleksi meydana getirir.
Hiicre duvarindaki transpeptidazlarin inhibe olmasi sonucu otolizinler aktiflesir ve
hiicre duvart yikilir. Yiiksek osmotik basingtan dolayr su bakteri hiicresinin igine

dogru girerek bakterinin 6lmesine neden olur (Yoneyama ve Katsumata, 2006).

Bakterileri inaktive etmek amaciyla gelistirilen her antimikrobiyalden belli
bir siire sonra tekrar bir diren¢ mekanizmasi gelismekte ve dolayisiyla bakterilerde
yeni ve daha giiclii gesitli direng mekanizmalar1 ortaya ¢ikabilmektedir (Winn ve
ark., 2006). Direng gelisimi bakterinin dogasindan kaynakli olabildigi gibi herhangi
bir mutasyon ya da genetik materyal kazanimi sonucunda da olabilir. Esas olarak
diren¢ gelisiminde (1) baglanma noktalarinin modifiye olmasi, (2) enzim iiretimi, (3)
membran pompasi ve (4) membran gecirgenliginin azalmasi gibi mekanizmalar rol
oynamaktadir. Enzimler yoluyla direng gelistirme bakterilerde en sik karsilasilan
mekanizmalarin basinda gelmektedir (Tablo 1). Bunun en iyi 6rnegi ise B-laktam
grubu antimikrobiyallere karsi B-laktamaz enzimlerinin neden oldugu direnctir

(Demirtiirk ve Demirdal, 2004).

Bakteriler p-laktam antimikrobiyallerine karst 4 yol ile direng gelistirirler
(Kizirgil 2004).

1. Hiicre duvari kanallarin azalmasi ya da porinlerin daraltiimasi,

2. Atim pompast aktivitesinin artmasma bagli olarak antimikrobiyalin hiicre
disina pompalanmasi,

3. PBP’ye baglanarak yapisal degisiklikler olusturup antimikrobiyalin
baglanmasinin azaltilmasi ya da engellenmesi,

4. B-laktamaz iiretimi.

Tablo 1: Mikroorganizmalarda antimikrobiyal direng mekanizmalari (Demirtiirk ve Demirdal, 2004)

Diren¢ mekanizmasi Etkilendigi antimikrobiyaller
Antimikrobiyalin hedef bolgeye ulasmasinin B-laktam antimikrobiyaller, kinolonlar, kloramfenikol,
engellenmesi (iceri girmesini giiglestirerek ya da disar tetrasikilin, eritromisin, trimetoprim
atilimin hizlandirarak)
Antimikrobiyalin etkiledigi hedef noktanin degistirilmesi f-laktamlar, aminoglikozid, eritromisin, klindamisin,
kinolonlar, rifampin, siilfanamid, trimetoprim, vankomisin
Antimikrobiyalin sentezlenen bir enzimle inaktive Aminoglikozidler, p-laktamlar, kloramfenikol
edilmesi
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2.4.1. B-Laktamazlara Bagh Direnc

B-laktamlar ile iligkili ilk direng E. coli’ye karsi ampisilinin kullanilmaya
baslamasindan sonra gelismistir. Bu direncin nedeni plazmid aracili SHV-1 ile TEM-
1 gibi dar spektrumlu B-laktamaz kodlayan genlerdir. 1990’larin basinda bakteri
seleksiyonundan dolayr diren¢ sikligi ve siddeti artmis bunun {izerine genis
spektrumlu sefalosporinler gelistirilmistir. Sonraki yillarda ise GSBL’lerin kullanimi
artis gostermistir. GSBL’ler genellikle plazmid tizerinde yerlesiktir ve bu nedenle

kisa siirede mikroorganizmalar arasinda yayilim gosterir (Heritage ve Zali, 1999).

Giintimiizde 350 farkli B-laktamaz enziminin varligindan bahsedilmektedir.
Bildirilen B-laktamazlardan bazilar1 penisilinlere karsit spesifik etki gosterirken
bazilar1 sefalosporinlere, bazilar1 ise diger B-laktam grubu antimikrobiyallere karsi
etki gosterir. B-laktamaz sentezi yapan en 6nemli patojen Gram pozitif bir bakteri
olan S. aureus’tur. Gram negatif ozelligindeki B-laktamazlar ise plazmid ya da
kromozomun kontrolii altinda sentezlenmekte ve periplazmik  bolgede

depolanmaktadir (Oztiirkeri, 1997).

2.4.2. Hedef Molekiillerde Olusan Degisikliklere Bagh Direng

B-laktam antimikrobiyallerinin esas hedefi bakterinin hiicre duvarinda
bulunan PBP olarak bilinen transpeptidaz enziminin aktif bolgesidir (Winn ve ark.,
2006). Kromozomal mutasyon sonucu meydana gelen bu direng PBP sayisinin
azalmasi, PBP’nin B-laktam antimikrobiyalina afinitesinin azalmasi veya f-laktam
antimikrobiyallere diisiilk baglanma egilimi gosteren yeni PBP’nin sentezlenmesi
yoluyla meydana gelmektedir. PBP’de meydana gelen degisiklikler dogrudan B-
laktam grubu antimikrobiyallere karsi direncin gelismesinden sorumludur (Mazel ve

Davies, 1999).
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2.4.3. Hiicre icine Girisin Engellenmesi ile Olusan Direng

B-laktam molekiilleri Gram negatif bakterilerde porlar1 kullanarak
periplazmik alana gegerler. Bu diren¢ mekanizmas: Gram pozitif bakterilerde etkili
degildir. Ciinkii Gram pozitif bakterilerin dis zarlar1 yoktur (Sanders ve Sanders,
1992). Antimikrobiyalin etkiligini gostermesi; porinlerin sayisina, O6zelliklerine,
antimikrobiyalin  yiikiine, Dbiyiikligine ve ¢Ozlnirligine gore farklilik
gostermektedir (Yokoyoma ve ark., 1996).

2.4.4. Atim Pompasi Aktivasyonu Sonucu Gelisen Direnc

ATP kullanilmas: ile gergeklesen bu mekanizma O6zellikle Gram negatif
bakterilerin diren¢ kazanmalarinda daha 6nemlidir. Cilinkii; Gram pozitif bakterilerde
tek tabakali peptidoglikan yapt mevcut iken Gram negatif bakterilerde i¢ ve dis

plazma membrani ile periplazmik aralik bulunmaktadir (Forbes ve ark., 2003).

2.4.5. Coklu Ila¢ Direnci (multidrug resistance: MDR)

1900’1i yillardan once enfeksiyoz hastaliklarin bircogu tedavi edilebilirken
antimikrobiyallerin yanlis kullanilmalarina bagl olarak antimikrobiyallere kars1 bir
veya birden fazla diren¢ mekanizmasi gelismistir. 1900°1i yillarin sonuna dogru ise
S. aureus, P. aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia),
Acinetobacter baumanii  (A. baumannii) ve enterokoklar gibi hastane
enfeksiyonlarindan sik izole edilen patojenlerde MDR gosteren suslar diisiik oranda
ortaya ¢ikmaya baslamistir. ik zamanlarda sadece hastanelerde ortaya ¢ikan MDR
fenotipi gosteren bu suslar daha sonra ¢evreye ve topluma yayilmaya baslamis, sonug
olarak da; bu suslarin neden oldugu ve klasik antimikrobiyal tedavilerine cevap
vermeyen yeni enfeksiyonlar gelismis ve bu durum biitiin diinyada yiliksek mortalite

ve morbiditenin sebebi haline gelmistir (Coleri ve Cokmiis, 2008).
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2.5. p-Laktamazlar

[k defa Dr. Alexander Fleming tarafindan kesfedilen B-laktamazlar p-laktam
halkasinin amid halkasin1 pargalayan enzimlerdir. Zamanla antimikrobiyal
spektrumunun genislemesine bagli olarak birgok antimikrobiyal ve bunlarla iligkili
bircok B-laktam enzimi kesfedilmistir. f-Laktamazlarin modern tipta molekiiler yapi,
substrat profili, hidrolitik etkinlik ve inhibitorlere duyarlilik gibi 6zellikler agisindan
tanimlanmasi yapilmis ve ¢esitli sekillerde siniflandirilmistir (Fernandez Canigia ve
ark., 2015).

Temel olarak B-laktam antimikrobiyallerinin ortak 6zellikleri ‘beta-laktam’
adi verilen 4 atomlu amid halkasi tagimalaridir. Ortak halkaya her yeni bir yan
zincirin - baglanmas1 sonucunda ise farkli B-laktamlar antimikrobiyal elde
edilmektedir. p-laktamazlar esas olarak p-laktamlarin antimikrobiyal direng
mekanizmasinda etkili olmaktadirlar. B-laktamazlar1 kodlayan genler; plazmidlerde,
baz1 bakterilerin kromozomlarinda ya da transpozonlarda bulunurlar. Son yillarda
‘bla’ olarak adlandirilan B-laktamaz geni integronlar iizerinde tanimlanmustir (Forbes
ve ark., 2003).

B-laktamazlar aktif bolgelerinde ya bir metal iyonu ya da bir serin koki
tagirlar. Bu yapilar; amid halkasina baglanarak B-laktamazin hidrolize olmasini
saglarlar. Ozetle; B-laktamazlar; p-laktam antimikrobiyalim hidrolize ederek
antimikrobiyali penisiline baglanmadan hemen 6nce inaktive eden enzim grubudur

(Fernandez Canigia ve ark., 2015).

B-laktamazlar arasinda en biiylik ilgi son yillarda GSBL’ler iizerine
yogunlagsmistir. GSBL’lerden sonra ise karbapenemazlar ile inhibitor direncgli B-
laktamazlar en Onemli B-laktamaz grubunu olusturmaktadirlar (Murray ve ark.,
2009).

Direng gelisimi gibi sebeplerden dolay1 ¢esitlenen B-laktamaz enzimlerinin
adlandirilmas: giin gegtikce kompleks bir hale gelmistir. Adlandirma tercih ettikleri
substrata gore (OXA, FUR, CARB, IMP) yapilabildigi gibi izole edildikleri bakteri
suglarma (PSE, AER), hastaneye (RHH, MIR), genlerine (Cep A, Amp),
biyokimyasal 6zelliklerine (NBC, SHV), eyaletlere (OHIO) ya da hasta isimlerine

15



(ROB, TEM), gore de yapilabilirler (Tablo 2). Bu adlandirmalardan bazilari
gecerliliklerini  yitimiglerdir. Yeni adlandirmalar ise bazen olduk¢a karmagik
durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Ornegin; TEM enzimlerinden tiireyen
enzimlere CTX (sefotaksimaz), CAZ (seftazidimaz) ya da IRT (inhibit6r rezistan)
gibi isimler karigikliga neden olmuslardir. En son TEM den olusan biitiin enzimlere

TEM 43, TEM 26 gibi numaralar verilmistir (Bush ve Jacoby, 2010) .

Tablo 2: B-laktamazlarin adlandirilmasina 6rnekler (Kamburoglu, 2011).

B-laktamaz isimi Yil Varyant sayis1 Isimin orjini
SHV tip 1983 >100 Sulphhydryl variable
TEM tip 1985 >160 Temoneira
CTX-M tip 1989 >65 Cefotaximase —Munich
SFO-1 1988 1 Serratia fonticola
TLA-1 1991 1 Tlahuicas (Hindistan kabilesi)
PER 1991 3 Pseudomonas extended resistance
VEB 1996 5 Vietnam extended-spectrum P lactamase
BES-1 1996 1 Brazilian ESBLs
GES 1998 9 Guyana ESBLs
BEL-1 2005 1 Belgium ESBLs
OXA 1991 Enaz9 Oksasilin >Penisilin hidrolizi

2.5.1. B-laktamazlarin Simiflandirilmasi

B-laktamazlar ilk defa Abraham ve Chain (1940) tarafindan
siniflandirilmiglardir. B-laktamazlar genetik yapilari basta olmak iizere birgok sekilde

simiflandirilmis ve kategorize edilmislerdir (Opal, 2000).

B-laktamazlar1 Ambler (1980) niikleotid dizilimler ile amino asit siralanig
sekillerine gore siniflandirirken, Sykes-Richmond (1973) izoelektrik noktalarina
gore, Bush (1989) ise biyokimyasal formasyonlarina gore kategorize etmistir.
Yapilan molekiiler ¢alismalar sonucu ise B-laktamazlar A, B, C ve D olmak tizere
dort temel sinifa ayrilmistir. B smifi B-laktamazlar ¢inko iyonuna gereksinim

duyarken A, C ve D smifi B-laktamazlar serin ester araciligi ile antimikrobiyalleri
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hidrolize eden enzimlerdir. Enzim ilk olarak nonkovalent bag ile antimikrobiyale
baglanir (Sekil 3). Yeni olusan metabolit nonkovalent bag ‘michaelis’adini alir. Aktif
bolgede bulunan serinin lizerindeki serbest hidroksil grubu kovalent ester grubunu
olusturmak igin B-laktam halkasina dogru hareket eder. Serinin hidrolize olmasi ile
aktif enzim serbest kalarak antimikrobiyalin etkisizlestirilmesinde rol oynar (Ozsoy,
2001).

o

|

OH
Uﬁ )
Badlanma

Monkowalent kompleks

l Acilasyon
Kovalent agilenzim
e
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L NH
HOx o
OH

Sekil 3: B-laktamazlarin etki mekanizmasi (Livermore, 1995)

Amblere gore (Bush ve Jacoby, 2010) B-laktamazlar (Tablo 3);

Grup A: Aktif bolgesinde serin aminoasiti tasiyan bu grup yaklasik 29000
dalton civarinda bir molekiil agirligina sahiptir. Bu grubun en yaygin 6rnekleri Gram
negatif bakterilerde goriilen TEM-1 ve SHV tipi enzimlerdir (Pfaller ve Segret,
2006).

Grup B: Penisilin, sefalosporin ve karbapenemleri hidrolize eden p-laktamaz
aktivitesinin olmasi i¢in ¢inko baglayici tiol grubuna sahip ve klavulanik asit ile

inhibe olmayan enzimlerdir (Bradford, 2001).

Grup C: Gram negatif bakterilerde ve E. coli K12’nin kromozomal ampC
geni lizerinde bulunan, sadece sefalosporinleri par¢alayan ve yaklasik 39000 dalton
molekiil agirh@indaki enzimlerdir. Bu gruptaki enzimler direngli olduklar1 ig¢in

klavulanik asit ile inhibe olmazlar (Giilay, 1999).
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Grup D: Klavulanik asit ile inhibe olan ve oksasilini hidrolize eden

enzimlerdir (Giir, 1996).

Tablo 3: Amblere gore B-laktamaz simiflandirmast ve bulundugu organizmalar (Bush ve Jacoby,

2010)
Ambler’in Grub Enzim Tipleri Hidroliz spektrum Organizma Yerlesim
genetik Ozellikleri
siniflamasi
A 2b Dar spektrumlu B- Amino ve karboksi Enterobacteriaceae Plazmid ve
laktamazlar TEM-1, penisilinler P.aeruginosa (+) Kromozomal
TEM-2, SHV-1 Klavulanat duyarlt aracili
A 2be Genis spektrumlu B- Genis spektrumlu - | Enterobacteriaceae Plazmid aracili
laktamazlar TEM-3 laktamlar Klavulanat | K.pneumoniae (++)
TEM-29, TEM-42, duyarh P.aeruginosa (+)
SHV-2, SHV -12
A 2br Inhibitér direngli p- Amino ve karboksi Enterobacteriaceae Plazmid aracili
laktamazlar TEM-30 penisilinler E. coli (++)
TEM-41, TEM-44, Klavulanat diregli
TEM-45, TEM-51
A - Inhibitor direncli ve Genis spektrumlu f- E. coli Plazmid aracil
genis spektrumlu - laktamlar Klavulanat
laktamazlar SHV-10, diregli
TEM-33, TEM-15
A - Karbapenemazlar Karbapenemler ve E. cloaca Kromozomal
NmcA, Sme-1, IMI-1 aztreonam S.mercescens
Klavulanat duyarlt
B 3 Karbapenemazlar Genis spektrumlu - | Enterobacteriaceae Plazmid ve
IMP-1 laktamlar, P.aeruginosa Kromozomal
karbapenemler aracili
Klavulanat direcli
D 2d OXA-11, OXA-21 Penisilinler, Enterobacteriaceae Plazmid aracil
kloaksasilin, P.aeruginosa
Klavulanat direcli
C 1 Plazmid aracili Sefamisinler, Enterobacteriaceae Plazmid aracil
sefalosporinazlar MIR- | oksiimnosefalospori K.pneumoniae (++)
1, MOX-1, CMY-1, nler ve aztreonam
CMY-5 FOX-1, LAT- Klavulanat diregli
1 (MOX-1 harig)

Amblerden sonra p-laktamazlari siniflandiran bir diger bilim adami ise Bush
Medeiros Jacoby’dir (Bush ve Jacoby, 2010) Bu smiflandirma fonksiyonel
ozellikleri, klavulanik asit inhibisyonu ve substrat profili baz alinarak yapilmigstir
(Tablo 4).
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Tablo 4: Karsilagtirmali olarak B-laktamazlar (Giir, 1996)

Fonksiyonel | Maélekiiler Oncelikli Substrat Ornek Enzimler
Grub* Simf**
1 C Sefalosporinler Kromozomal ve plazmid kokenli AmpC tipi
enzimler (CMY-3b, Smar, Fox-1-5, LAT-1-4
vb)
2a A Penisilinler Gram (+) bakterilerin pensilinazlari
2b A Penisilinler, Dar spektrumlu TEM-1, TEM-2, SHV-1
Sefalosporinler
2be A Penisilinler, sefamisinler hari¢ TEM ve SHV tiirleri GSBL’ler (TEM-1-160,
sefalosporinler, monobaktamlar SHV-1-100)

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
2C A Penisilinler, karbenisin PSE-1, PSE-3-4, SAR-1
2d D Oksasilin, Penisilinler OXA tipi enzimler (OXA-1-82)
2e A Sefalosporinler Proteus Vulgaris’in indiiklenebilir B-
laktamazi
2f A Penisilinler, sefalosporinler, E. cloacae’nin NMC-A ve IMI-1i ve S.
Karbapenemler, monobaktamlar marcescens'in Sme-1-2 enzimleri
3 B Karbapenemler dahil birgok -laktam Degisik tiirlerce iiretilen IMP-1-23, VIM-1-
(monobaktamlar harig) 14
4 ? Penisilinler Burkholderia cepacia’nin penisilinazi

*Bush-Medeiros-Jacoby simiflandirmasina gore

** Ambler siniflandirmasina gére

Grup 1 A-laktamazlar: Sefalosporin grubundan olan bu enzimler klavulanik
asitle inhibe olmazlar. Bu grupta yer alan B-laktamazlar genellikle indiiklenebilirler
ve yliksek oranda mutant enzim iretirler. Klavulanik asit ile sulbaktamdan
etkilenmezler ve sefalotin ile sefaloridini penisilinlerden daha hizli hidrolize eder.
Ambler’in C smifi f-laktamazlarina uyarlar ve kloksasilin ile aztreonam tarafindan

inhibe edilirler. 7°den biiyiik izoelektrik noktalara sahiptirler (Giir, 1996).

Grup 2a A-laktamazlar: S. aureus enzimlerini igeren bu grup; klavulanik

asite kars1 duyarlidir ve pensilini inhibe eder.

Grup 2b /A-laktamazlar: Penisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize ederler ve
klavulanik asitle inhibe olurlar. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi plazmid
kontroliindeki enzimler bu grupta yer alir. Bu gruptaki p-laktamazlar iminepem,

aztreonam ve sefalosporinlere karsi ¢ok az hidrolitik aktivite gosterir (Giir, 1996).

Grup 2be p-laktamazlar: Seftazidim, sefotaksim ve aztreonam gibi oksiamino

B-laktamlar1 hidrolize eden GSBL'lerdir. ilk olarak Tiirk izolatlarindan izole elde
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edilen PER-1 bu grupta yer almaktadir ve klavulanik asitle giiclii bir sekilde inhibe
olurlar (Giir, 1996).

Grup 2br p-laktamazlar: Klavulanik asite karsi yiiksek direng gosteren
GSBL 'lerdir (Giir, 1996).

Grup 2c p-laktamazlar: Ambler’in A smifina giren bu grup; aztreonam ve
kloksasiline kars1 diigiik baglanma o6zelligi gosterir ve genellikle klavulanik asitle
inhibe olur (Giir, 1996).

Grup 2d p-laktamazlar: Klavulanik asit ile sulbaktama direngli olan bu
gruptaki B-laktamazlar kloksasilini ¢ok hizli bir sekilde hidroliz ederler. Tiirkiye’de
izole edilen ilk sus olan OXA enzimleri (OXAl4’den OXA 22’ye kadar) bu
gruptadir. OXA 11 enzimi, Tirkiye’de izole edilen bir susta tanimlanmistir (Bedir,

2006).

Grup 2e p-laktamazlar: Bu grup sefalosporinazlari igerir. Proteus vulgaris’in
indiiklenebilir B-laktamazlaridir (Giir, 1996).

Grup 2f p-laktamazlar: Klavulanik asit ile inhibe olurlar ve karbapenemleri

hidroliz ederler.

Grup 3 p-laktamazlar: Enzimatik reaksiyon gostermeleri i¢in metal iyonlarina
ihtiyag duyarlar. Ambler’in B sinifina uyarlar ve klavulanik asit ile inhibe olmayan
ancak EDTA ile inhibe olan enzimleri igerir (Gtir, 1996).

Grup 4 p-laktamazlar: Bir¢ok penisilinaz grubunu igerirler. Ancak molekiiler

siiflar1 heniiz belirtilmemistir (Bedir, 2006).

2.6.  Genislemis Spektrumlu p-Laktamazlar (GSBL)

1980’11 yillara kadar Gram negatif bakterilerde antimikrobiyalleri hidrolize
edecek herhangi bir plazmid araciligi B-laktamaz tespit edilememistir. Ancak birkag
yi1l sonra K. pneumoniae susunda sefotaksim ve seftazidimi hidrolize eden ilk
GSBL’ler tanimlanmistir ve sonradan bu grubun SHV-1’in mutanti oldugu

belirlenmistir. Daha sonraki yillarda ise SHV-2 ile TEM-2 gruplar1 belirlenmistir.
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Son 20 yil i¢inde biitiin diinyada yaygin bir sekilde GSBL enzimleri goriilmeye
baslanmistir (Pitout ve ark., 2005).

Diinya genelindeki E. coli ve K. pneumoniae salginlarinin esas nedeni 3.
kusak sefalosporinlerin iiretiminden ¢ok kisa bir siire sonra ¢ikan GSBL’dir. Yapilan
kohort caligmalarda seftazidin ve sefotaksim gibi ajanlarin asir1 miktarlarda
tilketilmelerinin GSBL’lerin ortaya ¢ikmasina zemin hazirladigi bildirilmistir.
GSBL’ler ilk tamimlandiklarinda aslinda SHV ve TEM’in bir varyanti olarak
bildirilmiglerdir. Ancak sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda CTX-M gibi Bati
Avrupa’da, PER-1 varyanti olarak ise Tiirkiye’de goriilebildikleri tespit edilmistir
(Llanes ve ark., 2003).

GSBL’ler sadece enterik ¢omaklarda degil zamanla acinobacter ve
pseudomonas gibi nonfermente gibi gruplarda go6zlenmektedirler. Ayrica bazi

bakteriler tarafindan {iretilen 6zel GSBL’ler de tanimlanmistir (Yilmaz ve ark.,
2008).

GSBL’ler hakkinda bircok epidemiyolojik arastirma yapilmis ve hangi
formlarinin hangi cografyalarda daha fazla goriildiikleri tespit edilmeye caligilmistir.
Amerika, Japonya ve Cin basta olmak iizere Kuzey Afrika, Ingiltere, Ispanya,
Portekiz ve Yunanistan’da pek¢ok farkli GSBL mutantina rastlanmaktadir.
Almanya’da SHV-2 ve SVH-5, Fransa’da SHV-4, SHV-3 ve TEM-3, Yunanistan’da
ise SHV-5 formlar1 yaygin olarak bulunmaktadir. Uluslararasi anlamda Tirkiye’de

dahil olmak iizere en yaygin bulunan tip SHV-2 dir (Ayaz, 2008).

Son yillarda diinyada GSBL’lerin yayginligi endise verici bir sekilde
artmistir. Dolayis1t ile bu durum insan sagligini oldukca olumsuz bir sekilde
etkilemektedir. Ornegin K.pneumoniae suslar1 hastanin cildine tutunarak uzun siire
yasayabilmekte ve bu da GSBL enzimlerine karsi neden temkinli olunmasi
gerektigini ortaya koymaktadir. Aktarimin en 6nemli yolunun plazmidler aracilig ile

olmasi da hizli yayilimin baslica nedenini olusturmaktadir (Onnberg ve ark., 2011).
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2.6.1. GSBL tipleri

GSBL enzimleri 6 ana baslik altinda incelenmistir:

e TEM ve SHV kokenli olanlar

e TEM ve SHV kokenli olmayanlar

e Inhibitor direngli p-laktamazlar

e Inhibitdr direngli ve genis spektrumlu p-laktamazlar
e Karbapenemazlar

e Plazmid aracili sefalosporinazlar (sefamisinazlar) (Shaikh ve ark., 2015).

2.6.1.1. TEM grubu enzimler

TEM grubu en sik Gram negatif bakterilerde goriilmektedir. Ornegin E.
coli’de gorillen ampisilin direncinin yaklagitk %901  TEM-1 {iretiminden
kaynaklanmaktadir. TEM-1 enzimleri dar spektrumlu sefalosporinler ile pensilinleri
hidrolize ederler. TEM-1’in ilk tiirevi kendisinden sadece bir aminoasit farkli olan
TEM-2 iken GSBL fenotipi gosteren ilk mutanti ise TEM-3’tiir. GSBL o6zelligi
gosteren TEM’ler Ser164His-Glul04Lys veya Glu240Lys-Gly238Ser aminoasit
degisimi gosterirler (Ayaz, 2008).

TEM tipi B-laktamazlar en sik K. pneumoniae ve E. coli’de bulunurken
Enterobacteriaceae ailesinden E. aerogenes, Morgenella morganii, Proteus
mirabilis, Providencia rettgeri ve Salmonella spp.’de yaygin olarak bulunmaktadir.
Ancak bunlarin disinda yine Gram negatif bakterilerden olan P. aeruginosa susunda
TEM-42, Capnocytophaga ochracea susunda ise TEM -17 tespit edilmistir (Bano ve
ark, 2009).
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2.6.1.2. SHV gurubu enzimler

K. pneumoniae’da en sik bulunan GSBL tipidir. Plazmid aracilikli ampisilin
direncinden %20 oraninda sorumludur. Ilk SHV’ler 1983 yilinda kesfedilmis ve
SHV-2 olarak adlandirilmistir (Shaikh ve ark., 2015).

Siilfidril Hiper Variabil grubu enzimle siilfidril grubun aktif bolgesine gore
tanimlanirlar.  Bu tir enzimler tigesiklin, ampisilin ve piperasilin gibi genis
spektrumlu penilisinlere karsi direng gosterirken, oksinomino-sefalosporinlere karsi
herhangi bir etkiye sahip degillerdir. Son yapilan ¢alismalarda 60’dan fazla SHV tipi
tanimlanmistir  (Thenmozhi ve ark., 2014).

2.6.1.3. CTX-M gurubu enzimler

CTX-M tipi enzimler, SHV ve TEM GSBL'lerin aksine, aminoasit
dizilimlerindeki farkliliklasma sonucu degil, enzimin beta ucu ile omega
halkasindaki formasyonel degisiklik sonucu ortaya ¢ikmislardir. Ayrica Kluyvera
sp.de ki B-laktamazlarin gen transferleri ile ortaya ¢ikmislardir (Pitout ve ark., 2004).
CTX-M grubu enzimler substrat olarak 6zellikle sefotaksimi tercih ederler. Ayrica
sefalosporinleri hidroliz etme 6zelliklerine sahip olan bu enzimler tazobaktama karsi
inhibitor etki gosterir. CTX-M gurubu enzimler E. coli ve Salmonella typhimurium
(S. typhimurium) basta olmak tizere baz1 enterik Gram negatif bakterilerde de tespit
edilmistir (Shaikh ve ark., 2015).

CTX-M gurubu enzimler o6zellikle 2000°1i yillarin basindan itibaren
konusulmaya baslanmistir ve sonrasinda filogenetik olarak 5 smifa ayrilmislardir.
Bunlar, CTX-M Grup 1, CTX-M Grup 2, CTX-M Grup 8, CTX-M Grup 9 ve CTX-
M Grup 25’dir (Woodford ve ark., 2006). Son yapilan ¢alismalarda yaklasik 150
CTX-M tipi tespit edilmistir (Jacoby ve Bush., 2014).
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2.6.1.4. OXA Grubu

Oksasilin-hidrolizasyon yapabilmelerinden dolay1 (yliksek afinite gosterme)
bu grup OXA tipi B-laktamazlar olarak siniflandirilmistir. Ancak bu grup aslinda
GSBL olarak kabul edilmez ve genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edemez.
Bu kurali1 bozan sadece birkag grup OXA tipi bulunmaktadir (Danel ve ark., 1995).
Bunlar; OXA-10 ve OXA-13’ten OXA-19’a kadar olan suslardir. OXA grubunda
hem GSBL o6zelligi gosteren ve hem de gostermeyen karbapenemaz enzimler (OXA-
48) bulunur. Yapilan galismalarda OXA’larin aslinda SHV ve TEM tiplerinde
gelistikleri diisiiniilmektedir. Bu grubun iiyeleri 3. ve 4. kusak sefalosporinleri

inaktive ederler (Bradford, 2001).

OXA grubu, Ambler smiflandirmasinda D grubuna karsilik gelmektedir. 11k
kesfedilen OXA ise OXA-11’dir ve Tiirkiye’de ki bir hastanede yatan hastadan elde
edilen Pseudomonas susunda bulunmustur (Karakog, 2004).

2.6.1.5. Inhibitérlere Direncli p-Laktamazlar

Ilk gelisen diren¢ klavulanik asit ile amoksisiline karst E. .coli’de
bildirilmistir. Bu pB-laktamazlar aslinda sefalosporinleri hidrolize edemezler ancak
SHV ev TEM’den koken aldiklari i¢in birlikte degerlendirilirler (Aksoz, 2009).

Inhibitér direngli p-laktamazlardan ilk kesfedilenler klavulanik asite karsi
direng gosteren TEM, B-laktamaz inhibitérlerine direng gosteren TR-1 VE IRT-1"dir.
IRT enzimleri Bush—Jacoby smiflandirilmasinda grup 2br’de bulunurlar (Bradfort,
2001).

2.6.1.6. Diger GSBL’ler

Son yillarda GSBL enzimlerinden ve TEM, SHV, OXA veya CTX-M -

laktamazlarindan koken almayan farkli tipler kesfedilmeye baslanmistir (Kizirgil ve
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ark., 2004). PER-1 ilk defa Tiirkiye’de belirlenmistir. Sonraki yillarda P. aeruginosa,
Salmonella enterica (S. enterica) ve A. baumanii de tespit edilmistir (Thenmozhi ve
ark., 2014). VEB-1 enzimi Vietnam’da tespit edilmistir. E. coli ile P. aeruginosa
susundan elde edilmistir (Thenmozhi ve ark., 2014). PER-1 ve VEB-1 disinda PER-
2, CME-1, TLA-1, BES-1, SFO-1 gibi enzimler de gesitli suslarda izole edilmistir
(Karakog, 2004).

2.7.  Antimikrobiyal Direncin izlenmesi

B-laktamazlarin tespiti i¢in durumu ile kullanilacak uygun antimikrobiyal
seciminin yapilmasi son derece onemlidir. B-laktamazlarin tespit edilebilmesi i¢in
giiniimiizde birgok yontem kullanilmaktadir (Tablo 5). B-laktamaz belirleme

yontemleri su sekilde siniflandirilabilir (Akova, 2004).
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Tablo 5: GSBL saptama yontemleri (Goker, 2007)

ailesine 6zgiil

Yontem tipi Test ad1 Avantaj Dezavantaj
Fenotipik Standart NCCLS yorum Kolaylikla ve her ESBL her zaman ‘direng’
(rutin) kriterileri laboratuvarda uygulanabilir kategorisinde degildir
NCCLS dogrulama testleri | Uygulama ve yorum kolaydir Duyarlilik oksiiminosefalosporin
secimine gore degisir
Cift disk sinerji Uygulama ve yorum kolaydir Disklerin yerlestirildigi uzaklik
standart degildir
Ucg boyutlu test Duyarli, yorumu kolay GSBL’lere 6zgiil degil, emek
yogun
E-test GSBL stripleri Uygulamasi kolay Yorum her zaman kolay degildir.
CDS kadar duyarli degil, ¢ok
pahali
Vitek GSBL Uygulamas: kolay Duyarnlik diisiik veri tabanina bagh
Genotipik DNA problari Gen ailesine 6zgiil (6rn. TEM Emek yogun, GSBL-dar
(molekiiler) veya SHV) spektrumlu ayrimi yapamaz TEM
ve SHV tiirevleri ayrilmaz
PCR Uygulamasi kolay, Gen GSBL-dar spektrumlu ayrimi

yapilamaz. TEM ve SHV tiirevleri
ayrilamaz

Oligotiplendirme

Ozgiil TEM varyantlari
saptanir

Ozgiil oligoniikleotid problar
gerekir, emek yogundur, yeni
varyantlar saptanamaz

PCR-RFLP Uygulamasi kolayligi, spesifik | Niikleotid degisimlerinin
niikleotit degisimleri saptanir restriksiyon bolgesinde degisime
yol agmasi gereklidir
PCR-SSCP Bazi SHV varyantlarini Ozel elektroforez kosullar1 gerekir
ayirmada kullanilir
LCR Bazi SHV varyantlarmi Cok sayda oligoniikleitit dnciil

ayirmada kullanilir

gerektirir

Niikleotit dizi analizi

Altin standart, yeni enzimler
saptanir

Teknik olarak 6zel ¢ihaz gerektirir

2.7.1. Fenotipik Yontemler

GSBL varligim1 belirlemek i¢in ozellikle Enterobacteriaceae bakterileri
kullanilmaktadir. Direng¢ fenotipini belirlemek i¢in kullanilan yontemler ¢esitli
gruplara ayrilir. Omegin disk difiizyon yontemi seftazidim, seftriakson, aztreonam,
belirlemek

Sefotaksim  veya

kullanilmaktadir (Delialioglu ve ark., 2010).

sefpodoksime  karsi  duyarlilig: amaciyla
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2.7.1.1. Disk Difiizyon

Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen ve laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan
en eski antimikrobiyal duyarlilik testlerinden biridir. Bu testin ana amaci, kagit
disklere emdirilen antimikrobiyalin, duyarliligi arastirilan organizmanin inokiile
edildigi besi yerine difiize olmasina dayanan bir testdir. Bu ydntemde bakteri
stispansiyonu 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanir, Mueller-hinton agar (MHA)
plakalarinin tiim yiizeyine yayilir ve antimikrobiyal diskleri yerlestirilir. 351 °C’de
16-20 saat inkiibasyondan sonra disklerin etrafindaki zon c¢aplari Olgilir ve
antimikrobiyal duyarlilik sinir tablolarina gore degerlendirmeler yapilir (Luzzaro ve
ark., 2006).

2.7.1.2. Gradient Difiizyon (E-test)

Son yillarda gelistirilmis olan gradient difiizyon yontemi, disk difiizyon ve
agar diliisyon yontemlerinin bir arada uygulanmasi esasina dayanir. E testi®
(bioMerieux AB BIODISK), gradient difiizyon yonteminin ticari bir versiyonudur.
Gittikge artan konsantrasyonlarda antimikrobiyal i¢eren inert plastik seritler (stripler)
kullanilir. Plastik seritlerin bir yiiziinde antimikrobiyal ilag igerikleri, diger
yiizeyinde rakamlar bulunur. Disk difflizyon testinde oldugu gibi besiyerine bakteri
inokiilasyonu yapildiktan sonra E-test seritleri radyal olarak besiyerine yerlestirilir.
Anaerop ortamda 35 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilir ve bu siire sonunda serit
etrafinda inhibisyon zonu olusur. Elips seklindeki inhibisyon zonu ile seritin kesistigi

nokta MIK degerini verir (Jorgensen ve Ferraro, 2009).

2.7.1.3. Agar Diliisyon

Agar diliisyonu yontemi yaygin olarak kullanilan bir yontem degildir. Bu
yontemde kullanilacak antimikrobiyallerin 1:2 oraninda azalan seri diliisyonlar

hazirlanir. Antimikrobiyal ilag¢ serisinden 1 ml alinarak 20 ml MHA igeren petrilere
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konulur. 0.5 McFarland’a esit bulanikliga ayarlanan bakteri kiiltiirii agar plakalara
ekilir ve 35-37 °C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra gozle goriilebilir, iiremenin
olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK olarak degerlendirilir (Jenkins ve Schuetz,
2012).

2.7.1.4. Broth Mikrodiliisyon

Antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin belirlenmesi igin diliisyon
yontemleri kullanilmaktadir. Broth mikrodiliisyon yonteminin temel amaci
antimikrobiyallerin ~ seri  diliisyonlar1  hazirlanarak in  vitro  kosullarda
antimikrobiyallerin duyarlilik profillerinin belirlenmesidir. Bu ydntemde Mueller-
Hinton Broth’a (MHB) inokiile edilimis ve 35-37 °C’de 16-20 saat inkiibasyonu
yapilmis bakteri kiiltlirleri kullanilir. Membran filtrasyonu ile sterilize edilmis 1
mg/ml veya daha fazla olacak sekilde, stok ilag soliisyonu, MHB kullanarak 1:2
oranda azalan seri dillisyonular1 hazirlanir. Antimikrobiyal soliisyonlar ve 0.5
McFarland bulanikliga ayarlanan bakteri siispansiyonu esit miktarda mikroplakalara
dagitilir. 35-37 °C’de 16-20 saat inkiibasiyondan sonra, bakteri iiremesini inhibe

eden en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlenir (CLSI, 2012).

2.7.2. Molekiiler Yontemler

Direng gelisimi antimikrobiyallerin yanlis kullanilmasi sonucu oldukca
yaygin bir hale gelmistir ve buna bagli olarak birgok hastaligin tedavisi oldukga
giiclestirmistir (Durmaz, 2003). Antimikrobiyal direncin yayilmasi ve gelisiminin
onlenmesindeki kritik nokta direncin hizli bir sekilde dogru olarak tanimlanmasidir.
GSBL’nin varligi fenotipik testlerle belirlerken, GSBL tipinin karakterize
edilmesinde molekiiler yontemler kullanilir. Molekiiler karakterizasyon i¢in PCR,
PCR-REA, PCR-SSCP ve klonlama gibi yontemler kullanilmaktadir (Peterson, 2005).
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2.7.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

GSBL’den siiphe duyulan suslarda PCR tepkimesi ile GSBL genleri
arastirilmaktadir. Bu yontem ile hem GSBL firetimi saptanir hem de enzim genotipi
belirlenir. Ancak bu yontemin maliyeti yliksektir ve teknik deneyim gerektirmektedir
(Onciil, 2002).

2.7.2.2. PCR-RFLP (PCR Restriction fragment length polymorphism)

Sadece GSBL fenotipini ortaya koyan bu yontemde PCR iiriinleri restriksiyon
endoniikleazlarla kesilir ve elektroforezle kesim {driinlerinin ayrimi yapilir.

Belirlenen noktalarda mutasyon varligi tespit edilir (Bali, 2007).

2.7.2.3. Niikleotid Dizi Analizi (DNA sequencing)

GSBL tanimlamasinda altin standart klonlama ve dizi analizidir. Niikleotid
dizi analizi ile mutasyonlar ve farkli enzim tipleri saptanabilir. Elde edilen GSBL’nin

tipi ve enzim olup olmadig tespit edilir (Rasheed ve ark., 1997).

2.7.2.4. PCR-SSCP (PCR-Single-Strand conformotional polymorphism

analysis)

Alt tiplerin saptanabildigi bu yoOntemde tek =zincirde konformasyon

polimorfizmi ve 6zgiil yerlesimdeki tek baz mutasyonlarini saptar (Jasser, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada kullanilan E. coli izolatlar

Tez g¢alismasi, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali, Molekiiler Farmakoloji Laboratuvarinda bulunan, saglikli
ve enfeksiyon bulgusu gdsteren sigir, keci, koyun, kdpek ve kedilerden rektal swab
yontemiyle izole edilmis 112 adet E. coli izolati, E. coli kiiltiir koleksiyonundan
secilerek calismaya dahil edildi. Segilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal direng
profillerini belirlemek amaci ile fenotipik tarama ve dogrulama testleri, broth
mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemleri ile yapildi. Antimikrobiyal duyarlilik
calismalarinda E. coli ATCC 25922 kontrol susu olarak se¢ildi. E. coli izolatlarindan
CAZ ve CTX igin hem direngli hem de duyarli olan izolatlarin GSBL genotipinin
belirlenmesi i¢in molekiiler ¢alismalar yapildi. GSBL geninin varligi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi. Deneyler kapsaminda kullanilan cihazlar ve

kullanim amaglar1 Tablo 6’de verilmistir.
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Tablo 6: Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Ad1

Modeli

Kullanim amaci

Thermal Cycler

TECHNE TC-3000

PCR Amplifikasyonu

Elektroforez

CLEAVER MULTISUB CHOICE

PCR Jel Goriintiileme

Elektroforez Gii¢ Kaynagi WWR 300V PCR Jel Goriintiileme
Jel Gortintiileme Sistemi UVITEC CAMBRIDGE PCR Jel Goriintiileme
Mini Santrifiij CLEAVER CSL omniSPIN PCR Uriin Boyama

Mikrodalga Firin

VESTEL MW17

Agaroz Jel Hazirlama

Mikro Plaka Okuyucu

BIO-RAD iMark

MIK’in belirlenmesi

Hassas Terazi

SARTORIUS BA210S

Antibakteriyal Tartim1

Coklu Pipetleyici EPPENDORF Research pro MIK’in belirlenmesi
Multi Vorteks VELP CLASSIC DNA izolasyonu
Mikro Santrifiij WWR GALAXY 16 DH DNA Izolasyonu

Kuru Blok Isitict LABNET ACCUBLOCK DNA Izolasyonu

Dansitometre

BIOSAN DEN-1B

Bakteri kiiltiirii standardizasyonu

Sogutmali Inkiibator NUVE ES120 Kiiltiir Inkiibasyonu
Inkiibator NUVE ENO055 Kiiltiir inkiibasyonu
Orbital Karistirict BIOSAN 0S-10 Bakteri izolasyonu

Laminar Hava Kabini

ESCO Class 11 BSC

Fenotipik ve Molekiiler Caligmalari

Pipet Seti THERMO FINPIPETTE F1 Fenotipik ve Molekiiler Calismalari
Ultra Saf Su Sistemi ELGA Fenotipik ve Molekiiler Calismalari
Otoklav NUVE OT 40L Sterilizasyon
Sogutucu BOSCH Besi Yeri ve Reaktiflerin Saklanmasi
Derin Dondurucu (x 2) BOSCH Bakteri, Reaktif, DNA izolatlarinin

Saklanmasi
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3.2.  Fenotipik Yontemler

3.2.1. Disk Difiizyon

Disk Difiizyon yontemi CLSI’in (Clinical and Laboratory Standarts Institute)
Onerdigi kriterlere gore yapildi. Bunun igin, inkiibatdrde bir gece Oncesinden 37
°C’de MHB s1v1 besiyerinde iiretilen E. coli izolatlarinin 0.5 McFarland bulaniklik
standardi yogunlugunda siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyondan alinan
orneklerin MHA plaklarina ekimi yapildi ve iizerlerine yine CLSI’'nin onerdigi
hacimlerde CAZ (30ug) ve CTX (30ug) iceren antimikrobiyal diskleri ile
Seftazidim/klavulanik asit (30/10 pg, CAZ/CLA) ve Sefotaksim/klavulanik asit
(30/10 pg, CTX/CLA) igeren antimikrobiyal diskleri steril bir pens yardimiyla
yerlestirildi. Diskleri yerlestirdikten sonra 15 dakika igerisinde plaklar ters ¢evrilerek
35+1°C'de 16-20 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilmis antimikribiyal
disklerinin ¢evresinde olusan zonlar cetvel ile dlgiilerek zon ¢aplar: CLSI kriterlerine
gore duyarli, orta duyarli ve direngli olarak degerlendirildi. GSBL varliginin
belirlenmesi CLSI’nin  &nerilerine uygun olarak disk difiizyon testinde izolatlarin
inhibisyon zon ¢aplarimin seftazidim (CAZ) i¢in < 22 mm ve sefotaksim (CTX) i¢in
< 27 mm oldugu durumlarda yapildi. Bir bakterinin GSBL pozitif olarak
nitelenebilmesi i¢in On kriterilere uygun olmak kosuluyla ilacin bireysel zon ¢apr ile
klavulanik asit kombinasyonu zon ¢api arasindaki farkin < 5mm olmasi gerekir

(CLSI, 20186).

3.2.2. Broth Mikrodiliisyon

Broth mikrodiliisyon testi, CLSI'in 6nerileri dogrultusunda MHB s1vi1 besiyeri
kullanilarak uygulandi. Bakteri kiiltiiri, MHB s1v1 besiyerine E. coli izolatlarinin 37
°C’de 16-20 saat inkubasyonu yapilarak hazirlandi. Stok soliisyonu hazirlamak igin
ise toz haldeki antimikrobiyaller 10:90 metanol/PBS’de (Phosphate Buffered Saline:
PBS) ¢ozdiiriildi. Hazirlanmis olan stok soliisyonlar 0,20 pm c¢apindaki filtreden
gecirilerek sterilize edildi. Stok soliisyondan her antimikrobiyal i¢in 0,016-512 pg/ml
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araliginda seri diliisyonlar1 hazirlandi (Sekil 1). Son konsantrasyonlar 0,008-256
pg/ml araliginda olacak sekilde 50 pl antimikrobiyal seri diliisyonlar1 ve 50 pl 0.5
McFarland bulaniklik standardi yogunlugunda hazirlanmis bakteri kiiltiirleri steril
mikroplakalara dagitildi. 37 °C’de 16-20 saat inkiibasiyona brakilarak ardindan
mikroplaka okuyucu sistem yardimiyla (Bio-Rad, iMark) 595 nm dalga boyunda
optik yogunluklar1 6lciilerek iiremenin olmadigi konsantrasyon MIK olarak

degerlendirildi (CLSI 2016).

Stok
Soliisyonu
1000 pg/ml

512 256
ng/ml | | pg/ml

128 64 32 16 8 4 2 1 0,512 0.256 0,128 0.064 0,032 0,016
pg/ml | | pg/ml pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml ng/ml | | pg/ml pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml jg/ml ng/ml

|l

Sekil 4. Broth-mikrodiliisyon testlerinde kullanilan seri diliisyon (Sahintiirk, 2018)

3.3. Molekiiler Yontemler

3.3.1. Kaynatma Yéntemi ile DNA izolasyonu

MHA’da 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyonu yapilan bakteriler 6ze yardimiyla
toplanandi ve mikrosantrifiij tiipiinde niikleaz icermedigi bilinen 0,2 ml steril distile
su i¢inde ¢ozdiiriilerek homojenize edildi. Hazirlanmis olan bakteri homojenati kuru
blok 1sitictda (LABNET ACCUBLOCK) 99°C’de 5dk kaynatilarak, 1 dk buz

tizerinde bekletildi. 13000 rpm’de 45 sn santrifiij yapildiktan sonra homojenatin iistte
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kalan ve DNA igeren siipernatant kismi, bakterilerin epidemiyolojik kokenini

belirlemek i¢in PCR amplifikasyonunda kullanildi.

3.3.2. PCR Amplifikasyonu

3.3.2.1. blagyy Geninin PCR Amplifikasyonu

E. coli’de pB-laktamaz direncinden sorumlu mutasyonlarin belirlenmesi
amaciyla blasyy geni, Lim ve arkadaglari (2009) tarafindan tanimlanan yontemlere
gore amplifiye edildi. Hedef bolgelerin PCR-amplifikasyonu i¢in Tablo 7’de verilmis
primer ciftleri kullanilmistir. blagyy genin amplifikasyonu igin PCR karisimi toplam
hacmi 50 ul olacak sekilde, 1 pl diiz primer (F) ve 1 pl ters primer (R), 12,5 ul
2XPCR Master miks (OneTag), 2 pul DNA izolati ve 21 pl ultra saf distile su
kullanilarak hazirlandi. blasyy geninin PCR amplifikasyonunda kullanilan termal

program Tablo 8’da gosterilmistir.

Tablo 7: Hedef gen bolgelerine ait oligoniikleotidler

Primer Dizi Gen Biiyiikliik (bp) Kaynak
blagvF GGTTATGCGTTATATTCGCC blasny 867 Lim, 2009
blasavR TTAGCGTTGCCAGTGCTC

Tablo 8: blagyy i¢in termal program

Termal Siklus Program (blasay)
Basamak Sicaklik (°C) Siire Siklus
flk Denatiirasyon 96 5dk 1
Denatiirasyon 96 1dk
Primer Baglanmasi 5 1dk 34
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1
Sogutma 4 Siiresiz
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3.3.3. Jel Elektroforez ve Goriintiileme

3.3.3.1. Agaroz Jel Hazirlama

Kaynatma yontemi ile izolasyonu yapilmis olan DNA Orneklerinin, PCR
amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenebilmesi igin %1’lik
agaroz jel hazirlandi. Amplikon sayisina bagh olarak kiictik (55 ml), orta (75 ml) ve
biiyiik boy (110) agaroz tepsileri kullanildi. Ilk 6nce agaroz tozu (AppliChem) hassas
terazide (SARTORIUS BA210S) tartildi ve IXTAE (Tris Asetat EDTA) tampon
¢ozeltisinede ¢Ozdirildii. Homojen ¢oziinebilmesi i¢in mikrodalga (VESTEL
MV17) firmda 3 dakika boyunca isitma/kaynatma islemi uygulandi. Sonra
homojenize agaroz ¢ozeltisine %0,01°lik etidyum bromid (Vivantis Biochemical)
eklendi ve 10 sn karistirildi. Hazirlamis oldugumuz agaroz ¢ozelti, agaroz tepsisine
bosaltildi ve jelin donmasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Son olarak

agaroz jel elektroforez kiivetine yerlestirildi.

3.3.3.2. Goriintiileme

PCR amplikonlariin goriintiilenebilmesi i¢in amplikonun 5 pl’sine 2 pl
yiikkleme boyasi (Bio-Rad) eklendi. Pipetajla karistirildiktan sonra jelde olusturulan
kuyucuklara konuldu. Amplikon biiyiikliigiinii belirlemek amactyla 100 bp’lik DNA
marker (Fermentas) kullanildi. Elektorforez 120 volt ve 30 dakika olarak uygulanildi.
PCR’la elde edilen amplikonlarin biiyiikligii jel goriintiileme sistemi (UVITECH
Cambrige) ile FireReader Version 15 ve ultraviyole (UV) filtre kullanilarak kontrol
edildi. Elde dilen goriintii UVIsoft-UVIBand yazilimi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlardan 1Izole Edilen E. Coli’nin Epidemiyolojik Olarak

Tiplendirmesinin Yapilmasi.

Aragtirmada MDR E. coli izolatlarinda GSBL iiretiminin tespiti amaciyla
CLSI’in kriterlerine uygun olarak fenotipik tarama ve dogrulama testleri ile
genotipik molekiiler yontemler uygulandi. Fenotipik tarama ve dogrulama testleri
Broth-mikrodiliisyon ve Kirby-Bauer Disk Difiizyon yontemleri ile genotipik testler
ise PCR’le gergeklestirildi.

4.1. Fenotipik Tarama ve Dogrulama Test Sonuclari

4.1.1. Broth Mikrodiliisyon Test Sonug¢lar:

Incelenmeye alinan E. coli izolatlarinin broth mikrodiliisyon test sonuglarina
gére CAZ ve CTX antimikrobiyallerine karsi MIK dagilimlari Sekil’5 de MIK
dagilim yiizdeleri ise Tablo 9’da gosterilmistir. CAZ i¢in en diisiik konsantrasyon
0,016 pg/ml iken CTX i¢in bu deger 0,064 pug/ml olarak bulunmustur. En yiiksek
konsantrasyonlar ise hem CAZ hem de CTX antimikrobiyalleri i¢in >256 pg/ml
olarak bulunmustur. CAZ igin MIK dagilim yiizdelerine baktigimizda en yiiksek
frekansa sahip MIK 2 pg/ml olup 29 izolatda, CTX igin ise en yiiksek frekansa sahip
MIK 2 pg/ml olup 35 izolatda tespit edilmistir.
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Tablo 9: Broth mikrodiliisyon yontemine gore seftazidim ve sefotaksim i¢cin MIK dagilim yiizdeleri

Konsantrasyonlar Antimikrobiyaller
pg/mL CAZ CcTX”
n=112 % n=112 %
0.008 0 0 0 0
0.016 1 0.89 0 0
0.032 1 0.89 0 0
0.064 1 0.89 1 0.89
0.128 4 3.57 0 0
0.256 6 5.35 1 0.89
0.512 14 12.5 9 8.03
1 28 25 34 30.35
2 29 25.89 35 31.25
4 8 7.14 9 8.03
8 2 1.78 4 3.57
16 1 0.89 0 0
32 0 0 0 0
64 1 0.89 0 0
128 0 0 1 0.89
256 16 14.28 18 16.07

“Seftazidim - CAZ
“Sefotaksim - CTX

CAZ ve CTX antimikrobiyallerin direng profilleri Tablo 10°da gosterilmistir.
Antimikrobiyal direnclilik oranlar1 Sekil 6’da goriilmek iizere CAZ igin 92 izolat
(%82,14) duyarliyken, 2 izolat (%1,78) orta duyarli, 18 izolat (%16,07) ise direngli
olarak belirlenmistir. CTX i¢in bu degerler sirasiyla 45 izolat (%40,17) duyarli, 35
izolat (%31,25) orta duyarli ve 32 izolat (%28,57) ise direngli olarak belirlenmistir
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mS
ml

mR

Sekil 6: Broth-mikrodiliisyon yontemine gore izolatlarin seftazidim ve sefotaksim antimikrobiyalerine
direng oranlar1

“Seftazidim - CAZ
“Sefotaksim - CTX
S: duyarly; I: Orta duyarls; R: direngli
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Tablo 10. Broth-mikrodilisyon yontemine gore E. coli izolatlarin seftazidim ve sefotaksim
antimikrobiyalerine direnglilik paneli

MiK (ug/mL)

CAZ" CcTX” CAZ" CcTX” CAZ" cTX”
izolatlar | S<4R>16 | S<1R>4 |izolatlar | S<4R>16 | S<1R>4 | izolatlar | S<4R>16 | S<1R>4
H1 2 2 E143 |4 1 E211 |0512 2
H4 4 1 E144 |2 1 E212 |0,256 2
H11 8 4 E145 | 256 >256 E213 |1 4
E4 0,128 2 E146 | >256 >256 E214 |2 8
E6 2 0,512 E149 |4 2 E215 [0,016 1
E7 4 4 E150 |2 2 E216 |0,256 0,512
E8 1 8 E154 |8 2 E222 | >256 256
E10 1 1 E156 | 256 >256 E229 |0512 1
E11 1 2 E157 |1 0,512 E233 |0512 4
E12 0,128 0,512 E158 |4 2 E235 |2 1
E13 0,512 1 E159 |2 1 E236 | 0512 2
E14 2 0,512 E160 |1 2 E240 |2 1
E18 >256 >256 E161 |2 1 E245 |2 8
E19 0,128 0,064 E162 |>256 >256 E246 |2 1
E20 1 2 E163 | 256 1 E248 |2 4
E21 >256 2 El64 |2 1 E249 |1 1
E23 >256 >256 E165 1 E250 |1 2
E28 >256 >256 E167 2 E264 |1 1
E31 2 2 E168 |1 2 E265 |0512 4
E57 64 8 E172 | 256 128 E266 | 0512 1
E64 2 2 E175 |1 1 E267 |0512 2
E68 1 2 E176 |1 0,512 E269 |0,256 256
E87 >256 >256 E179 |1 2 E272 |1 4
E111 1 0,512 E182 |0,128 0,512 E273 |1 2
E112 >256 >256 E183 |2 0,512 E274 |2 2
E114 256 >256 E189 |1 >256 E275 |1 2
E116 >256 >256 E190 |0,256 2 E277 |2 2
E120 2 1 E194 |0512 1 E290 |1 2
E125 0,064 1 E195 |2 4 E296 |0512 1
E126 4 1 E201 |1 1 E300 |16 >256
E130 1 2 E203 |2 1 E301 |1 2
E131 0,032 1 E204 | 0,256 2 E302 |4 2
E135 2 1 E205 | 0512 2 E303 |0512 2
E138 2 1 E206 |2 0,256 E305 |2 4
E139 1 1 E207 |1 2 E306 | 0512 >256
E140 >256 >256 E208 |0,512 1 E307 |4 2
E141 2 1 E209 |1 1 E.coli |>256 1
E142 1 1 E210 |0,256 >256

"Seftazidim - CAZ

"Sefotaksim - CTX

S: duyarls; I: Orta duyarli; R: direngli
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4.1.2. Disk Difiizyon Test Sonug¢lari

Aragtirmaya dahil edilmis 112 izolat GSBL varlig1 agisinda Kirby-Bauer Disk
Difiizyon metodu ile CLSI standartlarina goére yapildi ve degerlendirildi. Bu
izolatlarn CAZ ve CTX antimrobiyallerine hem tek bagina hem klavulanik asitle
konbinasyonlarinin  (CAZ/CLA ve CTX/CLA) direnglilik oranlari sekil 7°de
gosterilmistir. Her iki antimikrobiyal i¢in 111 izolat (%99,11) duyarli bulunurken, 1
izolat (%0,89) ise direngli bulundu. Orta derecede duyarli izolat tesbit edilmedi.
Hem CAZ hem de CTX igin direngli bulunmus olan 1 izolat GSBL pozitif olarak da

belirlendi (Tablo 11).

A
CAZ" CTX™
mS mS
ml m|
=R =R
B
0
0,89 A) CAZlCLA*** 0,89% CTX/CLA****
B GSBL pozitif
B GSBL pozitif
B GSBL negatif H GSBL
negatif

Sekil 7. Kirby-Bauer Disk Difiizyon test sonuglarma gére E. coli izolatlarinin antimikrobiyal

duyarlilik oranlar1. (A) Kirby-Bauer Disk Difiizyon (B) Kombinasyon Disk Difiizyon

S: duyarly; I: Orta duyarli; R: direngli
“Seftazidim - CAZ

“Sefotaksim - CTX
“"Seftazidim/KlavulanikAsit - (CTX/CLA)
“"Sefotaksim/KlavulanikAsit - (CTX/CLA




Tablo 11: izolatlarm GSBL test sonuglar1 (konbinasyon disklerinin etrafindaki zon ¢aplar1 klavulanik

asit icermeyen zon ¢aplarina kiyasla 5 mm veya daha biiyiik olan izolatlar GSBL pozitif olarak kabul
edildi (CLSI, 2016)

izolatlar CAZ CTX” izolatlar CAZ" CTX™ izolatlar CAZ CcTX”

H1 - - E143 - - E211 - -
H4 - - E144 - - E212 - -
H11 - - E145 - - E213 - -
E4 - - E146 - - E214 - -
E6 - - E149 - - E215 - -
E7 - - E150 - - E216 - -
ES - - E154 - - E222 - -
E10 - - E156 - - E229 - -
Ell - - E157 - - E233 - -
E12 - - E158 - - E235 - -
E13 - - E159 - - E236 - -
E14 - - E160 - - E240 - -
E18 - - E161 - - E245 - -
E19 - - E162 - - E246 - -
E20 - - E163 - - E248 - -
E21 - - E164 - - E249 - -
E23 - - E165 - - E250 - -
E28 - - E167 - - E264 - -
E31 - - E168 - - E265 - -
E57 - - E172 - - E266 - -
E64 - - E175 - - E267 - -
E68 - - E176 - - E269 - -
E87 + + E179 - - E272 - -
E111 - - E182 - - E273 - -
E112 - - E183 - - E274 - -
E114 - - E189 - - E275 - -
E116 - - E190 - - E277 - -
E120 - - E194 - - E290 - -
E125 - - E195 - - E296 - -
E126 - - E201 - - E300 - -
E130 - - E203 - - E301 - -
E131 - - E204 - - E302 - -
E135 - - E205 - - E303 - -
E138 - - E206 - - E305 - -
E139 - - E207 - - E306 - -
E140 - - E208 - - E307 - -
E141 - - E209 - - E.coli - -
E142 - - E210 - -

“Seftazidim - CAZ
“Sefotaksim — CTX

4.2. Genotipik Test Sonuglari
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Calismaya dahil edilmis 112 adet E. coli izolatinda B-laktamaz direncinden

sorumlu mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla blasyy gen taramasi yapildi. Ancak

hi¢bir E. coli izolatinda SHV geni tespit edilemedi (Sekil 8).

10 11 12 13

1:Ladder, 2:H1, 3:H4, 4:H11, 5:E4, 6:E6, 7:E7, 8:E8, 9:E10, 10:E11, 11: E12, 12: Pozitif kontrol
13: Negatif kontrol

1:Ladder, 2: E13, 3:E14, 4:E18, 5:E19, 6:E20, 7:E21, 8:E23, 9:E28, 10:E31, 11: E57, 12: Pozitif
kontrol, 13: Negatif kontrol

1:Ladder, 2: E64, 3:E68, 4:E87, 5:E111, 6:E112, 7:E114, 8:E116, 9:E120, 10:E125, 11: E126, 12:
Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol
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1:Ladder, 2:E130, 3:E131, 4:E135, 5:E138, 6:E139, 7:E140, 8:E141, 9:E142, 10:E143, 11: E144,
12:Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol

1:Ladder, 2:E145, 3:E146, 4:E149, 5:E150, 6:E154, 7:E156, 8:E157, 9:E158, 10:E159, 11:160, 12:
Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol

.1:Ladder, 2:E161, 3:E162, 4:E163, 5:E164, 6:E165, 7:E167, 8:E168, 9:E172, 10:E175, 11:176, 12:
Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol

1:Ladder, 2:E179, 3:E182, 4:E183, 5:E189, 6:E190, 7:E194, 8:E195, 9:E201, 10:E203, 11:204, 12:
Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol
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1:Ladder, 2:E205, 3:E206, 4:E207, 5:E208, 6:E209, 7:E210, 8:E211, 9:E212, 10:E213, 11:214,
12:E215, 13:Pozitif kontrol, 14: Negatif kontrol

1: Ladder, 2: E216, 3: E222, 4: E229, 5: E233, 6: E235, 7: E236, 8: E240, 9: E245, 10: E246, 11:
248, 12: Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol

Sekil 12. blaSHV E. coli izolatlara ait PCR goriintiisii.

1:Ladder, 2:E250, 3:E264, 4:E265, 5:E266, 6:E267, 7:E269, 8:E272, 9:E273, 10:E274, 11:275, 12:
E277, 13: E290, 14: Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol

1:Ladder, 2:E296, 3:E300, 4:E301, 5:E302, 6:E303, 7:E305, 8:E306, 9:E307, 10:E.coli 11: Pozitif
kontrol, 13: Negatif kontrol

Sekil 8: E. coli suslarinin blagyy, gen grubu PCR sonuglari
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5. TARTISMA VE SONUC

Kiiresel olarak antimikrobiyallerin yiiksek miktarda ve yanlis kullaniminda
ortaya ¢ikan direncin ciddi sorunlara neden oldugu bir gercektir. B-laktamaz kokenli
diren¢, enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ oranlar1 yila ve bolgeye gore farkliliklar
gostermektedir (Szmolka ve Nagy, 2013). Bu nedenle zamana ve bolgesel

farkliliklara bagl degisiklikler diizenli olarak izlenmelidir (Marques ve ark., 2016)

Ulke bazinda, farkli cografik bolgelerde ve Tiirkiye’de yapilan galigmalarda,
antimikrobiyal direng oranlarinin yillar igersinde belirgin artis1 dikkati ¢ekmektedir.
Tiirkiye’de 2004 yilinda GSBL {iretim oram1 %3,8 iken 2005 yilinda %5,9, 2006
yilinda %9,4, 2007 yilinda %13,7 ve 2008 yilinda %17,2 olarak bildirilmistir (Akyar,
2010).

Bu arastirmada broth mikrodiliisyon test sonuglarina gére CAZ i¢in en diisiik
MIK’i 0,016 pg/ml iken CTX icin bu deger 0,064 pg/ml olarak bulunmustur. En
yiiksek MIK’ler ise hem CAZ ve hem de CTX igin >256 pg/ml bulunmustur. CAZ
i¢cin en yiiksek frekansa sahip MIK 2 pg/ml olup 29 izolatda tespit edilmistir. CTX
i¢in ise en yiiksek frekansa sahip MIK 2 pg/ml olup 35 izolatta tespit edilmistir.
Antimikrobiyal direnglilik oranlart CAZ icin %82,14 duyarl, %]1,78 orta duyarli,
%16,07 direncli olarak bulunmustur. CTX i¢in bu degerler %40,17 duyarli, %31,25
orta duyarl, %28,57 oraninda direngli olarak belirlenmistir. E. coli izolatlarinin CAZ
ve CTX’e kars1 direglilik oranlar1 daha 6nce yapilan bir arastirmanin sonuglarina
gore sirastyla %32 ve %37 oraninda diregli bulunmustur (Aydemir ve ark., 2006).
Bir baska arastirmada ise benzer sekilde CAZ ve CTX’e karsi sirasiyla %37 ve
%38.5 oranlarinda direncli oldugu tesbit edilmistir. (Duman ve ark., 2010). Iran’da

yapilan bir arastirmada E. coli izolatlarinin GSBL direng profilleri arastiritlmis, CAZ
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icin %30,55 ve CTX igin %51,15 oraninda direg tesbit edilmistir. Bu bulgu direncin

yayginligiin 6nemli bir gostergesidir.

Bazi arastirmalarin sonuglarma gére GSBL pozitif bulunan ancak CLSI'nin
kriterilerine gére GSBL negatif olarak nitelenen suslarin oran1 % 75’lere kadar
ulagabilir ve yeni arastirmalara goére bu tiir izolatlarda AmpC B-laktamaz varligi
gozlenmistir (Robberts ve ark., 2009). AmpC B-laktamazlar GSBL’de oldugu gibi
rutin duyarhilik testinde CAZ ve CTX gibi genis spektrumlu sefalosporinlere karsi
duyarl gériinmekte ve bu ilaglarla yapilan tedavi basarisizlikla sonuglanabilmektedir
(Coskun ve Altanlar, 2012). Deveci ve ark. (2010) idrar kiiltiirlerinden izole edilen
139 adet E. coli izolatina Kirby-Bauer disk difiizyon testi uygulayarak B-laktamaz
varhigmi arastirmis ve 18 izolatin (%13.0) GSBL pozitif oldugunu tespit etmistir.
Karagoz ve ark. (2013) GSBL iireten suslar1 incelenmis, 2011 yilindaki FEP ve CAZ
direncinin bir 6nceki yila gore anlamli derecede diisiik oldugu gozlemistir. Elde
edilen bu sonusun 2011 yilinda CLSI kriterlerinin GSBL iireten suslar igin
sefalosporin kullanimi1 ile ilgili olarak yapilan degisikliklerle alakali oldugu
diisiiniilmektedir. GSBL’ler plazmid ve transpozon araciligi ile baska suslara
aktarilabilir. GSBL iireten bakterilerde kinolon ve aminoglikozid grubu bilesikler ile
trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX) gibi ilaglara karsi direng yaygindir
(Kuzucu ve ark., 2010). Ornegin GSBL pozitif bakterilerde, TMP-SMX ve
gentamisin duyarliligmin sirasiyla %33,1, %28,7 ve %49,3 oldugu belirlenmistir.
Sahintiirk ve ark (2017) arastirmalarinda E. coli izolatlarinin 14 farkl
antimikrobiyale karsi direngli oldugunu tesbit etmistir. Bu arastirmanin sonuglarina
gore toplam MIK’in 565-2520 pg/ml araliginda bulundugunu, 20 E. coli izolatina
kars1 nalidiksik asit (NAL), enrofloksasin (ENR), danoflaksasin (DAN),orbifolksasin
(ORB), moksifloksasin (MOX), eritromisin (ERY), kloromfenikol (CHL), TMP-
SMX, AMP ve CTX MIiK lerinin Kklinik duyarlilik esik degerlerini astigin1 ve 19
izolatin test edilen tim bilesiklere karsi direngli oldugunu bildirmistir. Bu
arastirmada segilen E. coli izolatlar1 Sahintiirk ve ark (2017) tarafindan test edilen
izolatlarla ayn1 klonlara aittir. Bu bakimdan daha 6nce MDR direnci yiiksek bulunan
E. coli izolatlarinda GSBL pozitif izolat sayis1 ¢ok diisiik bulunmustur. Bu veriye
géore MDR ve GSBL iliskisini inceleyen (Kuzucu ve ark. 2010) bir arastirma
sonucunun aksine MDR pozitif izolatlarda GSBL pozitifligi her zaman yiiksek
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olmayabilir. Aslantas ve ark. (2016) Hatay’da sigirlardan izole edilen GSBL ve
plazmid aracili AmpC tip B-laktamaz-pozitif E. coli prevalansini incelemistir. Bu
arastirmada GSBL fenotipi disk kombinasyon ve ¢ift disk sinerji testi ile
degerlendirilmistirr. B-laktamaz (blactx-m, blacmy-2, blasyy, blapxa ve blatem) ve
plazmid aracili kinolon direng genleri (gnrA, gnrB, gnrS ve aac(6’)-1b) PCR ile ve
daha sonra sekans analizi ile arastirilmigtir. 26 izolat (%8,3) GSBL iiretimi yoniinden
fenotipik test sonuglarina gore pozitif bulunmustur. Bu izolatlarda blactx-m-15 (n=
12), blactx-m-1 (n= 11), blactx-m-3 (n= 2) ve blacmy-2 (n=1) genleri belirlenmistir.
Florokinolon aracili direng genleri GSBL-pozitif 11 adet E. coli izolatinda (%42.3)
saptanmistir. Bu arastirmada 112 E. coli izolatt GSBL varlig1 agisindan Kirby-Bauer
Disk Difiizyon Metodu ile incelenmis ve sonuglar CLSI standartlarina gore
yorumlanmigtir. Bu izolatlarin CAZ ve CTX antimikrobiyallerine kars1 bireysel ve
klavulanik asit kombinasyonlarina karst direnglilik oranlart incelendiginde her iki
antimikrobiyal i¢in 111 adet izolat duyarli olarak nitelenirken sadece 1 adet izolat ise
direngli bulunmustur. Orta duyarli E. coli izolati tespit edilememistir. Hem CAZ hem
de CTX’e karst direngli bulunan 1 adet izolat GSBL pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Bu arastirmada hayvanlardan izole edilen MAR E. coli izolatlarinin GSBL
direncinin fenotip ve genotipini karakterize edilmesi amaglanmistir. Bu amacla 112
E. coli izolatinin fenotipik olarak CAZ ve CTX antimikrobiyallerine direnglilikleri
broth-mikrodiliisyon ve disk difiizyon testleri kullanilarak, genptipik olarak ise PCR

testi kullanilarak analizi yapildi.

E.coli kiiltiir koleksiyonundan segilmis 112 adet E.coli izolatindan broth-
mikrodillisyon yontemleriyle yapilmis olan CAZ ve CTX kars1 sirastyla %16,07 ve
%28,57 oranlarinda direng tesbit edilmistir. Bu antimikrobiyllerin disk difiizyon
yontemi ile yapilmig olan test sonucglarina gore her iki antimikrobiyale kars1 %0.89
oraninda direng tesbit edilmistir. GSBL varlig1 acisinda fenotipik test sonuglarin gore

sadece 1 izolatda GSBL pozitifligi gortilmustiir.

Bu arastirmanin sonuglarina gore direngli ve MDR E. coli izolatlarinin tek
basina kullanilan B-laktam grubu bilesiklere karsi onemli diizeyde duyarliliklarini

yitirdikleri belirlenmistir. Ancak GSBL nitelenmesi i¢in gerekli olan klinik esik
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degerlere sahip izolat sayis1 ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle MDR ve GSBL arasinda
bagimh iliski degerlendirildiginde GSBL varliginin her zaman MDR ile

iliskilendirilemeyecegi 6ngoriilebilir.
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A. baumannii :

AIEC :

AMP:

APEC :

ATCC:

ATM:

log]

@)

CAZ:
cfu:

CHL:
CLSI :
CTX:

°C:

{w)

DAEC :

DAN:

DNA:

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Acinetobacter baumannii
Adherent invazif E. Coli
Antimikrobiyal peptidler

Avian patojenik E. coli
American Type Culture Collection

Aztreonam

Baz ¢ifti (Base pair)

Seftazidim

Colony forming unit

Kloromfenikol

The Clinical and Laboratory Standards Institute
Sefotaksim

Santigrat

Diffuz adherent E. coli

Danoflaksasin

Deoksiriboniikleik asit
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E. coli :

E. aerogenes :
EAEC :
ECDC:
EHEC :
EIEC :

EMB:

ENR:

ERY:
EPEC :
ESBL :
ETEC:

E

F:

FEP:

I®

GSBL:

K

K. pneumonia:

I

I<

MBK :

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Enteroagregatif E. coli
European Center for Disease Control and Prevention
Enterohemarojik E. coli
Enteroinvazif E. coli
Eozin-Metilen Blue
Enrofloksasin

Eritromisin

Enteropatojenik E. coli
Genis spektrumlu B-laktamaz

Enterotoksijenik E. Coli

Primer : Forward primer

Sefepim

Genis spektrumlu B-laktamaz

Yer ¢ekimi kuvveti (Gravity force)

Klebsiella pneumoniae

Litre

Minimum bakterisidal konsantrasyon
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P. aeruginosa:

PBP :
PCR:
PCR-SSCP:

ph

S. aureus:

S. enterica:

SS. typhimurium:

S. maltophilia :

Sn:

STEC:

Coklu ilag direnci (Multidrug Resistance)

Miligram/kilogram

Mikrogram

Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton Broth

Mikrometre

Minimum inhibitor konsantrasyon

Moksifloksasin

N-asetil glukozamin
Nalidiksik asit
N-asetil muramik asit

Neonatal menenjit E. coli

Orbifolksasin

Pseudomonas aeruginosa
Penisilin baglayan protein
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction)
PCR-Single-Strand conformotional polymorphism analysis

Power of Hydrogen

Duyarh

Staphylococcus aureus
Salmonella enterica
Salmonella typhimurium
Stenotrophomonas maltophilia
Saniye

Shiga toksini iireten E. Coli
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TAE: Tris Asetat EDTA

TMP-SMX: Trimetoprim-sulfametoksazol

U

UPEC: Uropatojenik E. coli

uVv: Ultraviyole

W

WASP: Otomatik spiral yayict sistem (Whitley’s Automatic Spiral
Plater)

WHO: World Health Organization
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