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1. GIRIS ve AMAC

B-laktam antibiyotiklere bakteriyel direncin en genel mekanizmasi B-laktamaz
tiretimidir. PB-laktamaz enzimi antibiyoti§in P-laktam halkasindaki amid bagin
parcalar ve bakteriye zarar vermesini engeller. B-laktamaz kodlayan genler
kromozom veya plazmid ilizerinde bulunur. Bu genlerin plazmidlerde ve
transpozisyon yapabilen elemanlarda bulunmasi, konjugasyon, transdiiksiyon veya
transformasyonla uzak akraba tiirlere bile transfer edilebilmesine olanak verir.
blatgy.; tarafindan kodlanan TEM-1 ve blasyy tarafindan kodlanan SHV §-
laktamazlar A sinifi enzimlerdir. Epidemiolojik calismalar TEM-1’in gram negatif
bakterilerde en sik goriilen plazmid aracih enzim oldugunu gostermektedir. A sinifi
B-laktamaz olan SHV, TEM B-laktamaza % 68 oraminda homoloji gostermektedir.
Bu enzimler dar spektrumlu olup penisilin ve bazi sefalosporinleri hidroliz ederler
(1).

Oksiimino-B-laktamlarin  klinife girmesinden hemen sonra Kiebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae), Escherichia coli (E. coli) ve az sayidaki diger tiirler
bu yeni ajanlara direng gelistirerek, coklu antibiyotik diren¢ genleri igeren
konjugatif plazmidleri vasitasiyla diger bakterilere yaymaya baslamislardir (2). Bu
izolatlarin drettigi genis spektrumlu enzimlerin aktif bélgelerine yakin yerlerinde bir
veya daha fazla amino asidin degismesiyle (substitution) TEM- ve SHV- tiirevleri
veya varyantlan denilen genislemis spektrumiu [B-laktamazlar (GSBL)
olusmaktadir. Boylece oksiimino-substratlar i¢in enzimin afinitesi ve hidrolitik

yetenegi artmaktadir (3).



GSBL’ler ilk olarak 1983’te Avrupa’da tarif edilmislerdir ve diinyanin her yerinden
oldukga sik olarak rapor edilmektedirler (2, 4-13). GSBL kodlayan plazmidler genelde
biiyiik molekiiler agirliktadir ve farkli birgok antibiyotik diren¢ genleri tasirlar (2).
B-laktamaz genleri tasiyan plazmidler IncF veya IncP incompatibility grubunda
olup, konjugasyonla baska bir bakteriye aktarilirken, iizerinde tasidiklar
aminoglikozid, tetrasiklin ve sulfonamid gibi diren¢ genlerini de beraberinde
transfer ettikleri bilinmektedir (14, 15).

B-laktamaz kodlayan konjugatif plazmid tasiyan suslarin hastanelerde salginlara
yol actig1 bilinmektedir. Bir hastanede birgok GSBL iireten sus goriilmekle birlikte,
genellikle tek tip dominanttir. Bazi hastanelerde GSBL kodlayan plazmidler farkh
suslarca yayilabilir fakat, biitlin hastalardan ayn1 konjugatif plazmidi igeren
bakterilerin izole edildigi salginlar da siklikla meydana gelebilmektedir (3). Bu
varyantlarin ortaya c¢ikmasi ve yayilmasimin, yeni f-laktamlarin kullanima
girmesinden kaynaklandid bir¢ok calismada bildirilmektedir (16, 17).

National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) GSBL iireten
bakterilerin fenotipik olarak penisilinler ve sefalosporinlere hassas olsalar bile,
direncli olarak rapor edilmesini 6ngdrmektedir (14).

Bu calismada K.T.U. Farabi Hastane’sinde yatan hastalardan ve polikliniklere
basvuran hastalardan 2 ay boyunca elde edilen klinik materyallerden izole edilmis
Enterobacteriaceae familyas: bakterilerde TEM ve SHV-tipi B-laktamaz kodlayan
plazmidierin molekiiler tiplendirilmeleri ve tiplerin prevalansi ile konjugal transfer

olabilen direng genlerinin arastirilmasi1 amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. B-Laktam Antibiyotikler

Molekiiliiniin antibakteriyel etkinlikten sorumlu c¢ekirdek kisminda 8-laktam
halkas: iceren antibiyotiklere B-laktam antibiyotikler veya B-laktamlar adi verilir
(18).

2.1.1. Yap1 ve Simflandiriimalan

B-laktam halkasi biri azot, ii¢li karbon olan 4 iiyeli doymus heterosiklik bir
halkadir (Sekil 1).

| 0
Sekil 1. B8-Laktam Halkas

Klinik olarak onemli B-laktamlarin biiyiik boliimii penisilin (penam) ve
sefalosporin (sefem) gruplarina dahildir. Ayrica, bu grup karbapenemler (6rnegin;
imipenem), monobaktamlar (6rnegin; aztreonam) ve B-laktamaz inhibitorlerini de
(6rnegin; klavulonat) igerirler (Tablo 1). Bunlardan monobaktamlar harig
digerlerinde molekiiliin gekirdegi bi-siklik yap1 gésterir ve 8-laktam halkasi, beg
veya alu iiyeli ikinci bir halka ile fiizyon yapmustir. Ikinci halka karbapenemler
hari¢ heterosikliktir. Monobaktamlarda B-laktam halkasi tek basina bulunur.

T.C. WKSEKMREnM KURULU



Karbapenemler ve monobaktamlar yeni gelistirilen B8-laktamlardir. Klavam
tiirevi olan 8-laktamaz inhibitorlerinin antibakteriyel etkinligi cok zayiftir veya hig
yoktur. Genellikle uygun bir B-laktamla kombine kullanilirlar (18).

Tablo 1. 8-laktam Antibiyotiklerin Smiflandirilmas: (18)

I. PENISILINLER (PENAMLAR)

II. SEFALOSPORINLER (SEFEPEMLER vb.)

III. KARBEPENEMLER

IV.MONOBAKTAMLAR

V. B-LAKTAMAZ INHIBITORLERI (KLAVAMLAR vb.)

a. Penisilinler: Giicli bakterisit etkileri yaninda toksisiteleri diisiik olan ve sik
kullanilan dogal veya yan sentetik antibiyotiklerdir. Penisilin adi, Penicillum
spp.’lerinin antibakteriyel etkisini ilk kez g&steren Fleming tarafindan 1929°da
verilmigtir.  Biitiin penisilinlerde temel yap1 6-aminopenisilonik asid olan 6-
APA’dir (Sekil 2). Penisilinler serbest karboksil grubu igerdiklerinden dolay: asidik
bilesiklerdir. Cesitli yan sentetik penisilinler B-laktam halkasinin amino grubuna,
amid olusturacak sekilde asidik radikallerin takilmasi sonucu olusmuslardir.
Penisilinler esas olarak B-laktam halkasinin amino grubu iizerindeki yan zincirin

tiiriine gore yedi gruba aynlirlar (18):

R! —CONH———]/
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Sekil 2. 6-aminopenisilonik Asitin Yapisi

i) Benzilpenisilin: Penisilin G

ii) Fenoksipenisilinler: Penisilin V



iii) B-laktamazlara dayanikli penisilinler: Metisilin, nafsilin, oksasilin,
kloksasilin, dikloksasilin ve floksasilin.

iv) Amino penisilinler: Ampisilin ve amoksisilin.

v) Karboksipenisilinler: Karbenisilin, tikarsilin ve karindasilin.

vi) Asiliireidopenisilinler: Mezlosilin, piperasilin ve azlosilin.

vii)Diger penisilinler: Aminidopenisilinlerden mesilinam ve temosilin.

b. Sefalosporinler: Kimyasal yapilari, antibakteriyel etki mekanizmalar1 ve
spektrumlar1 bakimindan penisilinlere benzerler. Onlar gibi B-laktam tiirevleridir.
Az sayidaki bazi iyeler gergekte sefalosporin yapisinda olmayip, sefamisin ya da
oksasefem tiirevidirler. Sefalosporinlerin ana cekirdegini sefem tiirevi olan 7-

aminosefalosporanik asid (7-ASA) olusturur (Sekil 3).

s
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Sekil 3. 7-amino Sefalosporinik Asitin Yapisi

Bu madde Cephalosporium acremonium tiirii bir mantarin kiiltlirlerinde olusan
bir fermantasyon iiriinii olan sefalosporin C’den elde edilir. ilag olarak kullanilan
sefalosporinler, 7-ASA’dan tiiretilen yan sentetik ilaglardir. 7-ASA ¢ekirdeginde 83-
laktam halkasi, penisilinlerdeki tiazolidin halkasi ile degil altli bir halka olan
dihidrotiazin halkas: ile kondanse olmustur. Bu 6zellik, B-laktam halkasimin bazi
bakterilerin iirettigi gercek penisilinazlar dahil B-laktamaz enzimlerinin ¢oguna
kars1 dayanikli olmasim saglar. Fakat sefalosporinazlar iceren sinif I veya diger
adlanyla grup I B-laktamazlar tarafindan yikilirlar. Sefalosporinler kronolojik esasa

dayanan ve antibakteriyel spektrumdaki gelismeyi yansitmasi yOniinden pratik



degeri olan bir siniflandirma sekline gore dort kusak halinde simiflandinlirlar (Tablo
2).

Tablo 2. Sefalosporinlerin Kusaklarina Gére Simflandiriimas (18)

I. Kusak Sefalosporinler III. Kusak Sefalosporinler

Sefaleksin Seftazidim
Sefadroksil Sefoperazon
Sefalotin Sefsulodin
Sefazolin Sefotaksim
Sefasetril Seftizoksim
Sefradin Seftriakson

Sefapirin Moksalaktam
Sefaloglisin Sefprozil

I1. Kusak Sefalosporinler Sefpirom

Sefaklor Sefmenoksim
Sefuroksim Sefodizim
Seftibuten Sefpodoksim

Sefprozil IV. Kusak Sefalosporinler

Sefiksim Sefepim
Lorakarbef

Sefoksitin
Sefamandol

Sefotetan

Sefonisid

Sefmetazol

Sefotiam

Sefetamet

c. Karbapenemler: Yeni gelistirilen B-laktamlar olan imipenem ve
meropenemdir. Penisilin ve sefalosporinlerde oldugu gibi molekiilde baska bir

halka ile fiizyon yapmus B-laktam halkas: bulunur, bunlarda da iki halkali (bi-siklik)



bir ¢ekirdek bulunur (Sekil 4). Kromozomsal ve plazmid orijinli B-laktamazlara

ileri derece dayariklidirlar (18).

Sekil 4. Karbapenemin Yapisi.

d. Monobaktamlar: Bu gruptaki aztreonam tamamiyle sentetiktir.
Molekiilindeki yan zincirler bakimindan iigiincii kusak sefalosporinlerden
seftazidime benzer (Sekil 5). Bu yan zincirler nedeniyle onun gibi gram negatif
bakterilerin {iretti§i B-laktamazlarin ¢oguna karst ileri derecede dayaniklidir.
Boylece aerobik gram negatif bakterilere kars: etkinligi giiclendirilmistir (18).

{ O
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Sekil 5. Monobaktamin Yapisi.

e. B-Laktamaz Inhibitorleri: 8-laktamazlar irreversibl inhibe eden ve bakteri
ceperindeki penisilin baglayan proteinlere dokunmayan maddelerdir. Bunlar
klavulanik asid (Sekil 6), sulbaktam ve tazobaktamdir. Bu maddeler B8-laktamazlarin
“intihar ettiren inhibitor” (suicidal inhibitor) tipi irreversibl inhibitoriidiirler. Once
B-laktamazlar tarafindan ufak molekiil pargalarina ayrilirlar. Bunlardan biri enzimi

irreversibl olarak inaktive eder (enzimin intiharina yol acar). Ancak az sayida B-



laktamaz  tiiri bu  maddelere dayamklidir. = Amoksisilin/klavulanat,
tikarsilin/klavulanat, ampisilin/sulbaktam ve piperasilin/tazobaktam inhibit6rlerin

penisilinlerle olan kombinasyonlaridir (18).

__ /CHOH

COOH
Sekil 6. Klavulanik Asidin Yapisi.
2.1.2. B-Laktamlarin Etki Mekanizmalar:

B-laktam antibiyotikler bakteriyel hiicre duvar sentezini inhibe ederler.
Bakteriler tkaryotlardakine benzer bir sitoplazmik membrana sahiptirler. Ozellikle
gram-negatif bakterilerde bu membram saran bir periplazmik bosluk ve takiben
peptidoglikan tabakasi bulunur. En dista ise dis (outer) membran yer almaktadir.
Peptidoglikan tabakast N-asetil-glukuronik asit (NAG) ve N-asetil muramikasit
-(NAMA) molekiillerinin ¢apraz baglanmasiyla olusmus bir polimerdir. Ags: bir
yapl gosterir. Capraz baglanma NAMA artiklarina baghi D-alanil-D-alanin
peptidleri arasinda koprii kuran bir glisin pentapeptidle saglanir. Giiclii hipotonik
ortamda bakteriye saglam (rigid) bir yap1 vererek canli kalabilmesini saglar.
Bakteriyel sitoplazmik ozmolalite 5-20 atm arasindadir.

Capraz baflanma reaksiyonu hiicre membraninda bulunan peptidoglikan
transpeptidazlar ve karboksipeptidazlar tarafindan katalizlenir. B-laktam
antibiyotiklerin B-laktam halkas1 D-alanil-D-alanin konfigiirasyonuna yakin
benzerlik gosterdiginden dolayl, transpeptidazlar igin substrat goérevi yapar.
Enzimin acilasyonu geri doniisiimsiizdiir. Bu yiizden peptidoglikan
transpeptidazlan penisilin baglayan proteinler (PBP) olarak bilinmektedir. Bunlarin
cesitli tipleri olan PBP 1a ve 1b, PBP 2 ve PBP 3, bakteriyel hiicre ¢eperinin

strastyla uzamasini, belirli bir sekle girmesini ve ara bolmelerin olugmasini saglar.



E. coli"den elde edilen ii¢ PBP tipi (PBP 4, 5 ve 6) daha vardir. Bunlar
penisilinlerin etkisi bakimindan 6nemli degildirler. Penisilinler genellikle PBP 1 ve
PBP 3’e baglanirlar. Penisilinlere duyarli bakterilerde otolizinler veya murein
hidrolazlar denilen litik enzimler bulunur. Penisilinler ve sefalosporinler dogal
otolizin inhibitorlerini bloke etmek suretiyle otolizinlerin etkinlifini artirirlar ve

hiicrenin lizise ugramasinda rol oynarlar. (18, 19).

2.2. B-Laktam Direnci:

Bakteriler baslica 3 mekanizma ile penisilinlere direng kazanmaktadir (18, 20):

i) Periplazmik aralikta yerlesmis olan veya buradan hiicre disina salgilanan 8-
laktamaz enzimleri tarafindan penisilinlerin inaktivasyonu.

if) Transpeptidazlanin ve bakteri c¢eperindeki diger penisilin baglayan
proteinlerin ilaca kars: afinitesinin azalmasi.

iii) Hiicre ceperinin permeabilitesinin azalmasi sonucu ilacin disandan bakteri

ceperindeki periplazmik aralifa girmesinin zorlagsmasi.

2.2.1. B-Laktamaz Enzimleri

B-laktam antibiyotiklere bakterilerin direncinin en sik sebebi B-laktamazlardir.
Direncin yayilmasi, benzilpenisilinlerin stafilokoklara karsi kullamimini sinirlamis
ve enterobakteriler, Haemophilus ve Neisseria tiirlerine karg1 ampisilini kullaniimaz
hale getirmislerdir. Yeni ve eski enzimlerin tiirevleri giiniimiizde enterobakterilere

kars1 kullanilan genis spektrumlu sefalosporinlerin degerini tehtid etmektedir (21).
2.2.1.1. B-Laktamaz Enzimlerinin Siniflandirilmasi:
Son zamanlara kadar, 8-laktamazlar hidrolitik spektrumlarina, inhibit6rlere kars

hassasiyetlerine ve kromozomal veya plazmid aracili olup olmadiklarina goére

siniflandirilmiglardir. Bin dokuz yiiz yetmislerde sefaloridinin benzilpenisilinden
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daha hizli hidroliz edilmesi ve kloksasilin, klavulanat, aztreonam veya p-
merkiiribenzoat ile enzimin inaktivasyonu siniflama kriterlerleriydi. On bes yil
icinde bir cok eksiklik goriildii ve 1989 yilinda Bush tarafindan diizenlemeler
yapilarak 1995’te plazmidle kodlanan B-laktamaz siniflamast giincellestirildi. Bu
siniflandirmada penisilin, oksasilin, karbenisilin, sefaloridin, genis spektrumlu
sefalosporinler ve imipenemin substrat olarak kullanilmasi ve bunlarin klavulanik
aside hassasiyetleri siniflandirma kriterleriydi. Buraya kadar olan simflandirmalar
fenotipik siniflandirmadir. Fenotipik siniflandirma, nokta mutasyonlarinin substrat
araligin1 degistirmesi yiiziinden karisikliklara yol agmaktadir. Bu yiizden ilk olarak
Ambler tarafindan sekanslarina gore basit ve kullanish bir siniflandirma yapilmigtir.
Bu smuflandirmaya gére enzimler A ile D arasinda 4 sinifa ayrilmiglardir. A, C ve
D simflan evrimsel olarak ayri olan serin enzimleridir. B sinifi enzimler ise ¢inko

tiplerini igerir (Tablo 3) (21, 22, 23).

Tablo 3. Ambler’in B-Laktamaz Smiflandirmasi ile Bush’un Fonksiyonel
Gruplan Arasindaki Benzerlik (21)

AS - Aktivite? K‘avi‘l':a“at
Pen Carb Oxa Ceph Cix Azt Imp inhibisyon
Serin
B-Laktamazlar
A 2a +++ + - * - - - ++
2b -+ + + ++ - - - ++
2be  +++ + + ++ ++ ++ - ++
2br  +++ + + + - - - -
2c ++ +4+ + + - - - +
2e ++ ++ - ++ ++ ++ - ++
2f ++ + ? + + ++ ++ +
C 1 ++ +  inhibitor  +++ + Inhibitor - -
D 2d ++ + ++ + - - - %
Belirlenmemis®  4° ++ ++ ++ \"/ \'% - - -
Cinko
B-Laktamazlar
B 3 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ -

Pen; penisilin, Carb; karbenisilin, Oxa; oksasilin, Ceph; sefaloridin, Ctx; sefotaksim, Azt; aztreonam, Imp; imipenem. %, Ambler’in
yapisal simflandirmasi, # Bush’un fonksiyonel grubu, ©; Bush grubunun 4 enziminden higbiri halen sekans edilmemistir,
karbapenemaz aktivitesi olmadigindan dolay1 serin tipi olarak varsayilir, % +++; tercih edilen substrat, ++; iyi substrat, +; hidroliz
edilir, +; zayif hidroliz edilir, -; stabil, V; grup iinde degisken, ?; kesin degil.
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Biitiin Gram negatif bakteriler kromozomal, bir kismi daplazmid aracili B-
laktamaz {iretirler (24). Kromozosal veya plazmid aracili olan A simfi 8-
laktamazlar éenelde alfa-helikal bir domain ve alfa-helikslerle g¢evrilmis bes
antiparalel B-yapragina (sheet) sahiptir. Enzim aktivitesi i¢in reaktif olan Serin-70
(mavi heliks) alfa-heliks H2’nin amino ucundadir (Sekil 7).

Sekil 7. A ssmfi 8-Laktamazin Tersiyer Yapisi (25).

2.2.1.2. Enterobakterilerde Kromozom Orijinli 8-Laktamazlar

Kromozomal B-laktamazlar, Salmonella harig¢ biitiin enterobakterilerde kendine
hastirlar.  Fakat miktarinda, iiretim seklinde ve sonugta diren¢ olusumuna
katkilaninda degisiklikler gosterirler. Bazi tiirler tipik olarak A simfi enzimlere
sahiptir. Fakat C simfina sahip olanlar daha coktur. Enzim iiretimi tiir ve susa gére
indiiklenebilir, yiiksek diizeyde konstitiitif veya diisiik diizeyde konstitiitif olabilir.

E. coli ve Shigella genelde AmpC tip olarak bilinen indiiklenemeyen enzimlere
sahiptirler. Bunlar dogal olarak ampisilin ve dar spektrumlu sefalosporinlerden
sefalotin ve sefaleksine hassastirlar. Direng, sadece PBP’lere zayif baglanan
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izoksazolil penisilin, benzilpenisilin ve sefsulodine kars1 olur. Diger B-laktamlara
diren¢ sekonder B-laktamazlara sahip olunursa ortaya ¢ikar. Genis spektrumlu
sefalosporinlere diren¢ orta diizeydedir. Karbapenemler bu enzime dayamkhdir.
Klavulanat AmpC tip enzim aktivitesini inhibe etmez.

Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella morganii,
Providencia stuartii ve Proteus rettgeri E. coli’ninkine benzer AmpC tip enzim
tiretirler. E. coli’deki AmpC’nin tersine indiiklenebilir enzimlerdir. Antibiyotiksiz
ortamda yalmzca eser miktarda enzim tiretilir. Fakat B-laktam varlifinda gecici
olarak yiiksek diizeyde iiretilirler. Yiiksek enzim iiretimi (hyperproduction) genel
olarak bakterinin kromozomal f-laktamaz genindeki ampD lokusundaki
mutasyonlarla ortaya ¢ikar. Bu bakteriler klinik suslar arasinda boldur. Bu suslara
derepressed suslar denir. Bu suslarin iirettigi p-laktamazlara ampisilin ve dar
spektrumlu sefalosporinler dayaniksiz olup minimum inhibisyon konsantrasyonlari
(MIK) bakterilerde giiclii bir sekilde enzim indiiksiyonuna yol acar. Genis
spektrumlu sefalosporinler, ureidopenisilinler ve karboksipenisilinler enzime
dayaniksizdir.  Karbapenemler enzimin giiclii indiikleyicileri olup enzime
dayaniklidirlar. Klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam yeterli inhibitér aktiviteye
sahip degildirler.

Klebsiella grubu genelde A sinifi kromozomal B-laktamazlara sahiptir. Bir¢ok K.
pneumoniae susu kromozomal SHV-1 enzimi iiretir. Enzimin izoelektrik pH’s1 (pl)
7.1 ile 8.6 arasindadir. K. oxytoca K1 veya KOXY tip enzim iiretir. Klebsiellae
grubunun biitlin enzimleri Kkonstitiitif olarak diisiik diizeyde tiretilir. Ampisilin,
amoksisilin, karbenisilin ve tikarsilini pargalarlar. Sefalotin ve sefaleksin gibi dar
spektrumlu sefalosporinler ise SHV-1 ve K1 enzimleri tarafindan hidroliz edilirler.

Proteus vulgaris ve P. penneri izolatlar1 Bush semasindaki 2e grubu olan A
sinifi kromozomal enzim tretirler (Tablo 3). Baz izolatlar AmpC tip enzim iretir.
K1 tip enzim iretenleri de mevcuttur. Enzimleri indiiklenebilirdir. P. mirabilis
enzimlerinin iiretimi ibmal edilebilir derecede olup, enterobakteriler arasinda 8-

laktamlara en hassas olamdir (21).
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2.2.1.3. Enterobakterilerde Plazmid Orijinli 8-Laktamazlar

Plazmid orijinli B-laktamazlar birgok gram-negatif bakteride siklikla bulunmaktadir.
Bunlardan en sik olan1 TEM-tipi olup, ilk olarak 1965’te Datta ve Kontomichalov (19)
tarafindan bir hastadan izole edilen ampisiline direngli TEM olarak isimlendirilmis bir E.

coli’den izole edilmistir ve TEM-tipi enzim ad1 verilmistir.
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Tablo 4. Plazmid Aracih 8-Laktamazlarin Dagihimi (26).

§-laktamaz Konak bakteri Prevalans Diisiinceler
Geniy spektrum
HMS-1 Enterobacteriaceae Nadir
TEM-1 Enterobacteriaceae Cok sik Bir gok bakteride ok siktir
N. gonorrhoeae,
P. aeruginosa,
H. influenzae.
TLE-1 E. coli Nadir TEM-1’e ¢ok benzer
TEM-2 Enterobacteriaceae Sik TEM-1"den bir amino asit farkls
LCR-1 P. aeruginosa Nadir
NPS-1 P. aeruginosa Nadir Sefsulodin konformasyonal degisiklik yapar
LXA-1 Enterobacteriaceae Sik degil Penisilin G* ye disiik afinite
OHIO-1 Enterobacteriaceae Sik degil Simdiye kadar sadece Ohio izolatlan
SHV-1 Enterobacteriaceae Sik K. pneumoniae’ da genelde kromozomsal
SHV-2 Enterobacteriaceae - -
ROB-1 H. influenzae Sik degil Hem insan hem de hayvan izolatlarinda
H. pleuropneumoniae
P. multocida
OXA, CARB, ampC ve Sefotaksimaz
OXA-Tip
isimsiz (GN11499)  B. fragilis Nadir
OXA-3 Enterobacteriaceae,
P. aeruginosa
OXA-1 Enterobacteriaceae, Sik E. coli’de ikinci en sik tip
P. aeruginosa
OXA+4 Enterobacteriaceae Nadir OXA-1" e ¢ok benzer
OXA-5 P. aeruginosa Nadir
OXA-7 E. coli Nadir
OXA-6 Enterobacteriaceae, Sik Salmonella spp.’de ikinci en sik tip
P. aeruginosa
CARB-Tip
CARB-4 P. aeruginosa Nadir Sefsulodine direng
SAR-1 V. cholerae Nadir
PSE-4 P. aeruginosa, Sik degil
Enterobacteriaceae
(CARB-1) BRO-1 Branhamella, Sik Ampisilin ve sefaklora direng
Moraxella spp.
PSE-1 (CARB-2) P. aeruginosa, Sik En sik P. aeruginosa’da
Enterobacteriaceae
CARB-3 P. aeruginosa Nadir
AER-1 A. hydrophila Nadir
{simsiz (N-3) P. mirabilis Nadir PSE-1’e benzer
PSE-2 P. aeruginosa, Sik degil Oksasilini huzli pargalar
Enterobacteriaceae
PSE-3 P. aeruginosa, Sik degil
Enterobacteriaceae
Isimsiz (N-29) P. mirabilis
AmpC-Tip
CEP-1 P. mirabilis Nadir
CEP-2 Achromobacter spp. Nadir
Sefotaksimaz
TEM-7 Enterobacteriaceae ? Fransa, muhtemelen TEM-2 tiirevi
RHH-1 Enterobacteriaceae Nadir
CAZ-1 (TEM-5) Enterobacteriaceae Sik Fransa, TEM—2 tiirevi, seftazidim direnci
CAZ-? (TEM-6) Enterobacteriaceae Sik degil Almanya, TEM-2 tiirevi, seftazidim direnci
CTX-1 Enterobacteriaceae Sik Fransa, TEM-2 tiirevi, sefotaksim direnci
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2.2.1.3.1. Plazmidle Kodlanan $-Laktamazlarin Simflandiriimasi

Plazmidle kodlanan B-laktamazlar, Bush semasinin 2b grubundadirlar (Tablo 3).
Bu gruplar Medeiros’un siiflamasindaki genislemis spektrumlu enzimler olan
sefotaksimaz, karbenisilinaz ve oksasilinaz gruplariyla az veya c¢ok benzerlik
gosterir (Tablo 4). Asagidaki gibi siniflandirilmuslardir (19):

Klavulanik asitle inhibe olmayan, sefalosporin hidroliz eden enzimler (CEP-N,
Grupl)’den CEP-1 bu gruba Bush tarafindan sokulmustur. Medeiros AmpC
grubunda incelemektedir. E. coli’nin kromozomsal enzimleriyle immiinolojik ve
enzimolojik olarak benzerlik gé6sterir. CEP-1 nadiren P. mirabilis’te
belirlenmektedir (19).

Klavulanik asitle inhibe edilen, penisilin hidroliz eden enzimler (PEN-Y, Grup
2a)’den NPS-1, penisilinleri sefalosporinlerden daha hizli hidroliz ettiginden dolay:
Bush tarafindan bu grupta siniflandinlmistir. Medeiros tarafindan genis-spektrumlu
olarak simiflandinlir. P. aeruginosa’da nadir rastlanan bir enzimdir (19).

Genisce-spektrumlu B-laktamazlar (BDS-Y, Grup 2b) ¢ok sik rastlanan TEM-1
(TEM) enzimini icerir. Diinyanin her yerinde Enterobacteriaceae, P. aeruginosa,
P. cepacia, H. influenzae, N. gonorrhoeae, V. cholerae ve diger baz1 gram-negatif
basillerde rastlanmaktadir. TEM-1 geni Tn3, Tnd4, TnAB, Tnl699 ve Tnl1700
transpozonlarinda bulunmustur. TEM-1’den hazirlanmus DNA problariyla yapilan
calismalar TEM-2, OXA-2 ve TLE-1 ile ¢apraz reaksiyon gosterdifini ortaya
koymaktadir. TEM-1 enzimi E. coli'deki ampisilin direncinin  %50’sinden
sorumludur (21). TEM-1 ve TEM-2 biyokimyasal olarak izoelektrik noktalariyla
(pI) ayurt edilebilen ikiz enzimlerdir. Pozisyon 39’daki lizin yerine glutamin
girmistir (27). Amino asit sekansindaki degisim pI’sim1 5.4’ten 5.6’ya yiikseltmistir.
TEM-2 Enterobacteriaceae’lerde siklikla bulunmaktadir (19).

Bu grubun diger bir enzimi SHV-1'dir (siilfidril grubu inhibe edilmis).
Genellikle Enterobacteriaceae izolatlarinda rastlanir (19). SHV-1 penisilinlere
karg1 dar spektrumlu B-laktamaz aktivitesi gosterir. Ilk olarak Klebsiella cinsinde
kromozomsal olarak gosterilmigtir. SHV-1, farklh bir B-laktamaz olan PIT- 1’i
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kodlayan incompatibility tipindeki plazmidlerde ve transpozonda bulunmaktadir.
Klebsiella’min baska bir B-laktamazi olan LEN-1 K. pneumoniae suslarinda
kromozomal olarak kodlanir. Niikleotid sekans analizi LEN-1’in blagyyv., gen
sekansiyla ¢ok benzer oldufunu gostermektedir. SHV-1’e biyokimyasal profili
yakin diger bir enzim OHIO-1’dir ve plazmidle kodlanmaktadir. Protein sekans
analizi SHV-1 ile %98.1 amino asit benzerligi oldugunu ortaya koymaktadir. TEM-
1 ile amino asit benzerligi ise %63.7’dir. Bu enzimlerin hicbiri genis-spektrumlu
sefalosporinleri, sefamisini, monobaktamlar1 veya karbepenemleri hidroliz edemez.
Fakat, sefamandol ve sefoperazon gibi dar-spektrumlu sefalosporinleri ve
penisilinleri inaktif edebilir. SHV-1 ve LEN-1 iireten bakteriler yaygindir. Fakat
OHIO-1 sadece Amerika’nin Ohio eyaletiyle sinirlidir (28). \
Genislemis-spektrumlu B-laktamazlar (GSBL veya EBS-Y, Grup 2b’) plazmidle
kodlanan enzimler olup, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam gibi oksiimino--
laktamlara diren¢ olustururlar. GSBL’ler ilk olarak 1983’te Almanya’da tarif
edilmislerdir ve oldukca sik ortaya ¢ikmaktadirlar. Diinyanin her yerinden rapor
edilmektedirler (2, 4-13). Oksiimino-B-laktamlarin klinige girmesinden hemen
sonra K. pneumoniae, E. coli ve diger az sayidaki cinsler bu yeni ajanlara direng
geliserek bu direnci plazmidler vasitasiyla diger bakterilere yaymaya basladi. Bu
izolatlarin {irettifi genislemis spektrumlu enzimler GSBL olarak isimlendirildi.
Aktif bolgelerine yakin yerlerinde bir veya daha fazla amino asitin degismesiyle
(substitution) TEM-, SHV- ve OXA-tipi B-laktamaz tiirevleri veya varyantlan
olusmaktadir. Bdylece oksiimino- substratlar icin enzimin afinitesi ve hidrolitik
yetenegi artmaktadir (2, 3). Giiniimiizde 80’i askin TEM, 30’u askin SHV ve 9’a
yakin OXA tiirevi vardir. Yeni enzimler ortaya g¢iktikca internetteki bir Web
sitesinde her bir enzimin amino asit degisiklikleri giincellestirilerek verilmektedir
(29). Her bir GSBL tipi kendine 6zgii bir amino asit degisimine sahiptir ve bdylece
hem enzimin substrat spektrumu hem de izoelektrik noktas1 degisir. Sekil 8’de
TEM ve SHV f-laktamazlarinda genislemis spektrumlu mutasyonlarin rolatif

yerleri gosterilmektedir.

mﬂ‘wkﬁﬁm KURuw

Lo " sYON
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Karakterizasyon igin pl tayini yeterlidir fakat aym pI’ya sahip farkh enzimler
tiirediginden dolay1 geninin sekanslanmasi daha kesin sonuglar vermektedir. TEM
tiirevlerinin pI’s1 genelde 5.1-6.5, SHV tiirevlerinin 7.0-8.2 ve OXA tiirevlerinin ise
6.1 ile 8.0 arasindadir (3). GSBL’lerde biitiin oksiimino-B-laktamlara direng
artmasina ragmen, farkli substratlara kars1 rolatif aktivitede degisikleri vardir. Cogu
enzim aztreonam ve seftazidimi sefotaksimden daha etkili hidroliz eder. GSBL
kodlayan plazmidler genelde 80 kilobaz’dan (kb) biiyiik ve baska bircok antibiyotik
direng genlerini de tasirlar (2). Hastane personelinin elleri muhtemelen bu genleri
tastyan suslan hastadan hastaya nakleden aracilardan biridir. Bir hastanede bircok
GSBL tipi olabilmesine ragmen, ¢ogunlukla tek tip dominanttir. Bazi hastanelerde
GSBL-kodlayan plazmidler farkh suglarca yayilabilir fakat biitlin hastalardan aym
plazmidi iceren bakterilerin izole edildigi salginlar da olabilir. Hastanede veya
yogun bakim iinitesinde kalma siiresi GSBL enfeksiyonlan igin risk faktdrleridir.
Ciinkii, uzun kalma siiresi, altta yatan ciddi hastaliklar, cerrahi ve difer invaziv

girisimleri beraberinde fazla antibiyotik kullanimim getirmektedir (3).
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Sekil 8. TEM (mavi) ve SHV (sar1) p-Laktamazlarda Genislemis Spektrumlu
Mu‘taﬁonlarm Raélatif Yerlesimleri. Aktif bolge rezidiileri Serin-70,
Glutamin-166 ve Lizin-73 kirmuz1 gosterilmektedir. Pozisyon 238 ve 240
(yesil) hem TEM hem de SHV genisletilmis spektrumlu mutasyonlarda
degisen iki bolgeyi gostermektedir (1).

Karbenisilin  hidroliz eden enzimler (CAR-Y, Grup 2c)karbenisilini
benzilpenisilinden % 75 daha hizli hidroliz ederler. Klavulanik asitle inhibe olurlar.
CAR-Y grup enzimlerin ¢ogu bir transpozon iizerindedir. PSE-1 Tn1401 ve
Tn1403 iizerinde, CARB-3 Tn1408 iizerindedir. Diger CAR-Y grubu enzimlerden
PSE-1 P. aeruginosa’da bulunur (19).

Kloksasilin  hidroliz eden enzimler (CLX-Y, Grup 2d)kloksasilini
benzilpenisilinden daha hizl hidroliz eder (OXA-4 hari¢). Klavulanik asitle inhibe



19

edilirler. Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa’da bu grup enzimleren sik
karsilagilanlart OXA-1 ve —2°dir. Bu enzimleri PSE-2 ve OXA-3 takip eder. OXA-
4 ve —T’ye Enterobacteriaceae’de, OXA-6’ya P. aeruginosa’da ender rastlanir (19).

Klavulanik asitle inhibe olan, sefalosporin hidroliz eden enzimler (CEP-Y, Grup
2e)’den plazmidle kodlanan sadece FEC-1 enzimi vardir. Bu grup sefalosporinaz
aktivitesi gosterir. Diisiik konsantrasyonda klavulanik asitle inhibe olur (19).

Inhibitor direngli B-laktamazlar fonksiyonel olarak grup 2br olarak
siniflandinimaktadir ve ¢ogunlukla TEM-1 genindeki nokta mutasyonlar
vasitasiyla olusmaktadirlar.

SHV-9°dan tiireyen SHV-10 ise SHV genlerindeki nokta mutasyonlart ile olugan
inhibitor direncli B-laktamazdir (30).

IRT-1 enzimi inhibitér direngli B-laktamazlarin genel adidir ve ¢ogunlukla E.
coli tarafindan iiretilir (31).

OXA-2den tireyen OXA-15 ve OXA-10’dan tiireyen OXA-11, OXA-14,
OXA-16 ve OXA-17 diger inhibitdr direngli p-laktamazlar olup OXA genindeki

nokta mutasyonlan ile olusmaktadir (32).

2.2.2. Enterobakterilerde -Laktamaz Genlerinin Yayilim Yollar

Patojen bakteriler arasinda antibiyotik direncinin yayilmast biiyiik Olgiide
konjugatif DNA transferine atfedilmektedir. Konjugatif transferin genel kategorisi
hem bakteriyel plazmid hem de konjugatif olan transpozonlarin konjugasyonunu
icine alir. Bu iki sistemin prototipleri RK2 plazmidi ve Tn916 transpozonudur.

Yeni antibiyotiklerin kesfi ve gelistirilmesi yeni antibiyotik direncini
beraberinde getirmistir. Bu durum 1950’lerden baslayip halen devam etmektedir.
Kirk yildan fazladir dokiimantasyonu gikarilan direng sikliistinde B-laktam ve

aminoglikozidlere karsi olusan direng genlerinin yayilim dikkate degerdir (15).
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2.2.2.1. Bakteriyel Konjugasyon

Bir bakteriden digerine hiicre-hiicre kontag: ile DNA transferine konjugasyon
denir ve enerji harcanan bir tranporttur. iki islem ile olusur: DNA’nin hazirlanmasi
ve ¢iftlesme i¢in koprii olusturulmasi. DNA’nin hazirlanmas: relaksozom olusumu
ile baslar. Relaksozom DNA/protein kompleksidir. DNA’nin transfer orijinine
(oriT) bazi transfer proteinlerinin baglanmasiyla olusan bir komplekstir. Bu
kompleks DNA’da tek iplik¢ikli bir kirik olusturur ve DNA topolojik olarak rahat
duruma gecer. Boylece, kirikla olusturulan tek iplik¢ikli DNA’mn agilip transfer
edildigi diisiiniilmektedir. Ciftlesme isleminde ise konjugatif pili vasitasiyla verici
ve alici hiicrelerin stabilizasyonu saglanmaktadir. Ciftlesme kopriisii DNA transfer
edilirken hiicreleri birbirine baglar. Bu yiizden transformasyonun tersine
konjugasyon islemi DNA’y1 pargalayan bir enzim olan Dnasel varlifinda da devam
eder. Ciftlesme kopriisii bilyiik cogunlugu bilinmeyen yapida kompleks bir
multiprotein aparattir. Bakteriyel konjugasyon, transfer fonksiyonlarimi kodlayan
biiyiik plazmidlerle yapilir. Konjugatif plazmid hiicre i¢inde bagimsiz olarak
replike olabilir veya bakteriyel genoma entegre olabilir. Konjugatif oldugu bilinen
bir¢cok plazmid incompability (Inc) grubu vardir (15). Plazmid incompability,
plazmid iceren bir hiicreye giren ikinci plazmidin ilkinin kalittmum bozmasi olarak
tammlanabilir. Ikinci plazmide uyumsuz (incompatible) denir. Incompatibility
gruplarinda replikasyon benzerligi mevcuttur. Aym Inc grup plazmidler aym
bakteri hiicresinde bulunamazlar. Ciinkii replikasyon ve muhafaza edilmedeki
(maintenance) benzerliklerinden dolayr plazmidin bir tipi bakteri populasyonu
tarafindan azaltilmaya baslanir (14, 15). Inc plazmidleri genetik benzerlik ve pilus
yapilarina gore baslica 4 sinifta incelenirler. Birinci grup IncF, IncS, IncC, IncD ve
Inc)’nin dahil oldugu IncF-benzeri (IncF-like) konjugatif plazmidlerdir. Ikinci grup
IncP, IncU, IncM, IncQ ve IncW’nun dahil oldugu IncP-benzeri (IncP-like)
konjugatif plazmidlerdir. Ugiincti grup IncP ile benzerlik gosterir fakat, pilus
yapilan farklidir. Ti plazmid grubu olarak bilinirler ve IncX, IncH, IncN ve IncT bu

gruba dahildir. Dérdiincii grup da IncP grubuna benzer ama, kendine 6zgii pilus -
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ozellikleri vardir. Incl, IncB ve IncK’y1 igerir. Ik iki grup ozellikle birgok ilag
direncinin klinik izolatlar arasinda konjugal transferinden sorumludur. Yiiz kilo baz
(kb) F (IncF) plazmidi ve 60 kb RK2 (IncP) plazmidi sekansi tam olarak yapilmis
ilk konjugatif plazmidlerdir. ~Gram-negatif bakteriler i¢in prototipik plazmid
sistemleri olmusturlar. Bu plazmidlerle yapilan ¢alismalar asagidaki konjugasyon
modelini ortaya ¢ikarmustir (15, 33):

a) Alici ve verici hiicre kontakt ve ciftlesme kopriisiiniin olusmas1,

b) oriT iginde tek iplik¢ikli bir kink ile baglatilan DNA relaksozom
olusumu

c) Konjugatif “rolling circle” replikasyon ve alictya tek iplik¢ikli DNA’nin
transferi

d) Alictda DNA’nin  yeniden sirkiiler hal almasi (recircularization),

komplementer DNA sentezi ve vejetatif replikasyon.

RK2 veya RP4 plazmidi izole edildigi 1960’11 yillarda o donem sik kullanilan 3
antibiyotie diren¢ genleri tasiyordu: kanamisin, penisilin ve tetrasiklin. Bu direng
genleri hastalardan izole edilen Klebsiella (RK2) ve Pseudomonas (RP4) arasinda
transfer edilmistir. Bu plazmidin transferi E. coli ve bu organizmalar arasinda
gosterildiginden dolayi, dar konak aralifina sahip IncF plazmidlerinden ayirmak
icin RK2’ye genis konak aralikli (broad-host range) denilmistir. RK2’nin kodladig1
TEM B-laktamaz geni enterik bakterilerde iyi ¢alismaktadir. Aym zamanda non-
enterik Pseudomonas, Neisseria ve Haemophilus’ta da calismaktadir. Bu 6zellik
dogadaki suslar arasinda bu genin konjugatif transferi olduguna delil
olusturmaktadir.

B-laktamlara ve aminoglikozidlere direncin konjugatif olarak transfer edilmesine
gecmiste ve giiniimilizde iki tehlikeli klinik izolat 6rnegi vardir: K. pneumoniae
EK105 ve Yersinia pestis 17/95 patojenleri. Her iki mikroorganizma da ¢oklu ilag
direncine sahiptir. K. pneumoniae EK105 susu mobilize olabilen bir plazmid ve

amikasin, ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, streptomisin, tobramisin, netilmisin,
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oksasilin ve mezlosilin direnci kodlayan biiyiik bir konjugatif plazmid icermektedir.
Bu izolatin direng profili sepsis ve neonatal menenjitin etkeni olarak neredeyse
tedavi edilemeyen ve siklikla 6ldiiriicii olan enfeksiyonlar meydana getirir. Aym
durum Yersinia pestis 17/95°te rastlanmustir. Bu izolattaki konjugatif plazmid
ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, streptomisin, spektinomisin, sulfonamidler,
tetrasiklin ve minosikline diren¢ kodlamaktadir. Genelde gram negatif
organizmalann plazmidleri gram negatiflerde replike olamamasina ragmen, gram
pozitif organizmalarin plazmidleri gram negatiflerde replike olabilmektedir. Gram
negatiften gram pozitife yapilan bir¢ok konjugasyon deneyinde alicida plazmid
replikasyonunu saglayabilmek igin shurtle plazmide gram pozitife spesifik
replikasyon bolgeleri eklenmelidir. Eger varsa, dogada gram negatiften gram
pozitif organizmalara bu sekildeki bir transfer heniiz belirlenmemistir. Bu olayin
tersinin olusmast daha olasidir. Dogada antimikrobiyal direng genlerinin toprak
organizmalarindan orijin aldi1 ve ilk olarak gram pozitif bakterilere, daha sonra bu
bakterilerden gram negatiflere konjugasyonla transfer edildigi one siiriilmektedir.
B-laktamaz genlerinin 1965’teki bir¢ok raporda Staphylococcus aureus (S. aureus)
ve E. coli suslarinda plazmid aracihityla transfer edildigi ve 1970’te S. aureus’taki
53 kb’lik konjugatif bir plazmid tarafindan aminoglikozid ve B-laktamaz genlerini
tasidig1 belirtilmistir.

Transfer edilebilir ilag direncinin ge¢misi B-laktamaz genleriyle paralellik
gosterir. Gram negatif E. coli bakterilerinden diger tiirlere marker genleri transfer
etmek igin RK2-orijinli vektorlerin kullamlmasiyla biitiin Enterobacteriaceae
tiirleri, Acinetobacter, Bacteroides, Aeromonas, Alcaligenes, Agrobacteria,
Neisseria, Pseudomonas, Vibrio ve bircok diger bakteri tiirleri alici olarak tespit
edilmistir. Bu ¢ahsmalar tek tip plazmid vasitasiyla antibiyotik direng genlerinin
dogadaki konjugatif olarak transfer edilebilme potansiyelini gostermektedir.
Normal florada bakteriler arasi konjugatif transferin in vitro’ya gore daha etkin
oldugu gosterilmistir. Dogal konak habitatlar1 bakterilerin konjugatif transferini
artirmaktadir ve Ozellikle selektif baskinin ¢ok oldugu hastane ortamlarinda daha
sik ortaya ¢ikmaktadir (15).
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2.2.2.2. Konjugatif Transpozisyon

Konjugatif transpozonlar kendini transfer edebilen, mobilizasyon yetenegine
sahip, replike olamayan genetik elemanlardir. Transferleri bir hiicre iginde
kromozom ile plazmid arasinda ve hiicreler arasinda verici hiicreden alic1 hiicreye
olmaktadir. Taginamayan bir elemani veya plazmidi transfer edebilirler.
Konjugasyonda oldugu gibi, konjugatif transpozonlarin transfer islemi hiicre-hiicre
kontagina ihtiyag goéstermekte ve Dnasel enziminden etkilenmemektedir. Bu
elemanlar bagimsiz olarak replike olamadiklarindan dolayi, genomik DNA’ya veya
plazmid DNA’sina entegre olarak hiicrede bulunurlar. Konjugatif plazmidler gibi
ilag direnci kodlarlar ve bakteriler arasinda yayarlar. Genis konak aralikli olarak

bilinmelerine ragmen, daha ¢ok gram pozitif bakteriler arasinda bulunurlar (15, 33).

2.3. Klinik Antibiyotik Kullanimi ile B-Laktamaz Evoliisyonu Arasindaki
Tliski

Antibiyotik direncinde rol alan genlerin antibiyotik iireten organizmalardan
koken aldig1 en sik Onerilen hipotezlerden biridir. Bu organizmalar iirettikleri
antimikrobiyal maddelerden kendilerini korumak igin bu maddelere direng 6zelligi
kodlayan genleri tasirlar. Sonugta bu genler diger bakterilere de tasinarak bu
organizmalar1 da direngli yapabilmektedir. Bu konuyla ilgili hipotezler, direng
determinantlarinin evoliisyon ve yayihminin dogal olarak iiretilen antibiyotiklerin
olugturdugu segici kuvvetlerin bir sonucu olabilece§ini gdstermektedir. Bu
maddeler her ne kadar bol olsa da toprak ve suda diliisyonlar halinde
bulunmaktadir.  Bilgiler, antibiyotik direncinin klinik tipta endiistriyel olarak
yapilmis antibiyotiklerin asir1 kullanimindan ve ciftlik hayvanlarinin yemlerine
karigtirtlmasindan kaynaklanan giiclii segici kuvvetlerin ortaya ¢ikisi ile meydana
geldigini desteklemektedir (16, 34).

Antimikrobiyal ajanlarin 1940’larda kullanima girmesinden beri bu ajanlara
karsi devamli olarak mikroorganizmalar direng gelistirmektedirler.  Genetik

elemanlarin aralarinda paylasilmasi ile bu direng yayilmaktadir. Enfeksiyon riski



24

tasiyan hasta gruplari immun sistemi baskilanmig ve ciddi sekilde hareketsiz
yasayan hastalardir. Bu populasyona 6rnek olarak ozellikle organ transplant
alicilari, onkoloji hastalari, HIV’ la (Human Immunodeficiency Viriis) enfekte
hastalar verilebilir. Immun sistemi baskilanmis hastalarda sik olmayan patojenler
rastlanmakta ve gogunluguna ampirik tedavi uygulanmaktadir. Bununla birlikte, bu
hastalarda teshis ve cerrahi miidahale oncesi profilaksi amaci ile bol miktarda
antibiyotik kullanilmaktadir. Bdylesine yaygin antibiyotik kullamimi ortamin
seleksiyon hizimi artirdifindan, hastalarin direngli bakteriyel suslar1 kazanma sansini
da artirmaktadir (35).

Hastane ve toplumda hastalarin floras: birden fazla antibiyotik baskis altindadir.
Ozellikle hastanelerde dalgali ve kompleks antibiyotik ¢evreleri olarak yogun bakim
tiniteleri drnek verilebilir. Bu boliimlerde farkli hastalarda farkli antibiyotiklerle
karsilasan aym tiir bakteriyel organizmalar olabildigi gibi, belli bir hastada farkli
antibiyotiklerle karsilasan aym tiir bakteriler bulunabilir. Genellikle bu boliimlerde
devamli, bir antibiyotikle veya kombinasyonlariyla tedavi dongiisii vardir. Bu
yiizden bu tip ¢evreler farkli dirence sahip bakteriyel varyantlarin seleksiyonuna yol
acmaktadir. Ornegin; bir yogun bakim iinitesinde ayni anda bir hasta sefotaksim ile
tedavi edilirken digerlerinin seftazidimle tedavi edilmesi genel bir yontem degildir.
Aksi taktirde tinitede dolasan bakteriler her iki ilagla da karsilasacaktir. Ugiincii
kusak sefalosporinlere ve B-laktamaz inhibitorlerine ayni1 anda direng gelismesi
dalgali antibiyotik cevrelerine karsi olusan adaptasyonun miitkemmel bir ornegidir.
Sayet plazmid aracili TEM-1 B-laktamaz tasiyan bir sus seftazidimle karsilagirsa,
seftazidimin bu bakteriye karst minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK)
artmaktadir. Bu olay klasik stepwise seleksiyon deneyine benzer. Varyant suslar
amoksisilin veya amoksisilin/klavulanat ile test edilirse, seftazidime daha fazla
direnci olan bakterinin amoksisiline direnci azalacaktir. Boylece, bazi maddelerin
MIiK’ini artiran mutasyonlarin diger maddelerin MIK’ini  azaltabildigi
goriilmektedir. Cevremizde her iki ilacin da birlikte bulunmas: bakterilerin hayatta

kalabilme sorununu giindeme getirmektedir. Son zamanlara kadar bakterilerin bir
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hiicrede veya bir plazmidde birden fazla B-laktamaz genini igererek bu sorunu
¢cozdiigii goriinmektedir (16).

Giiniimiizde, hastanede yatan hastalarda metisilin direngli S. aureus ve koagiilaz
negatif stafilokoklar, vankomisin direncli Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium, plazmidle kodlanan GSBL’li Enterobacteriaceae, P. aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia ve Acinetobacter tiirleri gibi ¢oklu ilag direncine
sahip bakteriler dominant olarak goriilmektedir. Antibiyotik kullamm: ve direng
arasindaki iliski bircok nozokomiyal patojen arasinda devamli olarak
gozlenmektedir. Son 10 yil icinde en c¢ok dikkati ¢ceken Ornek genis spektrumlu
sefalosporin ve P-laktamlara direngli Enterobacter tiirleridir. Antibiyotik
sinirlamasi ve enfeksiyonlarin kontrol altinda tutulmasinin ekonomik etkili tedaviyi

pesinde getirdigi belirtilmektedir (34, 36).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Klinik Bakteri Suslari

Bu caliyma Haziran 1999 ile Haziran 2001 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi (KTU), Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda
gercgeklestirildi.

K.T.U. Tip Fakiiltesi’nin 492 yatakli Farabi Hastanesi’nde, yatan ve poliklinik
hastalarinin ¢esitli materyallerinden 05 06 2000 ile 20.07.2000 tarihleri arasinda,
yaklasik 2 ay boyunca Merkez Rutin Mikrobiyoloji Laboratuari’nda izole edilen
ampisilin direncli Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri toplandi. Tablo 5’te bakteri
izolatlarimin tiirii, izole edildigi tarih, izole edildigi materyal, materyalin geldigi

hastane birimi, izolasyon tarihi ve izolat kodu gosterilmistir.
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Tablo 5. izole Edilen Ampisiline Direncli Enterobacteriaceae Tiirleri

NO 2 jsole Edilen Bakteri Tiiri fzolasyon  Jaole fy‘:l'd‘g' Materyalin Geldigi Birim
1 TRE002 Proteus mirabilis 12.06.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
2 TREO004 Proteus mirabilis 12.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
3 TREO006 E. coli 12.06.2000 idrar Enfeksiyon Poliklinigi
4 TREO08 Klebsiella pneumoniae ssp.ozaenae  13.06.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
5 TREO009 E. coli 13.06.2000 idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
6 TREOIO E. coli 13.06.2000 idrar Uroloji Poliklinigi
7 TREOI11 Proteus mirabilis 13.06.2000 idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
8 TREO12 E. coli 13.06.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
9 TREO14 E. coli 14.06.2000 Idrar Acil Poliklinigi
10 TREOl6 E. coli 14.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
11 TREO17 Klebsiella oxytoca 14.06.2000 drar Pediatri Poliklinigi
12 TREOI8 Enterobacter cloacae 16.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
13 TRE0O20 Klebsiella pneumoniae ssp.ozaenae  05.06.2000 BOS Enfeksiyon Servisi
14 TREO021 Serratia marcescens 05.06.2000 B.l.] rn Cerrahi Yogun Bakim

Siiriintiisii
15 TRE022 Enterobacter aerogenes 07.06.2000 Kan Enfeksiyon Servisi
16 TREO024 E. coli 13.06.2000 Trakeal Aspirat Cerrahi Yogun Bakim
17 TREO025 Klebsiella pneumoniae 13.06.2000 Trakeal Aspirat Pediatri Yogun Bakim
18 TREO026 Enterobacter sakazakii 13.06.2000 idrar Cerrahi Yogun Bakim
19 TRE027 E. coli 14.06.2000 idrar Pediatri Adolesan Servisi

20 TREQ028 E. coli 14.06.2000 idrar Pediatri Adolesan Servisi

21 TRE029 Enterobacter aerogenes 13.06.2000 Idrar Pediatri Yogun Bakim

22 TREOQ31 Klebsiella pneumoniae 15.06.2000 fdrar Pediatri Poliklinigi

23  TRE032 E. coli 15.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi

24 TREO034 Proteus vulgaris 16.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi

25 TREOQ036 Serratia marcescens 14.06.2000 Kan Pediatri Adolesan Servisi

26 TREO037 Klebsiella pneumoniae 16.06.2000 Idrar Pediatri Adolesan Servisi

27 TREOQ38 E. coli 20.06.2000 Idrar Acil Servis

28 TREQ040 Klebsiella pneumoniae 20.06.2000 Idrar Pediatri Adolesan Servisi

29 TRE044 Klebsiella pneumoniae 20.06.2000 Idrar Pediatri Siit Cocugu Servisi

30 TRE045 Klebsiella oxytoca 22.06.2000 Kan Dahiliye Servisi-I

31 TREO048 Enterobacter aerogenes 20.06.2000 idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi

32 TRE(049 E. coli 20.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
33 TREO50 Klebsiella pneumoniae ssp.ozaenae  20.06.2000 SBi(i)r%ianztﬁsﬁ Dahiliye Servisi-1I
34 TREO51 Klebsiella oxytoca 20.06.2000 Kateter Dahiliye Servisi-1
35 TREOQ53 E. coli 20.06.2000 idrar Ortopedi Servisi
36 TRE054 Proteus mirabilis 21.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
37 TREOS5S5 E. coli 21.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
38 TREQ056 E. coli 21.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
39 TRE057 E. coli 21.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
40 TREO058 E. coli 21.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
41 TREO059 E. coli 21.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
42 TRE060 E. coli 21.06.2000 idrar Pediatri Acil Poliklinigi
43 TRE061 E. coli 23.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
44 TRE062 E. coli 23.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi
45 TRE063 Klebsiella oxytoca 22.06.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

46 TREO064 Klebsiella pneumoniae 22.06.2000 idrar Uroloji Poliklinigi

47 TRE066 E. coli 23.06.2000 Idrar Dahiliye Servisi-1
48 TRE067 E. coli 23.06.2000 Idrar Uroloji Poliklinigi
49 TREO069 Enterobacter cloacae 23.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
50 TREO0O70 E. coli 23.06.2000 Idrar Kadin Dogum Poliklinigi
51 TREO071 Proteus mirabilis 23.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi
52 TREQ072 E. coli 26.06.2000 Yara Dahiliye Servisi-I
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Tablo 5°in devam

53 TREO073 E. coli 26.06.2000 Kan Pediatri Yogun Bakim

54 TREO074 Klebsiella oxytoca 27.06.2000 Idrar Acil Servis

55 TREO7S5 E. coli 27.06.2000 Yara Dabhiliye Servisi-1

56 TREQ77 Klebsiella pneumoniae ssp.ozaenae 26.06.2000 Yara Ortopedi Servisi

57 TREO078 E. coli 26.06.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

58 TREO079 E. coli 26.06.2000 [drar Pediatrik Cerrahi Servisi

59 TREO082 Klebsiella oxytoca 26.06.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

60 TREO083 Klebsiella pneumoniae 26.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

61 TREO085 Klebsiella pneumoniae 28.06.2000 Kan Pediatri Adolesan Servisi

62  TREQ87 Klebsiella pneumoniae 26.06.2000 idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

63 TREO088 Enterobacter aerogenes 27.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

64 TREO089 Enterobacter aerogenes 27.06.2000 Idrar Dahiliye Servisi-I

65 TREQ90 Escherichia coli 27.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

66 TRE(091 Klebsiella oxytoca 27.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

67 TREQ092 E. coli 27.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

68 TREQ93 Klebsiella oxytoca 28.06.2000 idrar Dahiliye Poliklinigi

69 TRE(09%4 Klebsiella pneumoniae 28.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

70 TREO095 E. coli 28.06.2000 idrar Uroloji Poliklinigi

71 TRE097 Klebsiella pneumoniae 29.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

72 TREO098 E. coli 29.06.2000 Idrar Pediatri Adolesan Servisi

73 TRE099 Klebsiella oxytoca 30.06.2000  idrar Ortopedi Servisi

74 TREI102 E. coli 30.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

75 TREI103 E. coli 30.06.2000 idrar Pediatri Poliklinigi

76 TREIOQS5 Enterobacter cloacae 30.06.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

77 TRE107 Enterobacter aerogenes 03.07.2000 Idrar Dahiliye Servisi-I

78 TREI08 Enterobacter cloacae 03.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

79 TREI109 E. coli 03.07.2000 Idrar Kadin Dogum Poliklinigi

80 TREIlIlI E. coli 03.07.2000 Idrar Dahiliye Servisi-1

81 TREIlI12 Enterobacter sakazakii 03.07.2000 Idrar Pediatri Adolesan Servisi

82 TRE!I3 E. coli 03.07.2000 Idrar Uroloji Poliklinigi

83 TREIl4 E. coli 03.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

84 TREIIS  Kiebsiella oxytoca 03.07.2000 DO paniliye Servisi-II
stiriintiisii

85 TRELlIl6 Proteus mirabilis 03.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

86 TREII8 E. coli 04.07.2000 idrar Pediatri Yogun Bakim

87 TREI21 E. coli 04.07.2000 Idrar Dahiliye Servisi-I

88 TREI122 Klebsiella oxytoca 04.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

89 TREI124 Klebsiella oxytoca 05.07.2000 idrar Kardiyoloji Poliklinigi

90 TREI127 Klebsiella oxytoca 05.07.2000 Idrar Dahiliye Servisi-I

91 TREI129 Proteus mirabilis 05.07.2000 idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi.

92 TRE130 E. coli 06.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

93 TREI13] Klebsiella oxytoca 06.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

94 TREI132 E. coli 06.07.2000 Sant Pediatri Acil Poliklinigi

95 TREI133 Enterobacter agglomerans 06.07.2000 Idrar Dabhiliye Servisi-I

96 TRE134 Enterobacter aerogenes 06.07.2000 Idrar Acil Servis

97 TREI35 E. coli 07.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

98 TREI136 E. coli 07.07.2000 Idrar Dahiliye Poliklinigi

99 TREI37 E. coli 07.07.2000 Idrar Uroloji Poliklinigi

100 TREI139 Klebsiella pneumoniae 08.07.2000 Idrar Cerrahi Yogun Bakim

101 TREI40 Enterobacter aerogenes 11.07.2000 Idrar Dahiliye Servisi-I

102 TREIi41 Klebsiella pneumoniae spp. ozaenae 10.07.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

103 TRE142 E. coli 10.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

104 TRE143 E. coli 10.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

105 TRE144 Proteus mirabilis 10.07.2000 Idrar Dahiliye Servisi-II

106 TREI46 Klebsiella pneumoniae 10.07.2000 Idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi.

107 TREI147 Klebsiella pneumoniae 10.07.2000 Yara Dabhiliye Poliklinigi

108 TRE149 Enterobacter aerogenes 11.07.2000 idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi.
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109 TREI150 Klebsiella pneumoniae.ssp. ozaenae 12.07.2000 Yara Fizik Tedavi Servisi

110 TREIS1 E. coli 12.07.2000 Idrar Pediatri Poliklinigi

111 TREI152 E. coli 12.07.2000 Kan Dahiliye Servisi-I

112 TREI53  E. coli 12.07.2000 :;’;ﬁzfl Pediatri Yogun Bakim

113 TRE154 E. coli 12.07.2000 BOS Pediatrik Cerrahi Servisi

114 TREI5S E. coli 12.07.2000 Kan Acil Poliklinigi

115 TRE157 E. coli 13.07.2000  idrar Pediatri Poliklinigi

116 TRE1S8  E. coli 13.07.2000 Ameliyal ool Cerrahi Servisi
Materyali

117 TREI59 E. coli 17.07.2000 Kan Dahiliye Servisi-1

118 TRE160 E. coli 17.07.2000  idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

119 TREI16! Klebsiella oxytoca 18.07.2000  Idrar Enfeksiyon Servisi

120 TREIl62 Klebsiella pneumoniae 18.07.2000  idrar Beyin Cerrahi Servisi

121 TREI163 E. coli 18.07.2000 Kan Kardiyoloji Servisi

122 TREl64 Enterobacter aerogenes 18.07.2000 3:;;;2?1 Enfeksiyon Servisi

123 TREI165 Klebsiella pneumoniae 17.07.2000 Zsr;?i]:ztﬂ Pediatri Yogun Bakim

124 TRE166 Proteus mirabilis 17.07.2000  idrar Pediatri Poliklinigi

125 TRE167 Klebsiella pneumoniae 17.07.2000  Idrar Pediatri Poliklinigi

126 TREI168 E. coli 17.07.2000  Idrar Pediatri Acil Poliklinigi

127 TREI70 E. coli 17.07.2000  Idrar Pediatri Poliklinigi

128 TREI71 E. coli 17.07.2000  fidrar Kadin Dogum Poliklinigi

129 TREI172 Proteus vulgaris 17.07.2000  idrar Pediatri Poliklinigi

130 TRE173 Klebsiella .pneumoniae .ssp.ozaenae  17.07.2000  Idrar Acil Poliklinigi

131 TRE174 Klebsiella pneumoniae 17.07.2000  idrar Pediatrik Cerrahi Servisi

132 TRE175 Klebsiella pneumoniae 19.07.2000  Sondaidrari1 Beyin Cerrahi Servisi

133 TRE176 Klebsiella pneumoniae 19.07.2000  Yara Plastik Cerrahi Servisi

* TRE; Trabzon Enterobacteriaceae

3.1.2. Laboratuar Suslari, Standart Suslar ve Plazmidler

Bu calismada, konjugasyon deneyleri igin alici hiicre olarak E. coli K-12
laboratuar susu J53-2 (F°, methionin ve prolin amino asitleri i¢in oksotrof ve
rifampisin direngli, Metin Otkun’dan saglandi) ve antimikrobiyal hassasiyet testleri
icin E. coli ATTC 25922 susu kontrol olarak kullanildi.
reaksiyonu (PCR) deneylerinde kontrol kalip DNA olarak ve Southern blot

Polimeraz zincir

hibridizasyon deneylerinde TEM ve SHV gen problarin1 hazirlamak igin E. coli
7604 [(TLE-1, TEM-1 genleri)] veya E. coli IM109 [pBR322 (TEM-1 geni)], E.
coli 153 [RP4 (TEM-2 geni)l, E. coli 153 [pUD18:(SHV-3 geni)] suslan ve
plazmidleri kullanildi. Plazmid biiyiikliiklerinin tahmin edilebilmesi i¢in E. coli

V517 susundan izole edilen plazmidler referans alindi.
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3.1.3. Geregler, Besiyerleri ve Kimyasallar
3.1.3.1. Gerecler

Calismada kullanilan geregler farkli firmalardan temin edildi. Mikrosantrifiij
Heraeus, calkalayicili benmari GFL, benmari, inkiibatér Memmert, -35°C derin
dondurucu (deep freeze) Bosch, vorteks Janke&Kunkel, hassas terazi Sartorius
(Almanya), otomatik pipetler Rainin, mini-column plasmid purification filters
Promega, deiyonize su saglayicisi Barnstead, Eppendorf tiipleri, polaroid kamera
filmleri Sigma, elektroforez tanki, jel kiiveti ve taraklar1 Owl, dogru akim iireteci E-
C Apparatus Corporation (ABD), ultraviyole transilliiminatorii Vilber Lourmat
(Fransa), polaroid kamera, manyetik karistinci Stuart, buz makinesi Scotman,
thermocycler Techne Genius (Ingiltere), pHmetre Hanna (Portekiz), mikrodalga
finn Beko , distile su cihazi Simgek Laborteknik, Pastor firim1 Niive (Tiirkiye),
otoklav Medexport (Rusya),.

3.1.3.2. Besiyerleri ve Kimyasallar

Calismada kullamlan besiyerleri, kimyasal maddeler degisik firmalardan
saglandi. Yeast extract, agar-agar, Chrintensen urea broth, triple sugar iron agar
(TSIA), sodium chloride (NaCl), sodium hydroxide (NaOH), sodium dodecyl
sulfate (SDS ), methyl red, a-naphtol, glacial acetic acid, hydrochloric acid (HCI),
potassium hydroxide (KOH), glycerol, bromphenol blue, magnessium chloride
(MgCly), di-potassium hydrogene phosphate (K,HPO,), sodium citrate, di-
potassium mono hydrogene phosphate (K,;HPO,), p-dimethylaminobenzaldehyde,
bromphenol blue, ammoniuvm chloride (NH4Cl), a-naphtol, di-sodium hydrogene
phosphate (Na,HPQO,), , Chrintensen urea broth Merck, Rifocin Hoecst (Almanya),
guanidine aminomethanomidine thiocyanate, trizma® hydrochloride (Tris-HCI),
trizma® base (Tris base), isoamyl alcohol, potassium acetate, xylene cyanole,
agarose, L-proline, DL-methionin, etidium bromide, isopropanol, tween 20, Rnase,

diatomaceous earth, ethylene-diaminetetra-acetic acid (EDTA), maleic acid, deoxy

KURULY
mvﬁxsmwkof—:i“ -
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nucleotide three phosphates (dNTP) set Sigma, ampicillin sodium salt
FischerBiotech, nylon transfer membrane BioRad, EcoRI Gibco BRL , molecular
size marker (A phage DNA digested with HindIll), GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder, Tag DNA polymerase MBI Fermentas, Hi-Lo™ DNA Marker Minessota
Molecular, DIG High Prime Labelling and Detection Starter Kit I Mannheim
Boehringer (ABD), tryptone, Mueller Hinton broth, eosine methylene blue (EMB)
agar, antibiotic disks Oxoid, Bacto® peptone, Simmons citrate agar Difco,
oligonucleotide primers IDT (ingiltere), D(+) glukoz monohidrat Horosan Kimya
(Tiirkiye), potassium dihydrogene phosphate (KH,PO,) Pancreac (Ispanya)

firmalarindan saglandi.

3.1.4. Besiyerleri ve Ayiraclar

a. Luria Bertani (LB) Buyyon ve Agar: % | tryptone, % 0.5yeast extract %
0.5 NaCl (pH 7.4) distile suda hazirlandi. Besiyeri pH’s1 konsantre sodyum
hidroksit ile ayarlandi. Buyyona istendiginde % 1.5 agar ilavesi ile LB agar yapildi
ve 121°C 1 atm basingta 15-20 dak otoklavlandi.

b. indol Test Besiyeri: % 1.5 Bacto peptone, % 0.5 NaCl, pH 7.1 distile suda

hazirlandi. Bir mililitre olarak tliplere dagitilip otoklavlandi.

c. Metil kirmizisi/Voges-Proskauer (MR-VP) Besiyeri: % 0.7 Bacto peptone,
% 0.5 glukoz, % 0.5 K;HPO, (pH 6.9) oranlarinda distile su ile hazirlandi. Bir

mililitre olarak tiiplere dagitilip otoklavlandi.

d. Minimal Medyum (5X M9 medium): % 3 Na,HPO,, % 1.5 KH,PO,, % 0.5
NH,Cl, % 0.25 NaCl deiyonize su kullanilarak hazirlandi, otoklavlandi ve oda

sicakliginda saklandi.

e. Minimal Agar: Minimal agar yapmak icin (1 It icin), 800 ml deiyonize suya

15 gr agar ilave edildi ve otoklavlandi. Agar karisimi 45-50°C’ ye sogutuldu ve
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aym sicakhifa ayarlanmig 200 ml S x M9 minimal medyum eklendi ve iyice
homojenize etmek icin karistirildi. Karbon kaynagi olarak % 0.2 (v/v) glukoz
soliisyonu ilave edildi. Organizmanin oksotrof oldugu maddelerden filtreyle steril
edilmis amino asit sollisyonlarindan 20 pg/ml olacak sekilde ilave edildi. Steril

petri plaklarina dokiildii ve kullanilana kadar 4°C’ de sakland.

f. Kovacs Ayiraci: % 75 isoamyl alcohol, % 25 konsantre HCl, % 5 p-
dimethyl aminobenzaldehyde hazirlandi ve 4°C’ de saklandi.

g. Metil Kirmizist Ayiraci: % 0.02 methyl red, % 60 etil alkol (%95’lik)

oraninda deiyonize su ile hazirlandi ve 4°C’ de saklandi.

h. Voges-Proskauer Ayiraglar: Iki ayirag hazirlandi. Ik aywrag % 5 a-
naphtol, % 100 etil alkol (%95°1ik) oranlarinda hazirland;; ikinci ayirag olarak % 40
KOH hazirland: ve 4°C’ de sakland.

3.1.5. Plazmid izolasyonunda Kullanlan Soliisyonlar

a. Soliisyon I: 50 mM glukoz, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH
8.0), olarak deiyonize su ile hazirlandi ve 121°C’ de 1 atm basingta 10 dk

otoklavlandi. Sonug soliisyona 0.4 mg/ml Rnase eklenerek 4°C’ de saklandi.

b. Soliisyon II: 0.2 N NaOH, % 1 SDS her purifikasyon isleminde steril

deiyonize su ile taze olarak hazirlandi.

c. Soliisyon III: 60 ml 5 M potassium acetate, 11.5 ml glacial acetic acid, 28.8
ml deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Son hacimde potasyum iyonu 3 M, asetat

iyonu 5M oldu. Soliisyon otoklavlandi ve oda sicakhiginda saklandi.

d. DNA Baglama Matriksi ve Guanidin Soliisyonu: 250 mg/ml olacak
sekilde steril deiyonize su ile 3 saat yikanmis diatomaceous earth kullanilarak DNA

baglama matriksi hazirlandi. Bu matriksin 1.5 ml'si 4 M guanidine
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aminomethanomidine, 50 mM Tris-HCL (pH 7.0), 20 mM EDTA (pH 8.0) olacak

sekilde hazirlanmis guanidin soliisyonuna karistirildi ve 4°C’ de saklandi.

e. TE Tamponu: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, (pH 8.0) deiyonize su

kullanilarak hazirland.
3.1.6. Agaroz Jel Elektroforezi icin Soliisyonlar

a. TAE Elektroforez Tamponu: 50 x konsantre olarak hazirlandi. % 24.2 Tris
base, % 5.71 glacial acetic acid, % 3.72 EDTA (pH~8.5) olacak sekilde deiyonize
su kullanilarak hazirlandi. pH ayan icin NaOH peletleri kullanildi. Calisma
soliisyonu olarak distile veya deiyonize su ile sulandirilarak 1 x soliisyon kullanildi.

Caligma soliisyonunda 40 mM Tris-acetate, 2 mM EDTA iyonlar1 saglanmus oldu.

b. Etidium Bromide Soliisyonu: 10 mg/ml (w/v) stok soliisyon olacak sekilde

deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isiktan muhafazali olarak saklandi.

c. Yiikleme tamponu (Loading tamponu): % 20 glycerol, 1 mg/ml (w/v)

bromphenol blue, 1 mg/ml (w/v) xylene cyanole deiyonize su ile hazirlandi.

3.1.7. Southern Blot Hibridizasyonunda Kullanilan Soliisyonlar

a. Vial 1: DIG-High Prime, 50 pl.

b. Vial 2: Isaretlenmemis kontrol DNA, 20 pl pBR328, 200 pg/ml, Bam HI ile
linearize edilmis.

c. Vial 3: DNA sulandirim tamponu, 1 ml
d. Vial 4: Anti-digoxygenin-AP konjugat, 100 ul
e. Vial 5: Nitro blue tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate

(NBT/BCIP) konsantre edilmis stok soliisyon, 6 x 1 ml.

f. Vial 6: Blocking soliisyonu, 4 x 100 ml, 10x konsantre.
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g. Denatiirasyon Soliisyonu: 0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl deiyonize su ile
hazirlands.

h. Nétralizasyon Soliisyonu: 0.5 M Tris-HCl (pH 7.5); 3 M NaCl deiyonize su
kullamlarak hazirlandi.

i. Standart Prehibridizasyon Tamponu: 5 x SSC, % 1 (w/v) blocking
soliisyonu, % 0.1 N-lauroylsarcosine, % 0.02 SDS.

J- Standart Hibridizasyon Tamponu: Standart prehibridizasyon soliisyonu

icinde DIG-isaretli prob (5-25 ng/ml) sulandirilarak hazirlandi.

k. 2 x Yikama soliisyonu: % 0.1 SDS iceren 2 x SSC hazirlandi.

I. Tampon 1 (maleic acid tamponu): 0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl (pH

7.5) deiyonize suda hazirlandi.

m. Tampon 2 (blocking soliisyonu): 10x blocking soliisyonu (vial 6) maleic

acid tamponu ile 1:10 sulandirilarak 1x ¢alisma soliisyonu elde edildi.

n. Tampon 3 (detection tamponu): 0.1 M Tris-HCl], 0.1 M NaCl, 50 mM
MgCl, (pH 9.5) deiyonize su ile hazirlandi.

0. Antikor soliisyonu: tampon 2 icinde 1:2000 olacak sekilde alkalin fosfata

konjuge edilmis anti-digoxygenin (anti-digoxygenin-AP) yani vial 4 sulandirildi.

p- Yikama Tamponu: Maleic asid tamponu+% 0.3 tween 20 (v/v).

q. Renk-substrat soliisyonu: Daima taze hazirlandi. Iki ml tampon 3’e 40 pl
NBT/BCIP stok soliisyonu eklendi.
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r. SSC Tamponu: 20 x olacak sekilde konsantre hazirlandi, % 17.5 NaCl, %
8.8 sodium citrate deiyonize suda hazirlandi (sonug konsantrasyon 3 M NaCl, 0.3 M

sodium citrate) ve yine deiyonize su ile istenilen konsantrasyona sulandirilarak
kullanildi.
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3.2. METOD

3.2.1. Enterik Bakterilerin Identifikasyonlar

Merkez Rutin Mikrobiyoloji Laboratuari’ndan EMB agarda iiretilmis olarak
saglanan klinik enterobakterilerden steril bir 6ze yardimiyla tek koloni alinarak taze
EMB agar besiyerine pasaj edildi. Inkiibatérde atmosferik ortamda 37°C’ de 18-24
saat liretilip saflagtirildiktan sonra indol iiretme, metil kirmizisi, Voges-Proskauer
ve sitrat kullanma testi (IMVIC), iire hidroliz deneyi ve TSI agarda iireme
ozellikleri belirlendi. Test sonuglar, Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology’de (37) belirtilen biyokimyasal yOntemlere dayali kriterlere gore

degerlendirilerek, enterobakterilerin tiir identifikasyonlar: yapildi.

a. Indol Uretme Testi: Testin amac, triptofan amino asitinden indol
maddesinin iiretildiginin tespitidir. Indol iiretimi bakterinin triptofamz enzimi
iirettifini gostermektedir. Triptofanaz enzimi pridoksal fosfat koenzimi varhginda
triptofan1 indol, piruvik asit ve amonyaga deamine eder. Kovacs ayiraci
eklendiginde aldehit (p-dimethylaminobenzaldehyde) ile kombine olup Kkiiltiir
ylizeyinde kirmiz1 renkli bir kompleks olarak birikir (38).

EMB agarda saf olarak iiretilen testi yapilacak bakterilerden 1-2 koloni 2 ml
indol buyyona ekildi. Bir vorteksle kanstirildiktan sonra 35°C’ de 18-24 saat
inkiibe edildi. Kiiltiire 0.5 ml Kovacs aywract damlatildi ve sallandiktan sonra
yiizeyde kirmizi halka olusanlar indol pozitif, renk olusmayanlar ise indol negatif
olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli
susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir Klebsiella spp. susu
kullanildi.

b. Metil Kirmuzisi (MR) Testi: Testin amaci, indikatér bir besiyerinde
glukozun kangik (mixed) asit fermantasyonu sonucu asidik bir pH degisikligini
gostermektir. Enterobacteriaceae Embden-Meyerhof-Parnas biyokimyasal yolu ile

glukozu piruvik asite doniistiiriir. Piruvik asit metabolizmasi laktik, asetik, formik
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ve suksinik asit gibi karisik asitlerin olugmasini saglar. Ortam pH’s1 yaklasik 4.4’
diiser. Metil kirmizis1 ayiraci bu pH’da kirmizi renklidir (38).

Yarim ml MR-VP buyyona testi yapilacak bakteri ilave edildi ve 35°C’de 18-24
saat enkiibe edildi. Kiiltiire iki damla metil kirmizis1 damlatildi. Ayiracin rengi
kirmizi kalinca pozitif, sariya doniince negatif olarak degerlendirildi. Pozitif
kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli susu, negatif kontrol olarak
identifikasyonu yapilmis bir Klebsiella spp. susu kullanildi.

c. Yoges-Proskauer (VP) Testi: Testin amaci, butilen glikol fermantasyon yolu
ile bakterilerin glukozu fermente ederek butilen glikol olusumunun bir ara iiriinii
olan asetoin iiretiminin belirlenmesidir. Asetoin iiretim yolunu secen organizmalar
fazla miktarda butilen glikol, etanol, asetoin ve organik asitler gibi notral iiriinler
iiretirler. Atmosferik ortamda ve KOH varliinda asetoin maddesi kirmizi1 renkli
diasetile oksitlenir. a-naphtol reaksiyonu hizlandirir (38).

Yarnnm ml MR-VP buyyona testi yapilacak bakteriden ilave edildi ve 35°C’ de
18-24 saat enkiibe edildi. Kiiltiire 3 damla % 40’lik KOH damlatildiktan sonra 6
damla a-naphtol soliisyonu damlatildi. Tiipler iyice kanistirildi ve havaya maruz
kalmas: icin kapaklar agilarak 10-15 dk beklendi. Kirmizi renk olusumu pozitif,
renk olusmamasi negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak
identifikasyonu yapilmus bir Klebsiella spp. susu, negatif kontrol olarak

identifikasyonu yapilmus bir E. coli susu kullanildi.

d. Sitrat Kullanma Testi: Testinin amaci, bakterilerin tek karbon kaynag:
olarak sitrat1 kullanma yeteneklerinin belirlenmesidir. Organizmalar sitrat1 hiicre
icine alan enzim olan permeaz ve parcalayan enzim olan sitrat liyaza sahipse
Simmons sitrat agarda alkali bir reaksiyon olusturur. Besiyerinde bulunan
bromtimol mavisi ayiracinin yesil rengi maviye doner (38).

Yatik olarak tiiplerde katilagtirilmis olan yesil renkli Simmons sitrat agar (pH
7.0) yiizeyine testi yapilacak bakteri kolonisinin bir kismi 6ze ile yayilarak ekim

yapildi. Agir inokiilim yanlis pozitif sonug verebileceginden dolayr az sayida
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bakteri ekilmeye dikkat edildi. Tiip kapag: gevsek olarak kapatilip 35°C’ de 18-24
saat inkiibe edildi. Koyu Prusya mavisi pozitif olarak, besiyerinin normal rengi
olan yesil renk degismemis ise negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak
identifikasyonu yapilmus bir Klebsiella spp. susu, negatif kontrol olarak

identifikasyonu yapilmis bir E. coli susu kullanildi.

e. Ure Hidroliz Testi: Urenin hidroliz edilip edilmedigini gosterir. Ureaz
enzimine sahip Enterobacteriaceae iiyesi bakteriler ortamdaki iireyi hidroliz ederek
amonyak ve karbondioksit iiretir. ~ Amonyak ortam pH’sim alkalilestirir.
Besiyerindeki turuncu olan fenol kirnizisinin rengi pembeye doniisiir (38).

Test icin Chrintensen urea broth kullanildi.  Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda hazirlanan besiyeri, igindeki iirenin sicaa dayanmamasi nedeniyle
0.45 um pora sahip bakteriyolojik bir filtreden siiziilerek steril edildi ve steril deney
tiiplerine birer mililitre olarak boliistiiriildii. Testi yapilacak organizmadan 1-2
koloni ekildi ve 35°C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. Rengin pembe olmasi pozitif,
degismemesi negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu
yapilmus bir Klebsiella pneumoniae susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu

yapilmus bir E. coli susu kullanildi.

f. TSI Agarda Ureme Ozelligi: TSI Agarda Enterobacteriaceae iiyelerinin
glukoz ve laktoz veya siikrozu fermentatif olarak kullanip kullanamadigi ve
hidrojen sulfit gaz1 olusturup olusturamadig1 incelenir (38).

TSI agar iiretici firmanin tarifine uyularak hazirlandi, otoklavlandiktan sonra
yatik olarak katilastinildi. Testi yapilacak bakteriler agar yiizeyine 6ze yardimiyla
ekildi ve igne 6ze yardimiyla besiyerinin dip kismina bakteriler gonderildi ve kapak
gevsetilip 35°C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. Yatik yiizey ve dip sar renkli ise
laktozu kullandi§i, dolayisiyla laktoz pozitif olarak, yatik kirmizi dip san ise
laktozun kullanilamadig1 dolayisiyla laktoz negatif olarak degerlendirildi. Tiipiin
dip kisminda siyah bir renk varsa H,S gazinin iiretildigi sonucuna varildi. Besiyeri

ile tiipiin cam arasindaki hava kabarciklan fermantasyon sonucu karbondioksit gaz
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iiretimi olarak degerlendirildi. Laktoz pozitif kontrol olarak identifikasyonu
yapilmig bir E. coli susu ve laktoz negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis

bir Shigella spp. kullanildi.

3.2.2. Ampisiline Direncli Enterobakterilerin Se¢ilmesi ve Saklanmasi

Identifiye edilmis bakterilerinden National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)’mna (17) gore 232pg/ml ampisilin direnci olan izolatlar
secilerek calismada kullanildi. Bunun icin EMB agardan steril otomatik pipet ucu
ile tek bakteri kolonisi alinarak gevsek kapakh deney tiiplerinde 232 pg/ml
ampisilin iceren 5 ml LB buyyona ekildi. Calkalayicili bir enkiibatérde atmosferik
ortamda 37°C’ de 18-20 saat 225 rpm de iiretildi. Ureyebilen bakteriler ampisiline
direncli olarak degerlendirildi. Daha sonraki deneyler yapilana kadar % 20 gliserol
ortaminda -20°C’ de bir derin dondurucuda saklandi. Ureyemeyen bakteriler

calisma dist birakildi.

3.2.3. Enterobakterilerin ve Transkonjugantlarimn Antimikrobiyal

Hassasiyet Testlerinin Yapilmasi

Antimikrobiyal hassasiyet testleri NCCLS (17) kriterlerine uygun olarak
standart disk diftizyon yontemi ile yapildi1 ve degerlendirildi.

Bu c¢alismada, inhibitorli B-laktamlardan, amoksisilin/klavulanat (Amc,
20png/10ug); 1. Kusak sefalosporinlerden sefazolin (Cz, 30ug); II. Kusak
sefalosporinlerden sefuroksim (Cxm, 30pg); III. Kusak sefalosporinlerden
seftazidim (Caz, 30ug), sefotaksim (Ctx, 30ug) ve seftriakson (Cro, 30ug); IV.
Kugak sefalosporin sefepim (Fep, 30ug); monobaktam olarak aztreonam (Azt,
30ug); aminoglikozid grubundan amikasin (Ak, 30pg), gentamisin (Cn, 10pg), ve
netilmisin (Net, 30 pg); tetrasiklin (Te, 30pg); trimetoprim/sulfametoksazol (Sxt,
1.25 ng/23.75 pg); kloramfenikol (C, 30 ug) diskleri kullanildi.

Logaritmik iireme fazina kadar LB buyyonda iiretilen enterobakteriler steril

distile su veya steril serum fizyolojik kullanilarak 0.5 McFarland bulaniklik serisine
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(% 1.175 BaCl,.2H,0 c¢ozeltisinden 0.5 ml ile %1 H,SO, c¢ozeltisinden 99.5 ml
karistirilarak hazirland1) uyacak sekilde sulandirildi. Bu bulaniklik diizeyinde
yaklasik olarak 1.5x10% baktﬂeri/ml bakteri oldugu varsayildi. Uretici firmanin
tarifine gore hazirlanip steril cam petri plaklarina 4 mm kalinlifinda dokiilmiis
Mueller Hinton agar (pH 7.2-7.4) ylizeyi kurutuldu. Ucu pamuklu steril bir
ekiivyon, bulaniklify ayarlanmus kiiltiire batirilip bakteriler Mueller Hinton agar
yiizeyine ekildi. Plaklar her defasinda 60° dondiiriilerek agar yiizeyinde ekim
yapilmamus yer kalmayacak sekilde islem iki kez daha yinelendi. Son basamakta
ekiivyon, plagin kenarlarinda c¢epegevre gezdirilerek inokiilasyon islemi
tamamlandi. Ekim yapildiktan sonra agar yiizeyi tekrar kurutuldu. Dért derece
sicaklikta saklanmakta olan antibiyotik diskleri alinarak agar yiizeyine temas edecek
sekilde ve disk aralarinda en az 24 mm olacak sekilde yerlestirildi. Cap1 150
mm’lik plaklara en fazla 12 disk, 100 mm’lik plaklara en fazla 5 disk yerlestirildi.
Disklerin yerlestirilmesinden 15 dak sonra plaklar kapaklar1 alta gelecek sekilde
35°C’ ye ayarlanmus etiive koyuldu. Kiiltiirler 16-18 saat atmosferik ortamda
enkiibe edildikten sonra degerlendirildi.

Ciplak goz ile degerlendirilerek tam inhibisyonun gézlendigi alanin ¢api (disk
cap: dahil) bir cetvel yardimiyla 6lgiildii. Inhibisyon simin ¢iplak gozle goriilebilir
iiremenin bittigi ¢izgi olarak kabul edildi. Proteus tiirlerinde bazi disklerin
inhibisyon zonu igine dogru bugu seklindeki iiremesi dikkate alinmadi. Olgiilen zon
caplarnt NCCLS kitapgigindaki Enterobacteriaceae ile ilgili tablolardaki degerler ile
karsilastinlarak bakteri test edilen antibiyotife karsi “duyarli”, “orta derecede
duyarli” veya “direngli” olarak degerlendirildi. NCCLS kriterlerine uyularak
kullanilan Mueller Hinton agar, antibiyotik diskleri ve yapilan deneyin gecerliligini
gostermek icin kontrol bakteri susu olarak E. coli ATTC 25922 susu kullanildi.
Ayrica konjugasyonda alic1 hiicre olarak kullanilan E. coli J53-2, kullamlan biitiin

antibiyotiklere hassas oldugu icin ikinci bir kontrol sus olarak secildi.
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3.2.4. Cift Disk Sinerji Testi (CDST) ile GSBL Tayini

Ampisiline direncli bakterilerde GSBL iiretiminin gosterilmesi Jarlier ve
ark.(39)’min onerileri dogrultusunda CDST ile yapildi. Kontrol sus olarak GSBL
tireten E. coli J53 [pUD18 (SHV-3 geni)] kullanildi.

GSBL iiretimi test edilecek enterobakteriler 3.2.3’te tarif edildigi gibi
antibiyogram agarlarina ekildi. Indikator B-laktamlar olarak seftazidim, sefotaksim,
seftriakson, aztreonam ve sefépim diskleri ile inhibitor kaynagi olarak
amoksisilin/klavulanat diski kullanildi. Standartlara uygun olarak Mueller Hinton
agara testi yapilacak bakteri ekildikten sonra besiyerinin  ortasina
amoksisilin/klavulanat diski yerlestirildi. Disk cevresine merkezden merkeze
uzakliklart 30 mm olacak sekilde seftazidim, sefotaksim, seftriakson, aztreonam ve
sefepim diskleri yerlestirildi. Agarlar 35°C’ de atmosferik ortamda 18-20 saat
inkiibe edildikten sonra degerlendirildi. Seftazidim, sefotaksim, seftriakson,
aztreonam veya sefepim disklerinin inhibisyon zonunun amoksisilin/klavulanat
diskine dogru belirgin olarak genislemesi ya da disk arasinda iiremenin inhibe
oldugu bir alanin goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi (Sekil 11). Yalanci
negatiflikleri Onlemek igin gerekti§inde diskler arasi mesafe 20-25 mm’ye

indirilerek test tekrarlandi.

3.2.5. Konjugasyon ile Plazmid DNA Transferi

Plazmid transfer deneylerinde verici hiicre olarak ampisilin direngli
enterobakteriler, alic1 hiicre olarak E. coli J53-2 (F) susu kullamldi. Konjugasyon
Rice ve ark. (40)’nin 6nerilerine gore yapildu.

Verici ve alici hiicreler antibiyotik icermeyen 3 ml LB buyyona aym miktarda
inokiile edildiler. Calkalayicili bir inkiibatérde 37°C’ de 18-24 saat atmosferik
ortamda iiretildiler. Verici ve alici hiicreleri igeren kiiltiirler esit hacimde (1:1)
kangtirtldiktan sonra oda sicakhigi ve 35°C’ ye ayarh etiivde 18-20 saat sallanmadan
inkiibe edildiler.
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Transkonjugantlarin seleksiyonu igin alici hiicre E. coli J53-2’nin direngli
oldugu rifampisin (150 pg/ml) ve verici hiicrenin direngli oldugu ampisilin (50
ug/ml) eklenmis EMB agar yiizeyine konjugasyon karisimimin 10™ diliisyonundan
otomatik pipet yardimiyla 100 pl damlatildi. Steril cam baget yardimiyla agar
ylizeyine iyice yayllarak 18-24 saat enkiibe edildi. Metalik mavi-yesil rofleli
koloniler fenotipik olarak transkonjugant olarak varsayilip taze ve yukaridaki
antibiyotikleri iceren EMB agara pasajlandilar. Aym fenotipte iireyen bakteri
kolonilerinin asagida ifade edilen 4 farkl icerige sahip selektif agarlara replika
ekimleri yapildi:

Agar 1: Alic1 hiicre olan E. coli J53-2’nin oksotrof oldugu methionin ve prolin
amino asitlerinden sadece birini igeren minimal agar.

Agar 2: 150 ug/ml rifampisin+50pg/ml ampisilin igeren EMB agar plagi.

Agar 3: 150 pg/ml rifampisin iceren EMB agar plag:.

Agar 4: 50 pg/ml ampisilin iceren LB agar plagi.

Agar 1’de liremeyen, Agar 2, 3 ve 4’te iireyen fenotipik olarak metalik yesil
rofleli kolonilerin transkonjugant olduklarina karar verildi. Transkonjugantlardan
tekrar plazmid DNA’lan izole edilerek plazmid transferi dogrulandi. Konjugasyon
etkinliginin (efficiency) hesap edilmesinde gereken canli verici hiicre sayisinin
bulunmas: i¢in dnceden 107>, 10 ve 107 diliisyonlar1 yapilarak 100 ul’si LB agar
yiizeyine damlatildi ve steril bir cam baget yardimiyla yayilarak ekildi. Ureyen
bakteri kolonileri sayilarak bulunan deger, ekilen miktar (ml) ile sulandirim
katsayis1 carpimuina asagidaki formiil kullanilarak oranlandi ve canli bakteri sayisi

belirlendi:

Canli Bakteri Sayist (ml’de) = Agardaki Koloni Sayisi | Ekilen Miktar (ml) X Sulandirnim

Katsayis

Verici suglarin konjugasyon etkinliginin hesabi igin ilk izolasyon plaklarindaki
transkonjugant kolonileri sayild1 ve mililitredeki transkonjugant sayis1 hesaplanarak
verici hiicre kiiltiirlerinin mililitresindeki hiicre sayisina, asagidaki formiil
kullanmlarak oranlandi:

Konjugasyon Etkinligi = Transkonjugant Sayist (ml’de) | Verici Hiicre Sayist (ml’de)
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3.2.6. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid purifikasyon islemlerinde alkali lizis miniprep yontemi (41) bazi
modifikasyonlarla kullanildi.

Bes ml taze LB siv1 besiyerine tek koloni bakteri ekildi ve 37°C’ ye ayarlanmig
calkalayici enkiibatérde 250 rpm’de bir gece enkiibe edildi. Kiiltiiriin 1.5 ml’si
steril Eppendorf tiiplere transfer edilerek mikrosantrifiijde 13.000 rpm’de 1 dak
coktiiriildii. Siipernatan kisminin tamam pelete zarar verilmeden atildi. Pelet 200
ul 4°C’ de saklanan soguk soliisyon I icinde vorteks yardimiyla yeniden ¢oziildii ve
5-10 dk oda sicakliginda bekletildi. Taze hazirlanmig soliisyon II’den 200 pl
eklendi ve tiip dikkatli bir sekilde alt-iist edilerek bakterilerin lizis olmasi saglandi.
Rengin acilmasi ve karigimin viskoz hale doniismesinin gozlenmesiyle lizisin
gerceklestigi sonucuna vanldi. Lizis karistmi buz iizerinde 5-10 dk bekletildi.
Lizis karisimu iizerinde buzda sogutulmus denatiirasyon soliisyonu soliisyon III’ ten
200 pl eklendi. Denatiirasyonun olusmasini hizlandirmak igin tiip dikkatlice alt-iist
edildi. Kansim mikrosantrifiijde 13.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Plazmidlerin
bulundugu siipernatan temiz bir Eppendorf tiipe otomatik mikro pipet yardimiyla
transfer edildi. Uzerine siipernatanin iki kat hacminde 37°C’ ye 1sitilmis guanidin
soliisyonu eklendi. Guanidin soliisyonu i¢inde bulunan diatomaceous earth (diatom
toprag1) kolaylikla ¢okelebildigi igin soliisyon kullanilmadan 6nce sert bir sekilde
calkalandi. Pozitif yiiklii diatom topraginin negatif yiiklii olan plazmid DNA’larim
baglamas icin alt-iist edilerek oda sicaklifinda 15-20 dk bekletildi. Bir mini-
column alinarak pistonu ¢ikarilmis ucu vidali bir enjektore vidaland: ve karigim
daha sonra enjektoriin haznesine otomatik mikro pipet yardimiyla transfer edildi.
Enjektoriin pistonu takilarak diatom topragi/DNA kompleksini iceren guanidin
kansimi mini-columndan dikkatlice ve yavasca siiziildii. Enjektor mini-columndan
ayirtildi ve pistonu gikarilarak tekrar mini-columna vidalandi. Uzerinden iki kere 3
ml % 80 isopropanol gegirilerek filtre iizerindeki diatom topragt/DNA kompleksi
ytkandi. Tekrar enjektor columndan ayirtildi ve temiz bir Eppendorf tiip iizerine
koyuldu. Column tagtyan tiip mikrosantrifiije yerlestirilip 13.000 rpm’de 30-45 sn

cevrilerek columnda kalan isopropanol atildi. Mini-column temiz bir Eppendorf



tiipiiniin iizerine yerlestirildi ve DNA’ya 65°C’ ye 1siilmis deiyonize sudan 30-70
pl eklenerek 1 dak santrifiij sonucu Eppendorf tiiplere toplandi. Plazmid DNA

agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

3.2.7. Plazmid DNA’larinin EcoRI Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

Transkonjugantlarindan izole edilen plazmid DNA’larimin restriksiyon enzim
analizi protokollerde tarif edilen yontemler kullanilarak yapildi (41).

EcoRIl endoniikleaz enzimi, restriksiyon analizlerinde iiretici firmasinin
tariflerine gére kullamldi. Toplam 30 pl hacimde 1-5 U/ug DNA olacak sekilde
enzim kullanilarak kesim islemi yapildi. Reaksiyon karistmina 10x restriksiyon
endoniikleaz tamponundan 1x olacak sekilde (3 ul) eklendi. Artan voliim Dnase
icermeyen steril deiyonize su ile tamamlandi. Reaksiyon karistmi 37°C’ ye
ayarlanmis etiivde 1-2 saat enkiibasyona birakildi. Enkiibasyonun baslangicindan
45 dk sonra kesimin gergeklesip gergeklesmedigini kontrol etmek igin karistmin bir
miktar1 (6rnegin; 10 pl’ si) temiz bir Eppendorf tiipe nakledildi ve reaksiyonu
durdurmak igin toplam hacmin % 20’si (2 pl) kadar yiikleme (loading) tamponu
ilave edilerek 65°C’ ye ayarlanmus benmaride 10 dk enzim inaktive edildi.
Inaktivasyondan hemen sonra karisim % 0.6-0.8’lik agaroz jele yiiklenerek
elektroforez edildi. Reaksiyon karisiminin artan kismu ise bu iglemler boyunca
37°C’ de inkiibasyona devam etti. Agaroz jeldeki seperasyona bakilarak Kesim
isleminin gergeklesip gerceklesmedigine karar verildi. Kesim gerceklesmisse
etiivdeki diger kansima yukaridaki inaktivasyon islemi uygulandi ve karisim —
20°C’ de stoklandi. Kullanilacagi zaman tekrar 65°C’ de 10 dk 1s1 inaktivasyonu
yapildi.

3.2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi protokollerde tarif edilen yontemler kullanilarak yapild:
(41).
Yontemde kullanilan soliisyonlar 3.1.5’te gosterilmistir. Plazmid DNA igin

TAE tamponu iginde % 0.6-0.8 yogunlugunda, PCR iiriinleri igin % 2-3
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yogunlugunda agaroz jel kullanildi. Plazmid DNA Orneklerinden 5-10 pl alinarak
yiikleme tamponu (loading buffer) ile kanstinldiktan sonra 40-120 Volt dogru
akimda elektroforez edildi. Jel 0.5 pg/ml etidium bromiir ile boyandiktan sonra
ultraviyole transilliiminatériinde plazmid DNA paternleri goézlendi ve polaroid

kamera ile goriintiilendi.
3.2.9. Plazmid DNA ’larmnin Molekiiler Biiyiikliiklerinin Hesaplanmasi

Plazmidlerin molekiiler biiyiikliiklerinin hesaplanmasi i¢in EcoRI restriksiyon
enzimi ile elde edilmis fragmanlar: gosteren fotograf kullanildi. Fotograf fotokopi
ile 1:1 oranda biiyiitiildii. Jelin ilk veya son kuyucugunda yiiriitiilen HindlIIl ile
kesilmis, Lambda faj DNA fragmanlar1 (23.1 kb, 9.4 kb, 6.6 kb, 4.5 kb, 2.3 kb ve
2.0 kb) semi-logaritmik kagida aktarilarak elde edilen referans egri kullanildi.
Bunun i¢in semi-logaritmik kagidin aksis (x) ekseni bantlarin kuyucuktan uzakligi
(cm), ordinat (y) ekseni ise molekiiler biiyiikliik (baz ¢ifti=bp) olarak belirlendikten
sonra faj DNA fragmanlari kuyucuktan itibaren uzakliklar1 6lgiildii ve semi-
logaritmik kagitta molekiiler agirhfina karsi gelen yer nokta olarak isaretlendi.
Biitiin fragman aym sekilde semi-logaritmik kagitta isaretlendikten sonra bulunan
noktalar birlestirilerek referans egri elde edildi. Bu asamadan sonra molekiiler
biiyiikliigii hesaplanacak plazmidlerin restriksiyon fragmanlan cetvel ile 6lgiildii ve
referans egri ile kesistigi noktanin ordinat .eksenindeki degeri o bandin molekiiler
agirhigr olarak belirlendi. Plazmidin biitiin fragmanlann bu sekilde hesaplanarak
kaydedildi. Biitiin fragmanlarin biiyiikliikleri toplanarak plazmidin molekiiler

biiytikliigii hesaplandi.
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3.2.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile B-Laktamaz Genlerinin

Tiplendirilmesi

Polimeraz zincir reaksiyonlar1 protokollerde tarif edildigi gibi optimize edilerek
gerceklestirildi (41).

Transkonjugantlar 3 ml LB s1vi besiyerine inokiile edildi ve 20 saat 37° C’ de
sallayicili inkiibatorde iiretildiler. Kiiltiiriin 1.5 ml’si Eppendorf tiipiine alinarak
13.000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Stipernatan atild: ve pelet 500 ul deiyonize suda
¢oziildii. Hiicreler 95°C’ de 10 dk sitilarak lizise ugratildi. Debris, 13.000 rpm’de
5 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Stipernatanin 1 pl’si PCR’ da kalip DNA kaynag1
olarak kullamldi.

PCR toplam 50 pl'lik hacimde 200 pl hacimli mikro-tiiplerde yapildi.
Reaksiyon karisimi buz iizerinde yapildi. Her bir primerden 20 pmol, 1X reaksiyon
tamponu (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, % 1 Triton-X-100), 0.2 mM her
bir deoksiniikleotid trifosfat (AINTP; dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1.5 mM MgCl, ve
1 U Tagq polimeraz kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlandi.

TEM-tipi B-laktamaz geni (blatgy) ve SHV-tipi B-laktamaz genine (blasyy)
spesifik intragenik amplifikasyon primerleri kullanilarak plazmid DNA’larinda
bulunan B-laktamaz geni TEM-tipi ve SHV-tipi olarak tiplendirildi. Bu genler igin
Arlet ve ark.’nin (42) onerdigi asagidaki primer ¢iftleri kullanildi:
blargy icin; OT-1: 5°-TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA-3’ (Pozisyon:320-339);

OT-2: 5’-TAA TTG TTG CCG GGA AGC TA-3’ (Pozisyon:804-823);
blagyy igin; OS-1: 5’-TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT-3’ (Pozisyon:301-320);
08-2: 5’-AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG-3’ (Pozisyon:907-926).

Amplifikasyon icin sikliis parametreleri; TEM igin ilk sikliis 94°C’ de 10 dk
denaturasyon, 26 dongii olan ikinci sikliis 94°C’ de 2 dk denaturasyon, 54°C’ de 1
dk primer baglanmasi (annealing), 72°C’ de 2 dk sentez (extension), son sentez
sikliisii 72°C’ de 7 dk ve 4°C’ de saklama seklinde yapildi. SHYV icin; ilk sikliis
94°C’ de 10 dk denaturasyon, 26 dongii olan ikinci sikliis 94°C’ de 2 dk

denaturasyon, 60°C’ de 1 dk primer baglanmasi (annealing), 72°C’ de 2 dk sentez
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(extension), son sentez sikliisii 72°C’ de 7 dk ve 4°C’ de saklama seklinde yapildi.
Amplifikasyon sonucu 504 bp blatgy PCR iiriinii, 626 bp blasyy PCR iiriinii elde
edildi (Sekil 12).

3.2.11. blaygym ve blasyy —Spesifik Problar ile Plazmid DNA’larimin

Hibridizasyonu

Hibridizasyon deneylerinde kullanilacak olan blatgy ve blasyy problan Arlet ve
ark. (42)’nin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi.

blateym-spesifik prob hazirlamak igin, E. coli 7604 (TEM-1 geni) veya pBR322
(TEM-1 geni) plazmidlerinin kalip olarak kullanildign TEM-spesifik PCR’la elde
edilen 504 bp’lik driin kullamldi. blasyy-spesifik prob hazirlamak icin, pUDI18
(SHV-3 geni) plazmidinin kalip olarak kullanildigi SHV-spesifik PCR’la elde
edilen 626 bp’lik iiriin kullamlda.

PCR iiriinleri Boehringer firmasinin nerileri dogrultusunda digoxygenin (DIG)
ile isaretlendi. Radyoaktif olmayan DIG, steroid yapida bir haptendir. Alkalen
ortamda denatiire olmaz, ancak kaynayan su banyosunda denatiire edilebilir. DNA
problari DIG-11-dUDP ile rasgele isaretlenir (Random Primed Labelling
Technique). Tiim hibridizasyon islemleri  Boehringer firmasimin Onerileri

dogrultusunda yapildi:

a. Probun Isaretlenmesi: Firmanin Snerisine gore kitle 10 ng-3 pg DNA
isaretlenebilmektedir. Isaretleme icin toplam 16 pl hacimde 1 pg kalip DNA
(blatgm veya blagyy PCR iiriinleri) alindi. Kaynar suda 10 dk denatiire edildi ve tiip
hemen buz/etanol karisimina daldirilarak dairesel hareketlerle bir anda sogutuldu
(chilling). Vial 1°deki (bkz. 3.1.7.-a) DIG-High Prime’dan 4 ul karisima eklendi ve
kisa bir santrifiijden sonra 37°C’ de 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras
reaksiyonu durdurmak igin 10 dk 65°C’ de bekletildi. Kullanilincaya kadar —20°C’
de sakland.

b. Agaroz Jel Elektroforezi ve Blotlama: Eco RI ile hazmedilmis

transkonjugantlardan izole edilmis plazmidler % 0.6’lik agaroz jelde 45 volt dogru
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akim altinda 4 saat hazim paternleri iyice birbirinden ayrilana kadar yiiritiildiiler.
Polaroid kamera ile jel fotograflandi.

Temiz bir plastik kutuya alinan jel 15 dk denaturasyon soliisyonunda (bkz.3.1.7-
g) calkalanmaya birakildi. Islem bir kez daha tekrarland ve su ile yikandi. iki kere
15’er dk nétralizasyon soliisyonunda (bkz. 3.1.7.-h) birakildu.

Blotlama icin plastik bir kabin ortasina iistii kegeli ve diiz, alt1 siingerden
yapilmis bir bulagik siingeri yerlestirildi ve kaba kegeyi asmayacak sekilde 10 x
SSC dokiildii. Kege iizerine kenarlardan 0.5 cm igerde kalacak sekilde ortasi
dikdortgen seklinde jelin boyutlarim1 biraz asacak bigimde kesilerek c¢ikariimis
plastik bir tabaka yerlestirildi. Plastik tabaka ortasindaki bosluga ince ve aym
boyutlarda kesilmis bir Whatman 3 kagidi 10x SSC ile islatilarak yerlestirildi.
Notralize edilmis jel bu kagidin iizerine dikkatlice ve hava kabarcigi kalmayacak
sekilde yerlestirildi. Jel boyutlarinda kesilmis ve 10 x SSC ile islatilmis naylon
transfer membran jelin iizerine ¢ok dikkatli bir sekilde bir hamlede hava kabarcigi
kalmayacak sekilde birakildi. Uzerine 2 kat halinde 10x SSC ile islatilmis
Whatman 1 kagidi konuldu. Daha sonra jel boyutunu 2-3 mm asan kalin Whatman
3 kagitlarindan yaklagik 10 cm olacak sekilde 15-20 tane yerlestirildi. En iiste cam
bir plaka yerlestirildi ve iizerine 0.5 kg agirlik koyuldu. Bu haliyle olusturulan blot
diizenegi bir gece birakildi.

c¢. DNA Fiksasyonu: Ertesi giin transferin gerceklestigini gostermek igin
blotlanan jel etidium bromide iceren suda 15 dk boyandi ve 15 dk su ile
renksizlestirildikten sonra UV transilliminatérde incelendi. = DNA bantlan
goriilmeyince transferin tam olarak gergeklestigi kararina varildi ve naylon
membran Whatman 1 kagidi arasina alinarak oda sicakliginda kurutuldu ve 80°C’
ya ayarli bir pastor firminda 2 saat birakilarak membrandaki DNA tespit edildi.
Aliiminyum folyd i¢ine alinan membran diger islemlere gegene kadar 4°C’ de

saklandi.

d. Prehibridizasyon: Membrandaki non-spesifik niikleik asit baglayan bélgeleri

kapatmak igin prehibridizasyon yapildi. Standart prehibridizasyon soliisyonu (bkz.
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3.1.7-1) 10 dk kaynatilarak hemen buz/alkol karisimu icinde sofutuldu. Temiz
kapakl: bir kaba dokiilerek icine jelin blot edildigi transfer membrani koyuldu ve
42°C’ de sallanarak 6 saat inkiibe edildi. Siire sonunda prehibridizasyon soliisyonu
tekrar bagka deneylerde kullanilmak iizere kapakli bir tiipe alinarak —20°C’ de
sakland.

e. Hibridizasyon: DIG’le isaretli prob standart prehibridizasyon tamponuna
kanstirildt ve 10 dk kaynatilarak buz/etanol karisiminda sogutuldu. Temiz kapakli
bir kaba dokiildii ve prehibridizasyon islemi yapilmis membran hibridizasyon
soliisyonuna koyuldu. Yiiksek stringency sicaklikta (68°C’ de) bir gece 60 rpm’de
sallanarak inkiibe edildi. Bir gece sonra prob igeren standart prehibridizasyon
soliisyonu kapakl: bir tiipe alinarak bagka deneylerde kullamilmak iizere —20°C’ de
saklandi.

f. Posthibridizasyon Yikamalari: iki kere 100 ml 2 x yikama soliisyonunda
(bkz. 3.1.7.-k) oda sicaklifinda sallayarak 5 dk membran yikandi. Ardindan, iki
kere 0.1 SSC, % 1 SDS igeren 100 ml soliisyonda sallayarak 68°C’ de 15 dk

membran yikandi.

g. Belirleme (detection) Prosediirii: Posthibridizasyon yikamalarindan sonra
membran 5 dk maleic asid tamponuyla (bkz 3.1.7-1) sallanarak yikandi. Yikama
sonrasi 45 dk 50 ml 1x bloklama soliisyonunda (bkz. 3.1.7-m) enkiibe edildi.
Bloklama soliisyonunda (1x) 1:5000 oraninda sulandirilmis 20 ml anti-DIG-AP
konjugatinda (bkz.3.1.7-a ve 0) membran 30 dk sallanarak inkiibe edildi. ki kere
maleic asit ytkama tamponu (bkz. 3.1.7-p) ile 15 dk yikandi. Yirmi ml deteksiyon
tamponunda (bkz. 3.1.7-n) 5 dk birakildi. Membran son olarak 10 ml renk-substrat
soliisyonunda (bkz. 3.1.7-q) 16 saat karanlik bir ortamda bantlar tam olarak
belirene kadar bekletildi. Renk-substrat soliisyonu atildt ve TE tamponu ile

reaksiyon durduruldu. Membran 1slak olarak fotograflandi.



4.BULGULAR

4.1. Enterobacteriaceae izolatlarinin Tiir Tayinleri

Izole edilen 176 enterobakterinin tiir tayinleri igin uygulanilan biyokimyasal test
sonuglarina gére % 53.40 E. coli, % 23.86 Klebsiella spp., %11.93 Proteus spp.,
% 9.65 Enterobacter spp. ve % 1.13 Serratia spp. izole edildi. Izolatlarn tiirlere
gore dagilimi Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. izole Edilen Enterobacteriaceae Tiirlerinin Dagilinm

Tiirler Toplam
Tiirler Say Yiizde Say Yiizde
(n) (%) (n) (%)
E. coli 94 53.40 94 53.40
Klebsiella pneumoniae 21 11.93
Klebsiella oxytoca 14 7.95
42 23.86
Klebsiella pneumoniae ssp.
7 3.97
ozaenae
Proteus mirabilis 19 10.79
21 11.93
Proteus vulgaris 2 1.13
Enterobacter aerogenes 10 5.68
Enterobacter cloacae 4 2.27
17 9.65
Enterobacter sakazakii 2 1.13
Enterobacter agglomerans | 0.56
Serratia marcescens 2 1.13 2 1.13

TOPLAM 176 176 100
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4.2. Ampisilin Direncli (Amp") Enterobacteriaceae izolatlan
Izole edilen 176 Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerin 133’ NCCLS
kriterlerine gore ampisiline direngli bulundu (2 32pg/mL) ve molekiiler

epidemiolojik aragtirma kapsamina alindi (Tablo 7).

Tablo 7. Ampisilin Direncinin Tiirlere Gore Dagilim

Tiirlerin Amp" Toplam Amp"

Tiirler oranlari oranlan

Say1 Yiizde Sayr Yiizde

(n) (%) (m) (%)
E. coli (n=94) 61 64.89 61 64.89
Klebsiella pneumoniae (n=21) 21 100
Klebsiella pneumoniae ssp.

7 100 42 100
ozaenae (n=7)
Klebsiella oxytoca (n=14) 14 100
Proteus mirabilis (n=19) 9 47.36

11 52.38
Proteus vulgaris (n=2) 2 100
Enterobacter aerogenes (n=10) 10 100
Enterobacter cloacae (n=4) 4 100
17 100

Enterobacter sakazakii (n=2) 2 100
Enterobacter agglomerans (n=1) 1 100
Serratia marcescens (n=1) 2 100 2 100
TOPLAM (n=176) 133 133 75.56

Enterobakteriler arasinda Klebsiella, Enterobacter ve Serratia’larin hepsi (%
100) E. coli % 64.51 ve Proteus spp. % 52.38’i ampisiline direngli bulundu.
Calismadaki toplam 176 bakterinin 133l (% 75.56) ampisilin direngli bulundu
(Tablo 8).
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4.3. Ampisilin Direncinin Konjugatif Transferi

Ampisilin direngli 133 bakteri konjugasyon deneyine tabi tutuldu. Bunlardan
26 (% 19.54)’simn ampisilin direng genlerini konjugasyonla E. coli J53-2’ye 10 ile
10°® arasindaki etkinlikle transfer ettigi tespit edildi (Tablo 8).

Ampisilin direngli 61 E. coli’den 13’ii (% 21.31), 21 K. pneumoniae ’dan 7’si
(% 33.33), 7 K. pneumoniae spp. ozaenae’den 2’si (% 28.57), 14 K. oxytoca’dan
2’si (% 14.28) ve 10 Enterobacter aerogenes (E. aerogenes)’ten 2’si (% 20)
konjugal transfer ile ampisilin direng genlerini J53-2 susuna aktard.

E.cloacae, E. sakazakii, E. agglomerans, P. vulgaris, P. mirabilis ve Serratia
marcescens tiirleri ampisilin diren¢ genlerini konjugasyonla E. coli J53-2’ye
transfer etmedi.

Konjugasyon karisiminin oda sicakligt ve 35°C’ de inkiibe edilmesinde transfer

etkinligi acisindan fark bulunamadi.
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Tablo 8. Verici Suslarin Konjugasyon Etkinlikleri ve Transkonjugantlar

Verici Suslar Transkonjugantlar Konjugasyon
Etkinligi®

E. coli TRE056 E. coli J53-2 (pTRE56) 10°
E. coli TREO60 E. coli J53-2 (plazmid yok) 3x107
E. coli TRE066 E. coli J53-2 (pTREG66) 6x107
E. coli TREO73 E. coli J53-2 (pTRET3) 10
E. coli TRE090 E. coli J53-2 (pTRE90) 107
E. coli TRE092 E. coli J53-2 (pTRE92) 5x107
E. coli TREI111 E. coli 153-2 (plazmid yok) 3x107
E. coli TRE130 E. coli J53-2 (plazmid yok) 5x10°
E. coli TREIS1 E. coli J53-2 (pTRE151) 3x107
E. coli TRE153 E. coli J53-2 (pTRE153) 107
E. coli TRE154 E. coli J53-2 (pTRE154) 10”7
E. coli TRE157 E. coli J53-2 (pTRE157) 3x10°
E. coli TRE160 E. coli J53-2 (pTRE160) 10*
K. pneumoniae TRE025 E. coli J53-2 (pTRE025 5x10°8
K. pneumoniae TREQ37 E. coli J53-2 (pTRE37) 10®
K. pneumoniae TRE040 E. coli J53-2 (pTRE40) 107
K. pneumoniae TRE044 E. coli J53-2 (pTRE44) 107
K. pneumoniae TREO83 E. coli J53-2 (pTRES83) 3x107
K. pneumoniae TRE146 E. coli J53-2 (pTRE146) 4x107%
K. pneumoniae TRE165 E. coli J53-2 (pTRE165) 7x107
K. pneumoniae spp. ozaenae TRE141  E. coli J53-2 (plazmid yok) 4x10°
K. pneumoniae spp. ozaenae TRE173  E. coli J53-2 (pTRE173) 10*
K. oxytoca TRE063 E. coli J53-2 (pTRE63) 107
K. oxytoca TRE082 E. coli J53-2 (pTRES82) 108
E. aerogenes TREO88 E. coli J53-2 (pTRES88) 107
E. aerogenes TRE164 E. coli J53-2 (pTRE164) 4x107

®; oda sicaklig1 ve 35°C’ de
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4.4. Epidemik ve Nonepidemik Plazmidlerin Belirlenmesi ve
Gruplandirilmasi:

Sekil 9°da ampisilin direncini transfer eden 20 klinik susun plazmidleri
gosterildi. Yirmi alt1 transkonjugantin 24’{inden izole edilen plazmid DNA’larinin
(Sekil 10) 20’si EcoRl enzimi ile kesildi. Buna gore plazmidlerin (Sekil 11)
molekiiler biiyiikliikleri 6.7 kb ile 93.1 kb arasinda bulundu. E. coli TREOQ60, E. coli
TRE130 ve K. pneumoniae spp. ozaenae TRE141 suslarinin transkonjugantlarindan
plazmid izole edilemedigi i¢in calisma dis1 birakildi. pTREIL11, pTRE132,
pTRE151 ve pTRE173 plazmidleri EcoRI enzimi ile kesilemedi ve ¢aligma dis1 birakild.

Molekiil biiyiikliikleri hesaplanan 20 plazmid A, B,C,D,E,F,G,H, L, J, K ve
L olarak gruplandirildi (Tablo 9). Restriksiyon enzim paternleri degerlendirilerek
A, B, C, D ve E gruplan kendi aralarinda epidemik, F, G, H, I, J, K ve L gruplan

nonepidemik plazmidler olarak gruplandirildi.
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Sekil 9. Klinik Suslardan izole Edilmis Plazmid DNA’lar1. M; E. coli V517, 1; K.
pneumoniae TRE025 (pTRE25), 2; K. pneumoniae TRE037 (pPTRE37), 3 K
oxytoca TRE063 (PTREG3), 4; E. acrogenes TRE164 (pTRE164), 5;E.
aerogenes TRE088 (pTRESS), 6; E. coli TRE090 (PTRE90), 7; K. pneumoniae
(pTRE165), 8; K. pneumoniae (pTRE44), 9; E. coli TRE153 (pTRE153), 10; K.
pneumoniae TRE083 (TRES3), 11; E. coli TRE092 (pTRE92), 12; K.
pneumoniae TRE040 (pTRE40), 13; E. coli TRE073 (pTRE73), 14; E. coli
TRE154-1 (pTRE154-1), 15; E. coli TRE154-2 (pTRE154-2), 16; K. oxytoca
TREO082 (pTRES2), 17; K. pneumoniae TRE146 (nTRE146), 18; E. coli
TRE160 (pTRE160), 19; E. coli TRE066 (PTREG66), 20; E. coli TRE157
(pTRE157), 21; E. coli TRE056 (pTRES6).
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Sekil 10. Transkonjugantlardan izole Edilmis Plazmid DNA’lar. M; E. coli
V517, 1; pTRE25, 2; pTRE37, 3; pTRE40, 4; pTRE44, 5; pTRES6, 6;
pTREG0-1, 7; pTRE60-2, 8; pTRE63, 9; pTREG66, 10; pTRE73, 11;
pTRES2, 12; pTRES3, 13; pTRESS, 14; pTRE90, 15; pTRE173, 16;
pTRE165, 17; pTRE164, 18; pTRE160, 19; pTRE1157, 20; pTRE154-1,
21; pTRE153, 22; pTRE151, 23; pTRE146, 24; pTRE141,

25; pTRE154-2, 26; pTRE130, 27; pTRE111, 28; pTRE92.
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Sekil 11. Transkonjugantlardan izole Edilmis Plazmidlerin EcoRI Kesimleri. M;
Hind 111 ile Lambda faj DNA’s1, 1; pTRES83, 2; pTRE92, 3; pTREG6, 4;
pTRES?2, 5; pTRE40, 6; pTRE73, 7; pTRE146, 8; pTRE160, 9; pTRE154,
10; pTRE157, 11; pTRE2S, 12; pTRE37, 13; pTRESS, 14; pTRE90, 15;
pTREG63, 16; pTRE164, 17; pTRE44-1, 18; pTRE153, 19; pTRE165, 20;
pTRE44-2, 21; pTRES6.
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Tablo 9. Plazmidlerin Molekiiler Biiyiikliikleri ve Gruplandiriimasi

Plazmidler Verici susu Molekiiler Biiyiikliigii (kb) Gruplandirma
pTRE25 K. pneumoniae TRE025 73.2 A
pTRE37 K. pneumoniae TREQ37 73.2 A
pTRE63 K. oxytoca TRE063 70.3 B-1
pTRE164 E. aerogenes TRE164 70.3 B-1
pTRES8 E. aerogenes TREO88 73.3 B-2
pTRE90 E. coli TRE090 73.3 B-2
pTRE165 K. pneumoniae TRE165 93.1 C-1
pTRE44 K. pneumoniae TRE044 87.8 C-2
pTREIS3 E. coli TRE153 87.8 C-2
pTRES3 K. pneumoniae TREO83 6.7 D
pTRE92 E. coli TRE092 6.7 D
pTRE40 K. pneumoniae TRE040 274 E
pTRE73 E. coli TREO73 274 E
pTRE154 E. coli TRE154 48.5 F
pTRES82 K. oxytoca TREO82 39 G
pTRE146 K. pneumoniae TRE146 58.6 H
pTRE160 E. coli TRE160 62.5 I
pTRE66 E. coli TRE066 533 J
pTRE157 E. coli TRE157 73

PTRES6 E. coli TRE56 30 L

Plazmid gruplarini tasiyan enterobakterilerin izole edildigi materyaller ve

saglandig: hastane birimleri Tablo 10’de gosterildi.
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Tablo 10. Konjugatif Plazmidleri Tastyan Suslarin izole Edildigi

Materyaller ve Saglandign Hastane Uniteleri

Tasindig1 Susun Izole Materyalin Saglandig:

Plazmid Grubu e
Edildigi Materyal Hastane Unitesi

pTRE25 A Trakeal Aspirat Pediatri Yogun Bakim
pTRE37 A Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi
pTRE63 B-1 Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi
pTRE164 B-1 Trakeal Aspirat Enfeksiyon Servisi
pTRESS B-2 Idrar Pediatri Poliklinigi
pTRE90 B-2 Idrar Pediatri Poliklinigi
pTRE165 C-1 Trakeal Aspirat Pediatri Yogun bakim -
pTRE44 C-2 Idrar Pediatri Siit Cocugu Servisi
pTRE153 C-2 Trakeal Aspirat Pediatri Yogun Bakim
pTRES3 D Idrar Pediatri Poliklinigi
pTRE92 D idrar Pediatri Poliklinigi
pTRE40 E Idrar Pediatri Adelosan Servisi
pTRE73 E Kan Pediatri Yogun Bakim
pTRE154 F BOS Pediatrik Cerrahi Servisi
pTRES2 G Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi
pTRE146 H Idrar Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
pTRE160 I Idrar Pediatrik Cerrahi Servisi
pTRE66 J Idrar Dahiliye Servisi-I
pTRE157 K Idrar Pediatri Poliklinigi
PTRES56 L Idrar Pediatri Poliklinigi

Servis ve yogun bakim iinitelerinde konjugatif 20 plazmidin 5’i (% 23.80)
pediatrik cerrahi servisinde (PCS), 4’ii (% 19.04) pediatri yogun bakimda (PYB),
I’i (% 4.76) pediatri siit cocugu servisinde (PSS), 1’i (% 4.76) pediatri adelosan

servisinde (PAS), 1'i (% 4.76) enfeksiyon servisinde (ES) ve 1’i dahiliye servisi-I’

nde (DS-1) yatan hastalardaki enfeksiyon etkeni bakterilerden; poliklinik
hastalarindan 6’s1 (% 28.57) pediatri poliklinigine (PP), 1'i (% 4.76) pediatrik
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cerrahi  poliklinigine (PCP) basvuran hastalardaki enfeksiyon etkeni

enterobakterilerden izole edildi (Tablo 11).

Tablo 11. Epidemik ve Nonepidemik Konjugatif Plazmid Gruplarmin

Hastane Unitelerine Dagilim

Plazmid Hastane Unitelerinde Ortaya Cikma Oram
Gruplan PYB PCS PAS PSS ES DS-1 PP PCP

A (n=2) 1 1

B (n=4) 1 1 2(B-2)

C(m=3) 2(C-2) 1(C-1)

D (n=2) 2

E (n=2) 1 1

F (n=1) I

G (n=1) |

H (n=1) 1
I(n=1) 1

J (n=1) 1

K (n=1) 1

L (n=1) |

Toplam
(n=20)

4.5. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Epidemik ve nonepidemik plazmidleri transfer edebilen suslar ve plazmidlerini
tastyan transkonjugantlarda GSBL’lerin belirlenmesi i¢in yapilan CDS testlerinde
suslar ve transkonjugantlarin hepsi pozitif sonug verdi (Tablo 12). Sekil 12°de DDS

testi 6rnek olarak gosterildi.
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Sekil 12. GSBL Ureten E. coli TRE090’nmn CDS Testi.
(A) Amoksisilin/klavulanat, (B) Seftazidim, (C) Aztreonam, (D) Sefepim.
Digerleri p-laktam olmayan antibiyotik diskleri. Oklar p-laktammn inhibitor
etkisinin klavulanat ile artirlldifim gostermektedir.
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Ampisilin direngli 61 E. coli’den 13’iiniin (%21.31), 42 Klebsiella spp.’den
117inin (%26.19) ve 17 Enterobacter spp.’den 2’sinin (% 11.76) GSBL iirettigi
belirlendi. Tablo 12’de plazmid analizleri yapilabilen 20 GSBL diireten sus ve

transkonjugantlan gosterildi. Ampisilin direngli 133 enterobakteri tiirii iginde 26
(% 19.54)’sinda GSBL pozitifligi saptandi.

Tablo 12. Verici Suslar ve Transkonjugantlarinin CDS Test Sonuclar:

Verici Suslar GSBL Transkonjugantlar GSBL
K. pneumoniae TRE025 + J53-2 (pTRE2S) +
K. pneumoniae TRE037 + J53-2 (pTRE37) +
E. aerogenes TREO88 + J53-2 (pTRESS) +
E. coli TRE090 + 153-2 (pTRE90) +
K. oxytoca TRE063 + J53-2 (pTREG63) +
E. aerogenes TRE164 + J53-2 (pTRE164) +
K. pneumoniae TRE044 + J53-2 (pTRE44) +
E. coli TRE153 + J53-2 (pTRE153) +
K. pneumoniae TRE165 + J53-2 (pTRE165) +
K. pneumoniae TRE0O83 + J53-2 (pTRES3) +
E. coli TRE092 + J53-2 (pTRE92) +
K. pneumoniae TRE040 + J53-2 (pTRE40) +
E. coli TREQ73 + J53-2 (pTRE73) +
E. coli TRE154 + J53-2 (pTRE154) +
K. oxytoca TRE082 + J53-2 (pTRES82) +
K. pneumoniae TRE146 + J53-2 (pTRE146) +
E. coli TRE160 + J53-2 (pTRE160) +
E. coli TRE066 + J53-2 (pTRE66) +
E. coli TRE157 + J53-2 (pTRE157) +
E. coli TRES6 + J53-2 (pTRES6) +




63

4.6. Transkonjugantlarda TEM- ve SHY-Tip pf-Laktamaz Genlerinin PCR

ile Belirlenmesi

TEM-spesifik primerlerin (OT-1 ve OT-2) spesifikliginin kontrolii i¢cin E. coli
[7604 (TLE-1, TEM-1 genleri)] veya E. coli IM109 [pBR322 (TEM-1 geni)] ve E.
coli J53 [RP4 (TEM-2 geni)] suslarini kullanarak 504 bp’lik blatgy PCR iiriinii ve
SHV-spesifik primerlerin (OS-1 ve OS-2) spesifikliginin kontrolii icin E. coli J53
[pUD18 (SHV-3 geni)] susu kullamlarak 626 bp’lik blasyy PCR liriinii elde edildi
(Sekil. 13).

M1 2 3 4 5 6 7 8 M

R e R SRR s - e R

Sekil 13. blagy ve blaggy Genlerinin PCR ile Analizi. M; 100 bp DNA
Ladder, 1; E. coli 7604 (TEM-1) pozitif blatewm, 2-3; blatem
pozitif A grubu plazmidler (pTRE2S ve pTRE37), 4; Ampisiline
hassas E. coli J53-2 negatif kontrol, 5; pUD18 (blasny.3) pozitif

kontrol, 6-7; blasgy pozitif E grubu plazmidler (pTRE40 ve
pTRE73), 8; Ampisiline hassas E. coli V517 (negatif kontrol).



64

Plazmid gruplarindan A, B, C, F ve G grubu plazmidlerin TEM ve SHV-tiirevi
genlerin ikisini de, E, H, I, J ve K grubu plazmidlerin sadece SHV-tiirevi genleri, D
ve L grubu plazmidlerin ise TEM veya SHV-tiirevi genlerden hicbirini kodlamadig:
belirlendi (Tablo. 13).

Tablo 13. Epidemik ve Nonepidemik Plazmid Gruplarinda TEM veya SHYV-

Tiirevi p-Laktamaz Dagilim

Verici Suslar Transkonjugantlar Plazmidinin TEM-Tiirevi SHYV-Tiirevi
Grubu
K. pneumoniae TREQ25 J53-2 (pTRE25) A + +
K. pneumoniae TREO37 J53-2 (pTRE37) A + +
K. oxytoca TRE063 J53-2 (pTREG63) B-1 + +
E. aerogenes TRE164 J53-2 (pTRE164) B-1 + +
E. aerogenes TREO88 J53-2 (pTRES88) B-2 + +
E. coli TRE090 J53-2 (pTRE90) B-2 + +
K. pneumoniae TRE165 J53-2 (pTRE165) C-1 + +
K. pneumoniae TRE044 J53-2 (pTRE44) C-2 + +
E. coli TRE153 J53-2 (pTRE153) C-2 + +
K. pneumoniae TREO83 J53-2 (pTRES83) D - -
E. coli TRE(092 J53-2 (pTRE92) D - -
K. pneumoniae TRE040  J53-2 (pTRE40) E - +
E. coli TREQ73 J53-2 (pTRE73) E - +
E. coli TRE154 J53-2 (pTRE154) F + +
K. oxytoca TRE082 J53-2 (pTRES2) G +
K. pneumoniae TRE146  J53-2 (pTRE146) H - +
E. coli TRE160 J53-2 (pTRE160) I - +
E. coli TRE066 J53-2 (pTRE66) J - +
E. coli TREI157 J53-2 (pTRE157) K - +
E. coli TRE56 153-2 (pTRES56) L - -
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GSBL iireten 20 enterik bakteri susu arasinda E. coli’den 3’iiniin (% 15) TEM
ve SHV-tiplerinin ikisini birden, 4’iiniin (% 20) sadece SHV-tipini tasidig1, 2’sinin
(% 10) her iki geni de tasimadigy; Klebsiella spp.’nin 6’simin (% 30) TEM ve SHV-
tiplerinin ikisini, 2’sinin (% 10) sadece SHV-tiirevlerini tasidig1, 1’inin (% 5) ise
her iki geni de tasimadigi1 ve Enterobacter spp.’nin 2’sinin (% 10) her iki geni de
tasidig1 transkonjugantlarina uygulanan TEM ve SHV-spesifik PCR ile belirlendi.
Sadece TEM-tiirevi GSBL geni kodlayan konjugatif plazmide sahip susa
rastlanmad: (Tablo. 14).

Tablo 14. GSBL Ureten Suslarda TEM ve SHYV Tiirevi Genlerin Dagihm

TEM SHV TEM+SHV Diger

GSBL Ureten izolatlar Sayr  Yiizde Say1 Yiizde Sayr Yiizde Say: Yiizde
(n) (%) (n) (%) (M) (%) (n) (%)

E. coli (n=9) - - 4 20 3 15 2 10
Klebsiella spp. (n=9) - - 2 10 6 30 1 5
Enterobacter spp. (n=2) - - - - 2 10 - -
TOPLAM (n=20) 0 0 6 30 11 55§ 3 15

4.7. Plazmidlerin blatgy ve blaggy Problan ile Hibridizasyonu

blargy probu A grubunun plazmidlerin (pTRE25 ve pTRE37) fragmanlarindan
6.6 kb ve 3.5 kb’lik EcoRI fragmanlar ile hibridize oldugu saptandi. Ayni prob, B-
1 grubunda (pTRE63 ve pTRE164) 23 kb, 12.5 kb, 9.4 kb fragmanlara hibridize
olurken, B-2 grubunda (pTRE88 ve pTRE90) bu fragmanlara ek olarak 3.6 kb ve
3.2 kb’lik fragmanlar ile, ve C grubunda 20, 18, 13 ve 4.1 kb’lik fragmanlar ile
hibridize oldu (Sekil 14). D (pTRE83 ve pTRE92), E (pTRE40 ve pTRE73), 1
(pTRE160), J (pTRE66), K (pTRE157) (Sekil 14) ve L (pTRE56) (Sekil 14)

gruplarinda ise blatgy probunun hibridize oldugu fragman gozlenmedi. F grubunda
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(pTRE154) 5.9 ve 5.2 kb’lik fragmanlara hibridize olurken, G grubunda (pTRES2)
16 kb’lik fragmana (Sekil 15) hibridize oldu (Tablo 15).

blasyy probu A grubu plazmidlerin 23 kb’lik, B grubunun 21.5 kb’lik, C
grubunun ise 18.5, 13,5 ve 4.8 kb’lik EcoRI fragmanlan ile hibridize oldu (Sekil
16). Bununla birlikte, D (Sekil 17) ve L (Sekil 16) grubu plazmidlerin hicbir
fragmana SHV probu hibridize olmadi. E grubu plazmidlerde 5.5 kb’lik, F
grubunda 10 ve 3.7 kb’lik fragmanlar ile hibridize oldu. G grubu plazmidin 4.9
kb’lik, H grubunun 23 kb’lik, I grubunun 18 ve 6.3 kb’lik, J grubunun 18, 13.5, ve
2.5 kb’lik fragmanlari, K grubunun ise 25 ve 1.1 kb’lik fragmanlar ile hibridize
oldugu (Sekil 17) gozlendi (Tablo 15).

Tablo 15. blatgy; ve blagyy Problarinin Hibridize Oldugu Plazmidlerin

EcoRI Restriksiyon Fragmanlari

Hibridize Oldugu Restriksiyon Fragmam

Plazmid Gruplan
blatem Probu blasuv Probu
A 6.6 kb, 3.5 kb 23 kb
B-1 23 kb, 12.5 kb, 9.4 kb 21.5kb
B-2 23 kb, 12.5 kb, 9.4 kb, 3.6 kb, 3.2 kb 21.5kb
C-1 20 kb, 18 kb, 13 kb, 5.3,4.1 kb 18.5 kb, 13.5 kb, 4.8 kb
C-2 20 kb, 18 kb, 13 kb, 4.1 kb 18.5 kb, 13.5 kb, 4.8 kb
D - -
E - 5.5kb
F 5.9kb, 5.2kb 10 kb, 3.7 kb
G 16 kb 4.9 kb
H - 23 kb
I - 18 kb, 6.3 kb
J - 18 kb, 13.5 kb, 7.5 kb
K - 25 kb, 1.1 kb
L - -
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Plazmid gruplarinin  EcoRI1 restriksiyon fragmanlarina blawgy ve blagyy
problarinin hibridize oldugu restriksiyon fragmanlari. Sekil 14, 15, 16 ve 17°de

gosterildi.
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Sekil 14. bme Probunun A, B1, B2, C1, C2 ve L Grubu Plazmidler ile

ibridizasyonu
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Sekil 15. blatgm Probunun D, J, G, E, H, I, F ve K Grubu Plazmidler ile

Hibridizasyonu
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Sekil 16. blaggy Probunun A, B1, B2, C1, C2 ve L Grubu Plazmidler ile

ibridizasyonu



71

D Grubu
D Grubu
J Grubu
G Grubu
E Grubu
E Grubu
H Grubu
I Grubu
F Grubu
K Grubu

Sekil 17. blaggy Probunun D, J, G, E, H, I, F ve K Grubu Plazmidler ile
Hibridizasyonu
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4.8. Enterobakterilerin ve Transkonjugantlarinin Antimikrobiyal

Hassasiyet Test Sonuclar

GSBL iireten suslar arasinda TREO82 susu hari¢ amikasin direncli sus tespit
edilmedi. Bu susun transkonjugantinda da amikasin direnci saptanmadi.
Transkonjugantlarin hicbirinde kloramfenikol direncine rastlanmadi.

A grubu plazmid iceren TRE025 ve TRE037 suslari amoksisilin/klavulanata
hassasken, I., IL., III., IV. kusak sefalosporinlere ve aztreonama direngli bulundu.
Transkonjugantlann da aym direng profilini gosterdi. Suslarda B-laktam direnci
yaninda netilmisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazol direnci

belirlendi. Bu direnglerin plazmidleri tarafindan kodlanmadi@1 saptand: (Tablo 16).
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B2 grubu plazmid tasiyan TREO88 ve TRE090 amoksisilin/klavulanat direnci
gosterirken, Bl grubundaki TRE063 ve TRE164’te bu antibiyotife direng
rastlanmadi. B2 grubundan TREOS88 susu L., IL., III., IV. kusak sefalosporinlere ve
aztreonama direngliyken, aym1 gruptaki TREQ90 sefepime hassasti. TREO88 susu
aminoglikozidlere, tetrasiklin ve trimetoprim/siilfometaksazole hassasken, TRE090
susu gentamisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazola
direngli bulundu. Bl grubundan TRE063 ve TRE164 suslarinin her ikisi de
amoksisilin/klavulanata hassastt. Bunlardan TREO063 susunun f-laktamlardan
sefalosporinlerin biitiin gruplarina, TRE164’iin ise sefotaksim ve sefepim haricinde
diger p-laktamlara direngli oldugu saptandi. TRE063 susu gentamisin ve
trimetoprim/siilfometaksazol direnci gosterirken, TRE164’te sadece gentamisin
direncine rastlandi. J53-2 (pTRES88) susu amoksisilin/klavulanat yaninda
sefotaksim, seftriakson ve sefepim haricinde diger sefalosporinlere ve aztreonama
direncliyken, J53-2 (pTRE90) sefepim haricinde diger sefalosporinlere ve
aztreonama direncgli bulundu. Bu suslarda ayrica gentamisine direng tespit edildi.
J53-2 (pTRE63) ve J53-2 (pTRE164) sefotaksim ve sefepim haricinde diger

sefalosporin gruplarina, aztreonama ve gentamisine direngliydi (Tablo 17).
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C2 grubu plazmid igeren klinik suslarinin hepsi amoksisilin/klavulanata, biitiin
sefalosporin gruplarina ve aztreonama direngli bulundu. Diger antibiyotiklerden
netilmisin, gentamisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazol
direnci biitiin C1 ve C2 grubu plazmid igeren klinik suslarda rastlandi. C1 ve C2
grubu plazmid tasiyan transkonjugantlarin hepsi amoksisilin/klavulanata direngli
bulunurken, biitiin sefalosporinlere ve aztreonama direng tespit edildi. Bunun

yaninda gentamisin ve tetrasikline de direng gozlendi (Tablo 18).



77

LId[}Sa9 ], 30A1sessey] [eAiqoajrunguy uLre[$ng uedise], pruzeld juesnfuoy] nqnis) O ‘g1 o[qelL

1dn us8 zeweyej-g ‘vyq ‘ydusinp Y

AHS ‘WAL + 8¢ ¥ ¥ ¥ ¥I W ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ (syrAyrd)Tesfyooy
AHS ‘WAL + ¥ 4 ¥4 ¥ ¥ 81 ¥ ¥ ¥ 4 4 ¥ ¥ U oruLovmounsudy
AHS‘WaL t 92 8 ¥ ¥ 81 61 ¥ ¥ U ¥ ¥ ¥ W U (esrauldzesfnooq
AHS‘WaL * 4 ¥4 94 94 ¥ 91 ¥ ¥ ¥ ¥4 ¥4 ¥ ¥ ¥ €SITAL N0 g
AHS‘WAL + 9z 8% ¥ ¥ 8 1z ¥ ¥ ¥ ¥4 ¥ ¥ ¥ ¥ Grauidresfyooy
AHS‘WIL 7 d 4 ¥ ¥ €1 1T ¥4 ¥ ¥4 94 94 ¥ ¥ ¥  vhoFuLovwoumaudy

pq  7gSD XS D 3L u) BN YV ungy dog 01D X3 z8) W) z) dwy AVISNS

s



78

D grubu plazmid iceren TREO83 susunda amoksisilin/klavulanata hassasiyet,.
B-laktam antibiyotiklerden sefazolin, sefuroksim, seftazidim ve aztreonama direng
tespit edildi. Bu susta gentamisin direncine de rastlandi. Aym gruptaki
TRE(092’deki [B-laktam diren¢ profili TRE083 susu ile aymydi ve gentamisin,
tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazole diren¢ gozlendi. Bu
suslarin transkonjugantlarinda orijinal sustaki fB-laktam direncleri tespit edildi.

Bununla birlikte, transkonjugantlarinda gentamisin direnci tespit edildi (Tablo 19).
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E grubu plazmid iceren TRE040 ve TREQ73 suslari amoksisilin/klavulanat
direncine sahipti. TREO40 susunda seftazidim haricinde biitiin sefalosporinlere
direng tespit edildi. Bunun yaninda, trimetoprim/siilfometaksazola da direng
saptandi. TREO73 susunda sefazolin, sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, sefepim,
aztreonam, netilmisin, gentamisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve
trimetoprim/siilfometaksazole direng tespit edilirken, transkonjugantlarinda
sefazolin, sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, sefepim ve

trimetoprim/siilfometaksazol direnci saptand: (Tablo 20).
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F grubu plazmid tastyan TRE154’te amoksisilin/klavulanat, sefalosporinler,
aztreonam ve tetrasiklin direnci tespit edilirken, transkonjugantinda biitiin
sefalosporinlere ve aztreonama karst direng tespit edildi. (Tablo 21).

G grubu plazmid tasiyan TREO082’de amoksisilin/klavulanata, biitiin
sefalosporin gruplar1 ve aztreonama, amikasin, netilmisin, gentamisin, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazola direng saptandi. Transkonjugant:
amoksisilin/klavulanata, biitiin sefalosporin gruplarina, aztreonama, gentamisin ve
trimetoprim/siilfometaksazola direngli bulundu (Tablo 21).

H grubu plazmid tasiyan TRE146 susu amoksisilin/klavulanat, sefazolin,
sefuroksim, seftazidim, tetrasiklin ve trimetoprim/siilfometaksazola direngliyken,
transkonjugantinda amoksisilin/klavulanat, sefazolin, sefuroksim ve
trimetoprim/siilfometaksazol direnci tespit edildi (Tablo 21).

I grubu plazmid tasiyan TRE160 susunda amoksisilin/klavulanat, sefazolin ve
sefuroksim direnci saptanirken, transkonjugantinda ise ayni direng profili tespit
edildi (Tablo 21).

J grubu plazmid tasiyan TREO066 susu sefazolin, sefuroksim, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazole direngliyken, transkonjuganti biitiin
antibiyotiklere hassas olarak bulundu (Tablo 21).

K grubu plazmid tasiyan TRE157 amoksisilin/klavulanat, sefazolin ve
sefuroksime direncliyken, transkonjugantinda ayni direng profili tespit edildi (Tablo
21).

L grubu plazmid iceren TRE056 susunda seftazidim harig biitiin sefalosporiniere
direng saptandi. Ayrica, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazol
direnci de tespit edildi. Transkonjugantinda da biitiin sefalosporinlere ve

trimetoprim/siilfometaksazola direng tespit edildi (Tablo 21).
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GSBL  iireten enterobakteri  izolatlarimin  15/21'inde (% 71.42)
amoksisilin/klavulanat, biitiin tiirlerde sefazolin ve sefuroksim, 17/21’inde (%
80.95) seftazidim, 16/21’inde (% 76.19) sefotaksim, 17/21’inde (% 80.95)
seftriakson, 15/21'inde (% 71.42) sefepim, 16/21’inde (% 76.19) aztreonam,
1/21’inde (% 4.76) amikasin, 6/21’inde (% 28.57) netilmisin, 12/21’inde (% 57.14)
gentamisin, 16/21’inde (% 76.19) tetrasiklin, 13/21’inde (% 61.90) kloramfenikol,
16/21’inde (% 76.19) trimetoprim/siilfometaksazol direncgleri tespit edildi (Tablo
22).
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae nozokomiyal ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin etiolojik
ajanlarindan ¢ogunu icine alan bir ailedir.  Uriner sistem, intra-abdominal
enfeksiyonlar, iist ve alt solunum sistemi, deri, yumusak doku enfeksiyonlan ve
bakteriyemi yapabilen tiirler icermektedir. Toplum kaynakli enfeksiyonlarda en stk
izole edilen enterobakteriler E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis olup, hastane
enfeksiyonlarina Enterobacter spp, Serratia spp. ve Citrobacter spp.’ler de dahil
olmaktadir (43). Bu galismada % 53.40 E. coli, % 23.86 Klebsiella spp., % 11.93
Proteus spp., % 9.65 Enterobacter spp. ve % 1.13 oranlarinda Serratia spp. izole
edildi.

E. coli, Klebsiella ve Serratia tiirlerinde genellikle AmpC tip kromozomal B-
laktamazlar iiretilir. E. coli’nin Konstitiitif olarak {tiretti§i enzim diisiik miktarda
oldugundan dolay: genellikle bu suslar ampisiline hassastir. Enterobacter ve
Serratia tiirlerinde de AmpC tip enzim iiretilmesine ragmen, E. coli’den farki
indiiklenebilir olmasidir.  Diisiik miktarda {iretilen enzim, bakteri [-laktam
antibiyotiklerle karsilasifinda bol miktarda iiretilir. Bu yilizden ampisiline her
zaman direnglidirler.  Klebsiella tiirleri ise A simfi kromozomal p-laktamaz
iiretirler. Bu yiizden ampisiline dogal olarak direnglidirler. P. vulgaris tiirlerinde
Klebsiella’lardaki gibi A smifi kromozomal p-laktamaz liiretilir, fakat P.
mirabilis’in irettifi kromozomal B-laktamaz enterik bakteriler i¢inde en etkisiz
olamdir. Bu yiizden bir ¢ok sus ampisiline hassastir (21). Caligmada cesitli klinik
orneklerden izole edilmis 176 enterik bakterinin 133’iinde (% 75.56) NCCLS (17)

kriterlerine gore ampisilin direncine (2 32ug/ml) rastland: (Tablo 8).
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Klebsiella spp., Enterobacter spp. ve Serratia spp.’lerde ampisiline direng %
100 oraninda tespit edildi. E. coli ve Proteus tiirlerinde ise sirasiyla % 64.89 ve %
52.38 oramindaydi. Zsuzsanna ve ark (44) enterobakteri izolatlarinda % 48-69
oraninda ampisilin direncine rastlamiglardir.

Ampisilin direngli enterobakterilerde direncin ekstrakromozomal olanlarim
belirlemek i¢in konjugasyon deneyleri yapildi. Bunun igin hassas bir E. coli K-12
laboratuar susu olan J53-2 kullanildi. Sus F olup metionin ve prolin amino
asitlerini kendisi sentez edememektedir. Kromozomal olarak rifampisine
direnglidir.

Rice ve ark. (40)’nin filtre kagidi itizerinde yaptiklar1 konjugasyon deneylerinde
J53-2 transkonjugantlarinin segilmesinde 10 pg/ml seftazidim, 100 pg/ml
rifampisin, 30 pg/ml metionin ve 50pg/ml prolin iceren % 0.2’lik glukoz minimal
medyum kullanmiglardir. Bu g¢alismada konjugasyon deneyleri sivida yapildi ve
transkonjugantlar 50 pg/ml ampisilin ve 150 pug/ml rifampisin igeren EMB agar
plaginda secildi. Verici bakterilerin bazilan rifampisine direngli oldugundan dolayi,
iireyebilen bakterilerin gercek transkonjugant olduklarinin ve spontane iiremelerin
ayirt edilebilmesi igin tekrar ampisilin/rifampisin plagina pasaj edildikten sonra,
fenotipik olarak J53-2 oldugu belirlenen kolonilerin 4 farkli plaga replika ekimleri
yapildi. Replika ekim yapilan plaklardan glukoz minimal medyum haricinde diger
iic plakta iireyebilen bakterilerin transkonjugant olduklarina daha giivenilir olarak
karar verildi.

Konjugasyon islemi oda sicaklig1 ve 35°C’de yapildi. Konjugasyon etkinliginde
oda sicaklifi ve 35°C arasinda fark bulunamadi (Tablo 9). Klinik suglar 10*ile 10°®
arasindaki etkinlikle ampisilin direnglerini hassas E. coli susuna transfer ettiler.
Konjugasyon etkinligi en fazla olan suslar !0 etkinlikle E. coli TRE160 ve K.
pneumoniae spp. ozaenae TRE173’tii (Tablo 8).

Konjugasyonla gen transferi yapabilen mikroorganizmalarin canli viicudunda,
ozellikle normal mikrobiyal flora bakterileri arasinda cok daha yiiksek etkinlikle
gen transferi yapabildigi in vivo deneylerde gosterilmistir (15). Bu galismada in

vitro ortamda diisiik etkinlikle konjugasyon yapabilen bazi1 enterobakteri tiirlerinin

w,@w
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bu hipoteze goére diren¢ genlerinin konak icinde daha yiiksek etkinlikle transfer
edilebilecegini,  dolayisiyla  daha  hizhh  yayillarak  paylasilabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla beraber suslarin oda sicaklifinda konjugasyonla gen
transferi yapabilmeleri, konak dist gevrelerde de diren¢ genlerini transfer
edebileceklerini gostermektedir.

Transkonjugantlardan izole edilen 20 plazmidin molekiiler biiyiikliikleri EcoRI
restriksiyon enzim analizine gore 6.7 ile 93.1 kb arasinda bulundu (Tablo 9).
Jacoby (2) 1991°de rapor ettii GSBL’lerle ilgili derlemesinde GSBL kodlayan
konjugatif diren¢ plazmidlerinin genelde biiyiik molekiiler agirlikta (80 kb veya
daha fazla) olduklarini belirtmistir.

Bermudes ve ark. (45) 1997°de Fransa’daki bir hastanede PI, PII-1, PII-2, PII-3
ve PII-4 olmak iizere 5 plazmid profili belirlemislerdir. Palucha ve ark. (9) ise
1999°da rapor ettikleri calismada Varsova Hastanesi’nde izole edilen plazmidlerin
Pstl restriksiyon enzim analizlerinde A ile I arasinda 8 grup epidemik konjugatif
plazmide rastlamiglardir. Bu ¢alismada 20 plazmidin EcoRI restriksiyon analizi ile
belirlenen plazmidler arasindaki benzerliklere gére A, B, C,D, E,F,G,H,1,J, K ve
L olmak iizere 12 tip olarak gruplandinldi. A grubundan 2, B grubundan 4, C
grubundan 3, D grubundan 2, E grubundan 2 kendi gruplarinda aym restriksiyon
enzim kesim paterni gosterdiginden dolay1 epidemik plazmidler olarak, tek plazmid
ornegi iceren diger gruplar kendine 06zgii patern gosterdiklerinden dolayr
nonepidemik plazmidler olarak degerlendirildi. Bunun yaninda, epidemik olanlari
dogrulamak igin, EcoRI restriksiyon fragmanlarimin blatgy ve blasyy problariyla
yapilan hibridizasyonlarinda problar aym gruplarda ayni fragmana hibridize oldular
(Sekil 14-17 ve Tablo 15). Aynca epidemik plazmidleri tastyan J53-2
transkonjugantlarinin antibiyogram sonuglarina gére aym grup plazmidleri tagiyan
transkonjugantlar benzer antibiyotik direng profili gosterdiler (Tablo 15). Epidemik
plazmidlerden B-1 grubu (pTRE63 ve pTRE164) B-2 grubu (pTRE88 ve pTRE90)
ile ayn1 EcoRI kesim paterni gosterdi fakat, B-2 grubunun farkli olarak 3 kb’lik ek
bir fragmam oldugu i¢in B grubu kendi icinde B-1 ve B-2 olarak gruplandiriidi.
Aymn sekilde C grubu plazmidlerde C-1 grubu (pTRE165) C-2 grubu plazmidlerden
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(pPTRE44 ve pTRE153) 5.3 kb fazla fragman tasidigi icin C-1 ve C-2 olarak
gruplandirtld: (Tablo 9 ve Sekil 11). Bu calismada rastlanan 5 grup epidemik
plazmid hem hastane ici hem de hastane disi hastalarin enfeksiyon etkenlerinden
izole edildi. Epidemik plazmidlerden A, B-1, C (C-1 ve C-2) ve E grubu
plazmidler hastane icindeki suslardan izole edilirken, B-2 grubu plazmidler hastane
dis1 hastalarin enfeksiyon etkenlerinden izole edildiler. Sadece D grubu epidemik
plazmidler hastane digt hastalarin enfeksiyon etkenlerinden izole edildiler. D grubu
PCR ve hibridizasyonda TEM veya SHV spesifik primer veya problariyla
reaksiyona girmedi (Tablo 10 ve 13). B grubu plazmidlerin hem hastane i¢i hem de
hastane dis1 hastalarin enfeksiyon etkenlerinden izole edilmesi bu plazmidlerin
toplum ve hastane suslar1 arasinda yayildigini ve paylagildigim diisiindiirmektedir.
D grubu hari¢ biitiin epidemik plazmidlerin TEM ve SHV-tiirevi GSBL’lerin her
ikisini de kodlamast ve bir¢cogunun [-laktam antibiyotiklerin yaninda
aminoglikozid, sulfonamid ve tetrasiklin gibi baska diren¢ genlerini kodlamasi
(Tablo 16) direng genlerinin toplum ve hastane icinde kolaylikla yayildigim ispat
etmektedir.

C-2 grubu plazmid tasiyan E. coli TRE153 susu pediatri yogun bakimdaki bir
hastanin trakeal aspirat sivisindan izole edildi. Bes giin sonra aym hastanin trakeal
aspiratindan C-1 grubu plazmid tagiyan K. pneumoniae TRE165 susu izole edildi.
TRE165 susu TRE153’ten farkli olarak 5.3 kb’lik bagka bir plazmid icermekteydi
(Sekil 9). EcoRlI ile kesilmis C-1 plazmidinin 5.3 kb’lik fragmanina blargy probu
giiclii bir sekilde hibridize oldu fakat blasyy probu hibridize olmad: (Sekil 14 ve
16). C-1 grubundan pTREI165 ile C-2 grubundan pTRE153 ayni hastanin farkli
enfeksiyon etkenlerinden izole edildi fakat C-2 grubundaki pTRE44 farkhi bir
hastanin enfeksiyon etkeninden izole edildi. Bu yiizden C grubu plazmidler
epidemik olarak degerlendirildi (Tablo 5 ve 10).

Prodinger ve ark. (46)’na gore epidemiolojik olarak benzer izolatlarin plazmid
profillerinin her zaman ayni olmasi gerekmemektedir. Ciinkii sus bir plazmid
kazanip bunu tekrar kaybedebilmektedir. Bu durum rasgele veya spesifik

antibiyotik terapisinden kaynaklanan farkli selektif baskilardan dolay: olusmaktadir
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ve plazmid epidemisine yol agmaktadir. Bu calismada 20 (% 15.03) konjugatif
diren¢ plazmidi tasiyan tiirler hastane iinitelerinden sadece pediatri yogun bakim,
pediatrik cerrahi servisi, pediatri adelésan servisi, pediatri siit ¢ocugu servisi,
enfeksiyon servisi, dahiliye servisi-I, pediatri poliklinigi ve pediatrik cerrahi
poliklinigindeki hastalarin enfeksiyon etkenlerinden izole edildiler. Konjugatif
diren¢ plazmidleri tasiyan suslara hastanede kalan hastalardan en fazla % 23.80
oranla pediatrik cerrahi servisinde ve % 19.04 oranla pediatri yogun bakimda kalan
hastalarin enfeksiyon etkenlerinde rastlandi. Poliklinik hastalarinda ise % 28. 57
oranla pediatri polikliniine bagvuran hastalarin enfeksiyon etkenlerinde rastlandi.
(Tablo 11).

B1 grubu plazmidlerden pTRE164 enfeksiyon servisindeki bir hastanin trakeal
aspiratindan izole edilen bir K. pneumoniae susundan, ayni gruptaki pTRE63 ise
pediatrik cerrahi servisindeki bir hastanin idrar materyalinden izole edilen bir K.
oxytoca sugundan izole edildi. Ayni sekilde C-1 grubu pTRE165 plazmidi pediatri
yogun bakimdaki bir hastanin trakeal aspiratindan izole edilen K. pneumoniae susu
(TRE165), C-2 grubundan pTRE44 pediatri siit ¢ocugu servisindeki bir hastanin
idrarindan izole edilen K. pneumoniae susu (TRE044), aym1 gruptaki pTRE153 ise
pediatri yogun bakimdaki bir hastanin trakeal aspiratindan izole edilmis bir E. coli
susu (TRE153) tarafindan tasiniyordu (Tablo 10). Bu durum ayni plazmidin
servisler arasinda ayni1 veya farkl tiirlere yayildigim gostermektedir. Bermudes ve
ark. (45) PI olarak grupladiklan plazmidlere hastanenin farkli initelerinde
rastlarken PII grubunun devamli norosirurji {initesinden geldigini rapor etmislerdir.
Palucha ve ark. (9) epidemik plazmidlerin biiyiik boliimiiniin iiroloji iinitesinden
orijin alarak cerrahi ve dahiliye iinitelerine yayilldigim gostermislerdir. Bu
calismada epidemik plazmidleri tagiyan enterik patojenler genelde pediatri ile ilgili
yogun bakim ve servislerindeki hastalardan izole edildiler. Yirmi konjugatif
plazmidin 13’iiniin hastane ici iinitelerde bulunan hastalarda, 7’sinin ise poliklinik
hastalarinda tasinmasiyla, konjugatif diren¢ plazmidlerine hastane igi izolatlarinda

daha fazla rastlandig1 kamisina varildi (Tablo 11).
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Plazmidle kodlanan A sinifi enzimler olan TEM veya SHV-tipi genlerde bir
veya birden fazla amino asit degisikligine sebep olan tek adimli (stepwise)
mutasyonlarla GSBL’ler olusmaktadir. Boylece sefotaksim, seftazidim ve diger
genis-spektrumlu sefalosporinler ile aztreonam gibi monobaktamlara bu enzimler
vasitastyla bakteriler direng¢ kazanmaktadir (2). Bu calismadaki epidemik
plazmidleri tagiyan suglarin fenotipik olarak p-laktam antibiyotiklere yiiksek oranda
direng gosterdigi bulundu (Tablo 16-21). GSBL enzimleri kodladiklarindan dolay:
NCCLS (17) kriterlerine gore bu plazmidleri tasiyan enterobakterilerin B-laktam
antibiyotiklerden karbapenemler hari¢ hepsine direngli rapor edilmesi gerektigi
sonucuna varildi. Bu enzimler ilk olarak Dogu Avrupa’da rapor edildiler ve
diinyanin her yerinden rapor edilmektedirler (2, 4-13). Yuan ve ark (47) 1998’de
Avrupa’daki 35 yogun bakim iinitesinden izole edilen 966 Klebsiella’'nin %
23’iinde GSBL iiretimi belirlemislerdir. Polonya’da Varsova hastanelerinde GSBL
moniterizasyonu bilim adamlar1 tarafindan diizenli bir sekilde yapilmaktadir.
Polonyal aragtiricilar 1998’te Klebsiella spp. salginlarinda bir pediatri hastanesinde
baskin olarak TEM-47 ve SHV-5"in (48), 2 sene sonra yerini bir mutant olan TEM-
68 ‘e (49) biraktigini rapor etmislerdir.

Tiinger ve ark. (50) E. coli’lerin 69/320’sinin (% 21.5), Klebsiella’larin
71/144’iinlin (% 49.3) GSBL lirettigini belirlemislerdir. Akay ve ark (51)
nozokomiyal enfeksiyonlardan izole ettikleri enterik bakterilerden B-laktamaz
iireten 21 E. coli’de GSBL iiretimine rastlamamuslar, Klebsiella’larin % 11’inde,
Enterobacter’lerin ise % 8’inde GSBL iiretimi belirlemislerdir. Yildiz ve ark. (52)
izole ettikleri 531 enterik bakterinin % 13.1 ‘inde CDS testiyle GSBL pozitifligi
belirlemislerdir.  Arastiricilar % 12.5 oraminda E. coli’lerin, % 60.26 oranla
Klebsiella spp.’lerin ve % 16.6 oranla Enterobacter’lerin GSBL iirettigini
belirtmiglerdir. Bu calisma tiim suslar arasinda % 19.54’liik GSBL pozitiflik
oraniyla Yildiz’'in ¢alismasina uyum gostermektedir. Fakat aragtiricilanin izole
ettikleri Klebsiella’lardaki % 60’tan fazla GSBL iiretim oranina bu ¢alisma
sonuclar1 paralellik gostermemektedir. Pai’nin calismasinda (53) E. coli’lerde %

4.8-7.5, Klebsiella’larda % 22.5 oraninda GSBL iiretimi tespit etmislerdir. Saurina
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ve ark. (54) Brooklyn’deki 15 hastaneden izole edilen enterobakteriyel tiirlerden
Klebsiella’larin % 44’iinde, P. mirabilis’lerin % 9.5’inde, E. coli’lerin % 9.5’inde
GSBL iiretimi belirlemislerdir. Bujddkovd ve ark (13) 50 seftazidim direngli
enterobakterinin % 26’sinda GSBL varlig1 rapor etmislerdir. Giinseren ve ark. (55)
seftazidim direncgli E. coli ve Klebsiella spp.’leri arasinda sirasiyla % 12.1 ve %
61.8 oraninda GSBL pozitifli§i bulmuslardir. Emery ve ark (56)
Enterobacteriaceae’lerin 50/3273’1 gibi ¢ok az bir oranla (% 1.5) GSBL iirettigini
belirtmislerdir. Yagi ve ark (57) Japonya’da ¢alismalan siiresince % 90 oraninda
GSBL’li susa rastlamiglardir. Bu calismada E. coli’lerin 13/61’inin (% 21..31),
Klebsiella’larin 11/42’sinin (% 26.19) ve Enterobacter’lerin 2/17’°sinin (% 11.76)
GSBL iirettifi bulundu. GSBL’li tiirlerin 17/20’sinde seftazidim direnci,
16/20’sinde ise aztreonam direncine rastlandi (Tablo 22). Tiirk Antimikrobiyal
Diren¢ Calisma Grubu (58) 1999°da arastirdiklar1 Klebsiella spp.’lerinin %
60.5’inin, E. coli’lerin % 22.5’inin GSBL iirettigini rapor etmislerdir. GSBL iireten
E. coli ve Klebsiella spp’lerde % 0 ile % 71.4 oraninda genis spektrumlu
sefalosporin ve monobaktam direnci belirlemislerdir.

Chanal ve ark (59) 1990 yilinda Fransa’da Enterobacteriaceae’de TEM-tiirevi
GSBL’lerin %48. 6 oranla baskinken, 1994’te yerini % 56 oranla SHV
varyantlarina biraktifini rapor etmislerdir. De Champs ve ark. (60) Fransa’da 1999
yithinda 3 ayda topladiklan GSBL iireten Enterobacteriaceae izolatlarinin
74/79’unda TEM tiirevi, 4/79°’unda SHV tiirevi GSBL belirlemislerdir. Bu
calismada 2 ayda toplanan izolatlar arasinda GSBL iireten Enterobacteriaceae
izolatlarinin 11/20’sinde TEM ve SHV tiirevi 6/20’sinde sadece SHV-tiirevi
GSBL’ler belirlendi (Tablo 14).

Gaillot ve ark. (61) Fransa’da ilk olarak SHV-5 GSBL iireten K. pneumoniae
salginimin 1998’de Paris’teki bir kadin dogum bdéliimiinde oldufunu ve kontamine
edilmis ultrasonografi jellerinden orijin aldigim rapor etmislerdir. Laksai ve ark.
(62) Italya’da 2000 yilinda ilk SHV-12 tipi GSBL iireten K. pneumoniae izolatinda
konjugatif olmayan 14 ve 16 kb’lik plazmitlerde rastlamislardir.
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West (63) Klebsiella spp.’lerin en sik GSBL iireten enterobakterilerden biri
oldugunu, aminoglikozid ve diger antibiyotik diren¢ genlerini kodlayan biiyiik
molekiiler agirhikli konjugatif plazmidlerini E. coli ve dier Enterobacteriaceae
tiirlerine transfer edebilecegini rapor etmistir. Bu galismada GSBL iireten suslarin
19/20’sinde (% 95) aminoglikozid direncine rastland: (Tablo 22). Sadece 1 susta
(K. oxytoca TRE082) amikasin direnci mevcuttu fakat konjugatif plazmidi
tarafindan kodlanmadig: tespit edildi. Bu sus nonepidemik bir plazmid tasiyordu
(Tablo 21). Aminoglikozid direngli 10 susun transkonjugantlar1 da aminoglikozid
direncine sahipti (Tablo 16-21). On dort tetrasiklin direngli susun 3 tanesi bu
direncini J53-2’ye transfer etti. C-2 grubu epidemik plazmid tasiyan iki K.
pneumoniae (TRE044 ve TRE165), bir E. coli (TRE153) susu pediatri yogun bakim
ve siit cocugu servisindeki hastalardan izole edildiler. Molekiiler biiyiikliikleri 87.8
(C-2 grubu) ve 93.1 (C-1 grubu) olan plazmidler TEM ve SHV-tipi gen tasiyorlardi
ve hepsinde hibridizasyonla 20, 18, 13 ve 4.1 kb’lik restriksiyon fragmanlarina
blargm probu, 18.5, 13.5 ve 4.8 kb’lik fragmanlarina blagyy problan hibridize oldu.
On alt1 sus trimetoprim/siilffometaksazola direngli bulundu fakat bu direnci
konjugatif olarak aktaran 4 susa rastlandi. Bu sugslardan ikisi 27.4 kb’lik E grubu
epidemik plazmid (pTRE40 ve pTRE73) iceriyordu. Diger ikisi ise 39 kb’lik G
(pTRES2) ve 58.6 kb’lik H grubu (pTRE146) nonepidemik plazmidler igeriyordu.
Epidemik E grubu plazmidler sadece SHV-tipi GSBL kodluyordu ve 5.5 kb’lik
restriksiyon fragmanina blasyy probu hibridize oldu. Nonepidemik G ve H grubu
plazmidlerden G grubu TEM ve SHV-tiplerinin ikisini kodluyordu ve blargy probu
16 kb’lik restriksiyon fragmanina, blasyy probu 4.9 kb’lik fragmamna hibridize
oldu. H grubu plazmid ise sadece SHV tipi gen kodluyordu ve blasyy probu 23
kb’lik biiyiik bir fragmana hibridize oldu (Tablo 15). Epidemik olan E grubu
plazmidler (pTRE40 ve pTRE73) pediatri adeldsan servisi ve pediatri yogun
bakimdaki hastalarin idrar ve kan 6rneklerinden izole edilen suslarda tagimyordu
(Tablo 10).

Kim (64) ve ark. Kore’de GSBL’li Klebsiella’larin % 74’iiniin SHV-tipi f3-
laktamaz tirettiklerini belirtmislerdir. Yang ve ark. (65) Missouri’de Klebsiella spp.
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ve E. coli tiirlerinde TEM-10 ve TEM-43 tipi GSBL’lerin yaygin oldugunu rapor
etmislerdir. Araque ve ark. (66) Veneziiella’da nozokomiyal K. pneumoniae
izolatlarinda hem TEM hem de SHV tiirevi GSBL iiretimi belirlemislerdir. Avrupa
hastanelerinde % 8 ile % 30 arasinda degisen oranlarla seftazidime direngli K.
pneumoniae rapor edilmistir (6). Blahova ve ark. (67) Cekoslovakya’da 1996’dan
beri artan bir sekilde GSBL’li nozokomiyal Klebsiella’larin ortaya c¢iktigini ve
ozellikle seftazidim, sefotaksim ve aztreonam gibi genis spektrumlu B-laktam
direnclerini konjugatif plazmidlerleri ile yaydiklarim1 belirtmislerdir. Pena ve ark
(68) Ispanya’da 1993 ile 1995 yillan arasinda hastaneye yatan hastalarin % 35’inde
GSBL’li Klebsiella’larin enfeksiyon etkeni oldugunu belirtmislerdir.  Fakat
oksiimino penisilin kisitlamasiyla bir sene icinde anlamli &lgiide GSBL’li K.
pneumoniae enfeksiyonlarinda azalma tespit etmiglerdir. Shannon ve ark (69)
ingiltere’de 1991 ile 1994 arasinda 10 farkli GSBL iireten K. pneumoniae salginlart
belirlemislerdir. Bu salginlarda transfer edilebilir 70-160 kb biiyiikliigiinde
plazmidlerin GSBL kodladigim1 ve restriksiyon enzim kesim paternlerinin farkli
oldugunu rapor etmislerdir. Salginlarda SHV-2, SHV-4, SHV-5, TEM-15 ve TEM-
26 gibi farkli enzimlerin rol aldigin1 bulmuslardir. Yan ve ark (70) Tayvan’da 234
GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarnnin 10’unda SHV-12, 4’linde SHV-5 ve
2’sinde ne TEM ne de SHV-tiirevi belirlemislerdir. Bu iki susun yeni bir AmpC
tipi olan CMY-8 tipinde plazmidle kodlanan GSBL geni oldugunu rapor
etmislerdir. Meyer ve ark (71) New York sehrindeki genel bir hastanedeki K.
pneumoniae suslarinda % 17.3’liik seftazidim direnci belirlemislerdir. Salgina yol
acan suglardaki direncin suslarin iiretti§i TEM-10 ve TEM-26’dan kaynaklandigini
rapor etmislerdir.

Bu calismada GSBL iireten suslarin 3/20’inde (% 15) TEM veya SHV disinda
GSBL belirlendi fakat GSBL tipi arastirilmadi. (Tablo 14). Belgika’da kan
orneklerinden izole edilen Klebsiella’larda % 23.1 oraminda, E. coli’lerde % 3.1
oraninda GSBL iiretimi tespit etmislerdir. CDS testlerinde ise seftazidim,
seftriakson, aztreonam ve sefepim kullanmislardir ve dort indikat6r antibiyotigin de

aym hassasiyetle GSBL iiretimini gosterdigini bulmuslardir (72). Bu ¢alismada
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kullanilan indikatoér antibiyotiklerden sefotaksim 20 susun hepsinde GSBL
tiretimini gosterdi.  Kullanilan diger indikatér antibiyotiklerden seftazidim
6/20’sini, seftriakson 7/20’sini, aztreonam 8/20’sini ve sefepim ise 18/20’sini
gosterdi.

Bonnet ve ark. (73) P. mirabilis’te TEM-1 ve TEM-2 penisilinazlarin yaninda
TEM-3, TEM-24, TEM-44 (IRT) TEM-66 ve ii¢ inhibittr direngli TEM-65, TEM-
73 ve TEM-74 gibi TEM-tipi GSBL’ler belirlemistir. Inhibitér direnci saglayan
GSBL’leri kodlayan konjugatif plazmidlerin molekiiler agirliklarin1 genelde 120 ve
170 kb arasinda bulmuglardir. Chanal ve ark. (12) ise P. mirabilis’lerde
penisilinazlar ve inhibitér direngli enzimler yaninda TEM-3 gibi GSBL’ler
belirlemislerdir. Bu ¢alismada GSBL iireten P. mirabilis ‘e rastlanmadi.

Tzelepi ve ark. (74) Yunanistan’da E. coli, Klebsiella ve Serratia tiirlerinde
yiiksek sikhikta GSBL iiretimi varken Enterobacter spp.’lerde prevalansin belli
olmadigindan yola c¢ikarak yaptiklan calismada, E. cloacae ve E. aerogenes
suslarinda sirastyla % 25 ve % 58 oraminda GSBL iiretimi belirlemislerdir. Bu
calismada izole edilen E. aerogenes’lerin (Tablo 7) 2/10’unda (% 20) GSBL
iiretimiyle E. aerogenes’ler acisindan yukaridaki calismayla paralellik gosterdigi
kanisina varildi. Fakat 4 E. cloacae susunda GSBL iiretimi belirlenmedi. Iki
Serratia marscescens tiirii coklu antibiyotik direncine sahip olmasina ragmen GSBL
negatiftiler.

GSBL iireten Enterobacter izolatlar1 Fransa’da (75, 76, 77), Amerika Birlesik
Devletleri’nde (40) ve Ingiltere’de (78) izole edilmislerdir. Bu bakteriler bircok
GSBL (TEM-3, TEM-10, TEM-12, TEM-24 ve TEM-26) kodlayan biiyiik
plazmidler igerdigi, ayrica bu plazmidlerin bazilarinin aminoglikozid, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim/siilfometaksazol direnci kodladigin1 rapor etmiglerdir
(74, 75, 76). GSBL iiretimi indiiklenebilir grup 1 B-laktamaz iiretmeyen K.
pneumoniae ve E. coli gibi Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerde ¢ok sik
rastlanmaktadir (2). Pitout ve ark. (79) bir hastanede bircok GSBL’li E. aerogenes
tiirlerinin izole edilmesinin ¢ok nadir bir durum oldufunu rapor etmislerdir.

Arastinicilar izole ettikleri 31 E. aerogenes’in 29’unda SHV-4, 1’inde SHV-3,



96

’inde SHV-5 belirlemislerdir. Ug farkli GSBL kodlayan plazmidi E. coli
C600N’ye konjugasyonla aktararak bu enzimlerin farkli biiyiikliikte plazmidlerce
kodlandigim belirlemislerdir. Transkonjugantlarinin standart disk difiizyon testiyle
plazmidlerin aminoglikozid ve trimetoprim/siilfometaksazol direnci gosterdigini
rapor etmislerdir. Shebabi ve ark (80) Urdiin’deki ii¢ farkli yogun bakim
iinitesindeki hastalardan izole edilen Enterobacter spp.’lerinin % 30 ile % 62
arasinda, Klebsiella’larin ise % 30 ile % 80 arasinda GSBL iirettiklerini
belirlemislerdir.

Bu c¢alismada izole edilen E. aerogenes’lerden biri toplum kaynakli
enfeksiyondan (TRE088), digeri (TRE164) enfeksiyon servisinde yatan bir hastadan
izole edildi. TEM ve SHV tipi GSBL iireten suslarin plazmidleri konjugatif olarak
transfer oldugu J53-2’ye genis spektrumlu p-laktam direnci (seftazidim ve
aztreonam) yaninda gentamisin direnci kazandirdi. Hastanemizde K. pneumoniae,
E. coli tiirii haricinde E. aerogenes tiirlerinin de epidemik TEM.ve SHV tiirevi
GSBL kodlayan plazmidier tasidigi ve bu plazmidlerin konjugatif olarak aym ve
farkli tiirler arasinda paylasilarak hastalar arasinda yayildig1 goziikmektedir.

Fenotipik ve genotipik yontemler kullamlarak yapilan analizlerle ¢oklu direng
geni kodlayan ve epidemik konjugatif plazmidler iceren aym veya farkli tiir enterik
patojenlerin genellikle pediatri iinitelerindeki hastalarin enfeksiyon etkenleri oldugu
ve hizli bir sekilde konjugatif plazmidlerini paylasildig1 kanisina vanldi. Jacoby (3)
GSBL’ler ile ilgili yaptigi bilimsel derlemede genelde hastane personelinin ellerinin
GSBL'’li suslan1 hastadan hastaya yayan aracilardan biri oldugunu vurgulamustir.

Kadro yatak sayis1 600 olup, 01.01.2000 ile 31.12.2000 arasinda 492’si
kullammda olan hastanemizin biitiin béliimlerinde yatan hastalarda 1 yil siire iginde
tedavi ve profilaksi amaciyla toplam olarak 19.4 kg inhibitorlii B-laktamlar (17. 6 kg
ampisilin/sulbaktam ve 1.8 kg amoksisilin/klavulanat), 31.6 kg genis-spektrumlu
sefalosporinler (21.6 kg seftriakson, 1.4 kg seftazidim, 3.3 kg sefotaksim ve 5.3 kg
sefepim) ve 0,36 kg aztreonam kullanilmistir. Hastanemizde 1 yil icinde bdylesine
yogun antibiyotik  kullanimindan kaynaklanan selektif ~ baskilarin,

enterobakterilerdeki  konjugatif plazmidlerin  kodladig1 direng genlerinin
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evoliisyonuna ve tiirler arasinda yayilmasina neden olan 6nemli faktorlerden biri
oldugu kanisina varildi. Bunun yaninda hastane igindeki plazmid epidemilerinde
enfeksiyon etkeni bakterilerden izole edilen GSBL kodlayan plazmitlerde hem TEM
hem de SHV-tip genlerin tespit edilmesinin, bakterilerin selektif baskilara kars1 bir

adaptasyonu olabilecegini diistindiirdii.



6. SONUC ve ONERILER

1. iki ay boyunca poliklinik ve yatan hastalann gesitli klinik 6rneklerinden (idrar,
trakeal aspirat, yara, BOS, sant, kan, kateter ve cesitli siiriintii 6rnekleri) izole
edilen biitiin enterobakteriler calismaya alind1 ve 176 Enterobacteriaceae izolati
arasinda % 53.40 E. coli, % 23.86 Klebsiella spp., %11.93 Proteus spp., % 9.65
Enterobacter spp. ve % 1.13 oraninda Serratia spp. izole edildi. En sik
enfeksiyon etkenleri E. coli’yi takiben Klebsiella’1arda.

2. Izole edilen 176 Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerin 133ii (% 75.56) NCCLS
kriterlerine gore ampisiline direngliydi (2 32ug/mL). Bu yiizden plazmid aracili
TEM ve SHV tipi [-laktamazlarin molekiiler epidemiolojik arastirmasi

kapsamina alindilar.

3. Konjugasyon deneylerinde 26 (% 19.54) enterobakterinin ampisilin direncini
konjugasyonla hassas bir laboratuar susu olan E. coli J53-2'ye 10™ ile 10
arasindaki etkinlikle transfer etti. Yirmi susun trankonjugantindan izole edilen
plazmidlerin restriksiyon analizleri yapilabildi. Konjugatif plazmidler 6.7 ile
93.1 kb arasindaydilar.



. Plazmid DNA’larinin EcoRI restriksiyon enzim paternleri degerlendirilerek A,
B, C, D ve E gruplan kendi aralarinda epidemik, F, G, H,LJ,Kvel gruplan
nonepidemik plazmidler olarak gruplandiridi.

. A grubu, B-1 grubundan bir plazmid, C grubu ve E grubu plazmidleri pediatri ile
ilgili servisler ve yofun bakimlarindaki hastalarnin enfeksiyon etkenleri
tasiyordu. B-1 grubunun diger plazmidini enfeksiyon servisindeki bir hastanin
enfeksiyon etkeni tasiyordu. B-2 ve D grubu epidemik plazmidleri ise pediatri
poliklinik hastalarinin  enfeksiyon etkenleri tasiyordu. Nonepidemik
plazmidlerden F, G ve 1 grubu plazmidleri pediatri ile ilgili servislerdeki
hastalarin, H, K ve L grubu plazmidleri pediatri ile ilgili poliklinik hastalarinin, J
grubu plazmidi ise dahiliye sevisindeki bir hastanin enfeksiyon etkenleri
tagtyordu. “

. Epidemik ve nonepidemik konjugatif plazmidleri tasiyan klinik suslar ve
transkonjugantlarinin hepsi CDS testine gére GSBL iiretmekteydi. Ampisilin
direngli 133 susun 26’sinda (% 19.54) GSBL iiretimi belirlendi. Testlerde
indikator olarak kullamilan seftazidim, sefotaksim, seftriakson ve sefepim
icinden en iyi indikator antibiyotiklerin sefotaksimden sonra sefepim oldugu

sonucuna varildi.

. Transkonjugantlarin hiicre lizatlarina uygulanan blargy ve blasyv-spesifik PCR
sonuglarina goére; 20 konjugatif plazmidin % 30’unun SHV, % 55’inin
TEM+SHYV tiirevi GSBL kodladi§1, % 15’nin ise TEM veya SHV-tipi olmayan
bir GSBL kodladifi bulundu. Sadece TEM tiirevi GSBL iireten susa

rastlanmadi.

. blatgm ve blasyy problan kullamlarak epidemik ve nonepidemik plazmid
DNA'’larinin EcoRI kesim fragmanlarina uygulanan Southern hibridizasyonlarda
PCR sonuglan ile uyumlu olarak; A, B, C, F ve G gruplannin restriksiyon
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paternlerine blargy ve blasyy problarinin ikisi de hibridize olurken, E, H, I, J ve
K gruplarina sadece blasyy probu hibridize oldu. D ve L grubu plazmid
fragmanlarina iki prob da hibridize olmadi. Problar plazmidlerin kodladig1
GSBL genlerine gore aym epidemik plazmid gruplan iginde aym restriksiyon

fragmanlarina hibridize oldular.

9. GSBL iireten klinik suglarin 15/20’si amoksisilin/klavulanata, 21/20’si sefazolin
ve sefuroksime, 17/20’si seftazidim ve seftriaksona, 16/20’si sefotaksime ve
aztreonama, 15/20’si sefepime direngliydi. Diger antibiyotik gruplarindan
amikasine 1/20’si, netilmisine 6/20’si, gentamisine 12/20’si, tetrasikline ve
trimetoprim/siilfometaksazola 16/20’si, kloramfenikole ise 13/20’si direngliydi.
Bu antibiyotiklere  direngli  suslarin  transkonjugantlarindan  9/15°i
amoksisilin/klavulanata, 20/20’si sefazoline ve sefuroksime, 15/17’si
seftazidime, 13/16’s1 sefotaksime, 13/17’si seftriaksona, 9/15°i sefepime, 14/15°i
aztreonama direngliydi. Diger antibiyotik gruplarindan 10/12’si gentamisine,
3/12’si tetrasikline ve 4/16’s1 trimetoprim/siilfometaksazole direngli bulundu.
Amikasin, netilmisin ve kloramfenikol direncine rastlanmadi.

10. Hastanemizde iki ay boyunca izole edilen ampisilin direngli Enterobacteriaceae
izolatlarinin % 19.54’iiniin GSBL’li olmas: gelismekte olan iilkelerden yapilan
bir ¢ok raporla uyumlu olarak bulundu. Bu oran GSBL’li suglarin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemler hari¢ PB-laktam antibiyotiklerin
kullanilmasimin anlamsiz olacagim gostermektedir. B-laktam antibiyotikler
haricinde aminoglikozid, tetrasiklin ve trimetoprim/siilfometoksazol gibi
antibiyotiklerin, sikhkla paylasilan ve evoliisyona ugrayan GSBL genleri
kodlayan plazmidlerde tasinmasi klinikte sik kullamilan antibiyotiklere karst

direncin kisa zamanda artabilecegi haberini verdigi kanisina vanldi.

11.GSBL iireten suslann tasidif1 plazmidlerin molekiiler epidemiolojik analizine

gore hastanemizdeki pediatri ile ilgili servisler ve yogun bakimlarinda TEM ve
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SHYV tiirevi enzim lireten suslarda bu enzimleri kodlayan epidemik plazmidlerin
bir epidemiye yol agtif1 goriilmektedir. Konjugatif plazmidlerin hastane dis1 ve
hastane i¢i enfeksiyon etkenlerinden izole edilmesi bu plazmidlerin akraba ve
yakin tiirler arasinda hizla yayildigim ve paylagildifimi gostermektedir. Ayrica
hastane iiniteleri arasinda bu plazmidleri iceren tiirlerin hastadan hastaya
bulagtinldifs kamisina vanldi. Bu suslarin bulagmasina primer olarak hasta
bakici, hemgire ve - klinisyen gibi hastane personellerinin elleri araciik
edebileceginden dolay1, personelin 6zellikle el temizliinde ¢ok hassas olunmasi

Onerilebilir.

12.Hastanemiz ve yurdumuzdaki yatakh {iniversite ile genel hastanelerde
nozokomiyal enfeksiyonlardan izole edilen ¢oklu ilag direncine sahip, GSBL’li
biitiin enterobakterilerin her yil molekiiler yontemlerle takip edilmesinin, bu
suslarin etken oldugu enfeksiyon hastaliklarinin kontrol altinda tutulmasi igin
alinacak dnlemlere yonelik ¢alismalara bilgi zemini olusturacag, ayrica rasyonel
antibiyotik kullanimi ve gereksiz antibiyotik tiiketiminin engellenmesine yonelik
calismalarin direng evoliisyonunu azaltacagi ve dolayisiyla etkili tedavinin

basarilmasiyla iilkede is ve ekonomik kaybin engellenecegi diisiiniildii.

13.Bu ¢alismada epidemik ve nonepidemik plazmidlerin ¢ofunun hem TEM hem
de SHV-tiirevi GSBL kodladig1 bulundu. Suslann iirettifi TEM ve SHV tiirevi
enzimlerin izoelektrik noktalarinin tespiti yapilarak tiplendirilmesi, boylece
dominant GSBL tiplerinin belirlenmesi ve bu ¢alismalann iilke ¢apinda devamh

olarak monitérize edilmesi dnerilebilir.

14. Hastanemizdeki salginlarda dominant olarak rastlanan GSBL mutasyonlarin
belirlemek icin tam enzim genlerini icine alan primerler dizayn edilerek gen

iiriinlerinin sekans analizleri yapilmalidir.
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15.Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), ERIC-PCR ve AP-PCR gibi genomik
yontemlerin de bu gibi molekiiler epidemiolojik ¢aligmalara eklenerek
hastanemizde ve iilke capindaki difer hastanelerde salginlara yol agabilecek
biitiin patojenlerin akrabaliklanimin tespit edilmesi, bdylece salginlarin

orijinlerinin belirlenerek kisa zamanda 6nlem alinmasi 6nerilebilir.

16.Kullammdaki yatak sayis1 492 olan hastanemizin biitiin boliimlerinde yatan
hastalarda 01.01.2000 ile 31.12.2000 arasindaki 1 yil siire iginde tedavi ve
profilaksi amaciyla toplam olarak 19.4 kg inhibitorlii B-laktamlar, 31.6 kg genis-
spektrumlu sefalosporinler ve 0,36 kg aztreonam kullamlmistir. Direng
genlerinin evoliisyonuna ve tiirler arasi yayilmasina neden olabilecek bu ortamin
minimuma indirilmesinin, rasyonel antibiyotik kullammyla ve gereksiz

antibiyotik kullaniminin engellenmesiyle basanlabilir.



7. 0ZET

Bu c¢ahismada KTU, Farabi Hastanesinde poliklinik ve yatan hastalarin gesitli
klinik oOrneklerinden iki ay boyunca izole edilen 133 ampisilin direngli
Enterobacteriaceae familyas: iiyelerinde TEM ve SHV tipi B-laktamaz enzimleri
kodlayan plazmidlerin molekiiler epidemiolojisi aragtirilda.

Ampisilin direngli 133 susun 26’sinda (% 19.54) ve bu suslarn
transkonjugantlarinda  genislemis-spektrumlu ~ P-laktamazlar  tespit edildi.
Konjugasyon deneylerinde 9 E. coli ve Klebsiella spp. ve 2 E. aerogenes’in, 6.7 ile
93.1 kb arasindaki GSBL kodlayan plazmidlerini E. coli K-12 J53-2 laboratuar
susuna 10 ile 10® frekans arasinda transfer ettigi belirlendi. B-laktamlar disinda
aminoglikozid, tetrasiklin ve trimetoprim/siilfometaksazol gibi antibiyotiklere
direngli transkonjugantlarin hiicre lizatlarina uygulanan blatgy ve blagyy-spesifik
PCR sonuglarina gore % 30 SHV, % 55 TEM ve SHV ve % 15 ne TEM ne de SHV-
tiirevi gen tespit edildi. Sadece TEM tiirevi gene rastlanmadi.

GSBL kodlayan plazmid DNA’lanimn EcoRI restriksiyon analizi ve blargy ve
blagyy problariyla yapilan Southern hibridizasyon sonuglarina gore A, B, C, D ve E
olmak iizere S grup epidemik plazmid, F, G, H, I, J, K ve L olmak iizere 7 grup
nonepidemik plazmid grubu belirlendi. PCR reaksiyonlar ile uyumlu olarak blaygym
ve blaggy problan aym plazmid gruplarinda aymi restriksiyon fragmanlarina
hibridize oldular.

Bu calismadaki epidemik plazmidler hastanemizin farkli iinitelerindeki farkli
hastalarin enfeksiyon etkenlerinden izole edildiklerinden dolayi, hastanemizdeki
enterik bakteriler arasinda hem TEM ve SHV genlerine sahip konjugatif plazmid
epidemileri oldugu sonucuna vanldi.

GSBL’li suglarin hastadan hastaya bulasmasina aracilik eden personelin ellerinin
temizlifinde daha hassas olmasi ve GSBL iireten ¢oklu ilag direngli bakterilerin
takibi icin yurt ¢apinda molekiiler epidemiolojik ¢alismalann arttirilmas1 gerektigi
kanisina vanldi. Daha da Onemlisi, bu problemin kontrol altinda tutulmasi acilen
iilke capinda gereksiz antibiyotik kullamminin engellenmesine ihtiyag
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae, GSBL, TEM ve SHV.



8. SUMMARY

Molecular epidemiology of the plasmids encoding TEM or SHV-types of f-
lactamase enzymes in 133 of ampicillin resistant members of Enterobacteriaceae
family isolated from various clinical materials obtained from both outpatients and
inpatients into two months in Farabi Hospital of Karadeniz Technical University was
investigated in this study.

Among ampicillin resistant strains, it was determined that 26 isolates (19.54 %)
and their transconjugants produced extended-spectrum p-lactamases (ESBL). In
conjugation experiments, 9 E. coli, 9 Klebsiella spp. and 2 E. aerogenes isolates were
detected to transfer their ESBL-encoding plasmids, ranging from 6.7 to 93.1 kb in
molecular size, to a susceptible laboratory strain of E. coli J53-2. According to the
results of blargy and blagyy-specific PCRs, among 20 transconjugants encoding
resistance of aminoglycoside, tetracycline and trimethoprim/sulfomethaxazole other
than P-lactam resistance, 30 % had SHV, 55 % had both TEM and SHV, and 15 %
had non-TEM or non-SHV-derived genes. Only TEM-derived genes were not
determined. According to the analysis of plasmids digested with EcoRI restriction
enzyme and the results from Southern hybridization assays using blargy and blagyy
probes, conjugative plasmids were grouped as epidemic (A, B, C, D and E groups)
and non-epidemic (F, G, H, I, J, K and L groups). blargy and blasyy probes
hybridized to the same restriction fragments in the same groups of plasmids.

Because the epidemic plasmids in this study were isolated from the enterobacteria
which were the infectious agents of different patients in various units of our hospital,
it was concluded that there were the epidemics of various conjugative plasmids with
both TEM and SHV-derived ESBLs among enterobacteria in our hospital.

It would be suggested that the hygiene of the hands be considered important by
our hospital personels, and also it is urgent that such molecular epidemiological
studies be spread around the country in order to moniterize ESBL-producing
organisms with multiple-drug resistance. More importantly, control of this problem
urgently requires coordinating antibiotic use strategies including the limitation of
unnecessary antibiotic use around the country.

Key Words: Enterobacteriaceae, ESBL, TEM and SHV.
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