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1. GIRIS

Insanlik tarihi kadar eski olan enfeksiyon hastaliklari, hastalar tedavi edebilmek ve kontrol
altina alabilmek i¢in verilen miicadelede insanlik tarihi kadar eskidir. Enterobacteriaceae ailesine
ait bakteriler, ¢evre, insan ve bir¢ok hayvanin normal bagirsak florasinda, {inya genelinde,
bulunan ¢ok yaygin mikroorganizmalardir. Bu bakteriler insanda tiim bakteriyemilerin yaklasik
licte birinden, idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE)’nin %70’den ve birgok enfeksiyonu igeren

cesitli hastaliklara neden olur (Pfaller, 2016).

Antibiyotiklere kars1 direng tiim diinyada son yillarda giderek artan bir problem olmaya
baslamistir (Akova, 2004).

Beta-laktamaz enzimleri antibiyotikleri pargalayarak inaktif hale getirir. Basta
Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri olmak iizere bircok bakteri tiirliniin 6nemli direng
mekanizmalarindan birisidir. Guinimuzde 470’den fazla TEM, SHV, OXA vb. beta-laktamaz
enzimi tanimlanmis ve bu enzimlerin 200 den fazlasi genislemis spektrumlu beta-laktamaz

(GSBL) 6zelligindedir (Bradford, 2001; Bush, 2001).

GSBL’ler penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlar hidrolizini gergelestirir ancak
sefamisin ve karbapenemlere etkili degildirler. Ayn1 zamanda Betalaktaz inhibitorii tarafindan

inhibe edilebilen enzimlerdir (Khanfar ve ark., 2009).

Bu c¢alismada Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesinde ¢esitli kliniklerde yatarak ve ayakta takip edilen hastalara ait Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik orneklerin idrar, apse, kan, abdominal, mayi,
periton mayi, endotrakelaspirat (ETA) ve bronkoalvoeler lavaj (BAL) kiiltiirlerinden izole edilen
GSBL iireten 150 Enterobacteriaceae izolatt 125 E. coli ve 25 Klebsiella spp. suslarinda

Genislemis Spektrumlu B-laktamazlarin 3 farkli yontemle arastirilmasi amaglanmastir.



1.1. Escherichia coli nin Genel Ozellikleri

Escherichia coli, klinik orneklerden en sik izole edilen Escherichia cinsinin en 6nemli
iiyesidir. Bu mikroorganizmanin iliskili oldugu hastaliklar; gastroenterit, idrar yolu infeksiyonu,
menenjit ve sepsis seklindedir. Ancak bazi serotiplerin (O157 H7 en ¢ok hemorajik kolit ile

iliskilidir) virulans1 digerlerine gore fazladir (Doyle, 1984).

E. coli, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde yogun olarak bulunan normal flora
tiyesidir. E. coli ile konak arasinda uyumlu bir iligki oldugundan normalde hastaliga neden olmaz.
Yalniz, farkli bir doku veya organa ya da baska bir konak organizmanin bagirsagina gecmesi ile
enfeksiyona sebep olabilir,. Bu enfeksiyonlar arasinda baslica gastroenterit olmakla beraber idrar

yolu enfeksiyonlar1, menenjit, peritonit, septisemi ve pnomoni de sayilabilir (Vila ve ark., 2016).

E. coli, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, 1,1-1,5x2-6 um, peritratik flegellasi ile
hareketli, gram negatif basildir. Bazi virulan tiirleri kamstil olusturark kati besiyerin M tipi koloni

olusturur (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Optimum iireme sicakligi 37°C olup 7-46°C’ler arasinda iireyebilmektedir. 4,4 ile 9 pH
araliginda canliligint siirdiirebilmektedir. Genetik olarak Shigella ile benzerlik gosterir. E. coli
basta glukoz ve laktoz ile pek ¢ok sekeri fermentasyon yetenegi ve diger biyokimyasal testlerle

diger Enterobacteriacae iiyelerinden ayrilmaktadir (Bell ve Kyriakides, 2002).

O (somatik), H (kirpik), K (kapsiil) antijenleri bulunmaktadir. O antijenleri, lipopolisakkarit
tabakanin polisakkarit kisminda bulunurlar. Isitya dayaniklidir ve ¢ogu gram negatif basilin
serolojik tiplerinin belirlenmesinde kullanilir. H antijeni, E. coli’de oldugu gibi birgok
Enterobacteriaceae iiyesinde hareketten sorumlu flagella yapisinda bulunur. K antijenleri,

genellikle kapsiille, daha az siklikta ise fimbriyalarla iliskilidir (Baron ve ark., 2004).

E. coli’nin O, H ve K antijenleri basta olmak iizere diger yiizey antijenleri Citrobacter,
Providencia, Salmonella, Shigella, Yersinia cinsleriyle ortak antijenik benzerlikler vardir. Bu
yiizden O antijenleriyle ¢apraz reaksiyonlar goriilebilir. 50 den fazla H antijeni ve yaklasik 170 O
antijeni tanmimlanmistir. Enterobacteriaceae’lerin  bircok {iyesinde oldugu gibi E. coli

bakterilerinin de fimbrialar1 bulunmaktadir (Ongen, 2008; Abbott ve ark., 2003).


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0drar_yolu_enfeksiyonlar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0drar_yolu_enfeksiyonlar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Menenjit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Peritonit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Septisemi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Pn%C3%B6moni

E. colinin gastroenterite sebep olan bes biiyilk grubu virulans o6zelliklerine gore
smiflandirilir; enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E.
coli (EIEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), enterohemorajik E. coli (EHEC) [ayn1 zamanda
shiga toksin-iireten E. coli (STEC) ya da vero toksin-iireten E. coli (VTEC) olarak isimlendirilir].

Cesitli mekanizmalar kullanarak hastaliga neden olurlar (Ryan ve Ray, 2004).

Farkli serotip ve patojenik mekanizmalara sahip E. coli suslari bagirsak infeksiyonlarina
yol acar. Bagirsakta patojen olarak bulunan E. coli’nin suslari genellikle olarak bes grupta

incelenir.

1)  Enteropatojenik E. coli (EPEC) : Genellikle tropikal iilkelerde yasayan bebeklerde ishale

sebep olmaktadir.

2)  Enterotoksijenik E. coli (ETEC) : Hijyen kosullarinin iyi olmadigi yerlerde goriilmektedir.

Turistlerde ve ¢ocuklarda ishale sebep olmaktadir.

3)  Enteroinvaziv E. coli (EIEC) : Biitiin yas gruplarinda goriilebilmektedir. Shigella dizanterisine

benzeyen ishal etkenidir.

4)  Enterohemorajik E. coli (EHEC) : Hafif seyirli sulu diskidan, ciddi seyirli olan diskida kan

bulunan hemorajik kolite kadar gesitlilik gosterir. Farkli siddetteki infeksiyonlara neden olur.

5)  Enteroagregativ E. coli (EAEC) : Gelismekte olan iilkelerde goriilen ishal etkenidir.

ETEC ve EIEC suslar sadece insanda hastalia neden olmaktadir. Patojenin mekanizmasina
gore ishalin goriinlisii ve isleyisi degiskenlik gdsterebilir. Enteropatojenik ve enterotoksijenik
suslar sulu ishale, enteroinvaziv suslar da kanli mukuslu ishale, enterohemorajik suslar kanli
ishale neden olurlar. EIEC, EPEC ve ETEC’ ten meydana gelen ishal birka¢ giinde kendiliginden
gecer. EHEC ise Shigella dizanterisine benzer ishal meydana getirdigi icin daha ciddi
infeksiyondur. Normalde barsakta yasayan ve patojen olmayan bazi suslar ile E. coli 'nin patojen
olan suglarin bazi 6zellikleri ortaktir. ¢ogunlupu indol pozitiftir, laktoz pozitiftir. Bu suslardan

bazilar1 gogu peritrik kirpikleriyle hareketlidir ve kapsiil olusturur (Ongen, 2008).



1.1.1. Tedavi, Korunma Ve Kontrol

Toplum kaynakl {iriner sistem enfeksiyonlart (USE) nin %75-90’nin sorumlusu E. coli’dir.
Tedavide en sik kullanilan antibiyotikler, trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMZ),
siprofloksasin, fosfomisin, nitrofurantoin, beta-laktam grubu tyeleridir. Ancak siirekli artan
diren¢ oranlar1 sebebiyle tedavi segenekleri Idukc¢a azalmaktadir. Amerika enfeksiyon
Hastaliklar1 Dernegi’nin USE tedavi rehberinde TMP-SMZ’nin direng prevelansinin %10-20’den
diisiik oldugu bolgelerde ampirik tedavi i¢in kullanilabilecegi bildirilmektedir. USE tedavisinde
yer verilen diger bir secenek ila¢ ise kinolon grubudur. Ancak yaygin kullanimlarinin
bakterilerdeki kinolon diren¢ oranlarii arttirdigini ve normal florayr yok ederek C. difficile
enfeksiyonuna neden oldugu bilinmektedir. Basit iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde
nitrofurantoin veya fosfomisin tedavisi ile oldukea iyi geri doniislerin alindig1 bildirilmektedir

(Panos ve ark., 2006).

Bagirsak florasinda bulunan bir bakteri olmasi nedeniyle E. coli’den korunma zordur.
Bagirsak hastaliklarindan korunmanin en etkin yolu besin ve sularin, se¢imi, hazirlanmasi ve
tilketimi sirasinda hijyenle ilgili gerekli kosullarin saglanmasidir. E. coli enfeksiyonlarina karsi

bagisiklanarak korunma yoktur (Erdem, 1999; Brooks ve ark., 2010; Kayser ve ark., 2005).

1.2. Klebsiella Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Klebsiella cinsi 19. Yiizyilin sonlarinda yasamis olan Alman mikrobiyolog dwin Klebs’ten
admi almistir. Hareketsiz, fakiiltatif anaerop, kapsiilli, 0.7-2.5 X 2.0-5.0 pm boyutlarinda gram
negatif basillerdir (Bilgehan, 2000).

Klinik o6rneklerden en siklikla izole edilen tirii Klebsiella pneumoniae subsp
pneumoniae 'dir. Klebsiella’lar Enterobacteriaceae ailesindeki diger bakteriler gibi oksidaz
negatif bakterilerdir. (Bilgehan, 1996).



Laktoza ve diger sekerlerin ¢ogunu fermte eder. Sitrat Ornitin dekarboksilaz, Voges-
Proskauer (VP), iireaz, lizin dekarboksilaz, malonat pozitif, H,S, Deoksiriboniikleaz (DNAse)
negatiftir. Kati besiyerinde polisakkarit kapsiili bulundugu icin M tipi mukoid koloniler
olusturur. Pollisakkarit kapsiiliiniin 70 e yakin antijenik tipi vardir. Klebsiella’larda Kapsiil (K)
antijenine gore tiplendirme somatik (O) antijen tiplendirilmesinde daha anlamlidir.
Klebsiella’larda kapsiil en onemli virulans faktorlerdendir. Kapsiil; antijenik epitoplarin ortaya
cikmasini  Onleyerek kompleman aracili opsonizasyondan ve I6kositlerin fagositozitik
aktivitesinden korunmayi saglar. K. pneumoniae’nin iiriner sisteme kolonizasyonunda kapsiiliin
rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle konak hiicrelere tutunmasim saglayan tip-1 fimbriya
olustururlar (Abbot 2009; Ongen, 2008).

Kat1 besiyerlerindeki kolonileri tipik mukoid nitelikle, biiyiik, sarimtirak gri renkte ve M
tipi kolonilerdir ancak uygunsuz kosullarda S ve R tipi kolonilere doniisebilirler (Bilgehan, 2000;
Brisse ve ark., 20006).

En iyi kapsiillenme glikozlu besiyerlerinde goriiliir. Klebsiella’lar 1siya dayaniksizdirlar ve
nemli ortamda 55°C’de yarim saatte oOliirler. Ancak kuruluga karsi direnglidirler. Oda 1sisinda

haftalarca, 4°C’de ise aylarca saklanabilirler (Tiinger ve ark., 2005; Bilgehan, 2000).

K. pneumoniae, insan sagligi agisindan ¢ok onemli olan nozokomiyal, iist solunum yolu,
iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarinin olusmasinda rol alan firsat¢1 patojendir. Sporadik sekilde
gelisirler. K. pneumoniae, iiriner sistem ve nozokomiyal enfeksiyonlara siklikla neden olan
bakteriler siralamasinda E. coli *den sonra ikinci siradadir (Bilgehan, 2000; Jacoby ve ark., 1997;
Aladag ve Durak, 2007).

Firsatci1 enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilebilir. Tipik lober pnémoni, {ist solunum yolu
sisteminde ¢ogalan bakterilerin alt solunum yoluna ge¢mesiyle olusur. Hastalik akut sekilde
baglar. Akcigerleri tahrip edici ciddi seyirlidir. Antibiyotikleri ¢ok ve sik kullanan hastalarda
goriiliir. Gelisen hastalik; nekrotik, inflamatuvar ve hemorajik yapidadir, olusan balgam kanli ve
jolemsi goriiniimdedir ve plevraya gecme olasilifi yliksektir. Birgok hastada bakteriyemiye de
neden olmaktadir. Ayrica bronkopndmoni, bronsit, abse olusumu, ampiyem, plorezi gibi klinik

tablolara neden olabilir (Clock ve ark., 2013).



Ozellikle immiin sistemi baskilanmis, alkolik, diabetes mellitus, KOAHN, kisiler risk
altindadir. Bu grup hastalarda 6lim orani da yiiksektir. Pndmoni olgularindan sorumlu K1, K3,

K4 ve K5 antijenine sahip suslar siklikla izole edilmektedir (Koneman ve ark., 1997).

Klebsiella’nin diger tiirleri daha az oranda hastane enfeksiyonundan sorumludur K. oxytoca
ozellikle prematiire bebeklerde ve yenidogan yogun bakim fiinitelerinde, neonatal bakteriyemi ve
sepsisli tablolar1 olusturmaktadir. K. rhinoscleromatis iist solunum yolu enfeksiyonlari ile
iligkilidir. Rinoskleroma, burunun ve iist solunum yolu mukozasinda kronik graniilomatoz
enfenksiyonu olusturur kronik atrofik rinit “ozena” neden olur. K. ozaenae, burun mukozasinin
ilerleyici atrofisi ile iliskilidir. Bir ¢esit. K. planticola ve K. terrigena dogada olduk¢a yaygin
olarak bulunurlar. K. ornithinolitica ve K. planticola, insan idrar, kan, solunum yolu sekresyonu
gibi klinik 6rneklerden izole edilmistir (Erdem, 1999; Medscape, 2013).

Bu susglarin beta-laktam grubu antibiyotikler ve kinolonlar disinda diger antibiyotiklere
karsida artan oranda direng gelistirebilmeleri sorunun boyutunu daha da arttirmaktadir. Burada

sorumlu tutulan direng mekanizmalar1 arasinda en 6nemlisi GSBL enzimleridir (Pais ve ark.
2002).

1.2.1. Tedavi

K. pneumoniae antibiyotiklere ¢ok direngli bir bakteridir. Aminoglikozidleri modifiye eden
enzimler, 6zellikle hastane kaynakli izole edilen suslarinda siktir ve bunun sonucu gentamisin,
tobramisin, hatta amikasine yiiksek oranda direng gelisimi go6zlenir. beta-laktam grubu
antibiyotikler ile karbapenemler ve kinolonlara direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarinda ciddi
tedavi sorunlar1 olusturabilmektedir. Burada sorumlu tutulan diren¢ mekanizmalar1 arasinda en

onemlisi GSBL enzimleridir (Pais ve ark., 2002).

Antibiyotikler, bakterilerin metabolizmasini etkileyerek hastalik olusturma yeteneklerini
durduran maddelerdir. Antibiyotikler bakteriler iizerinde bakterisid veya bakteriyostatik etki
gosterirler. Bakteriyostatik etki bakterinin gelismesini veya tiremesini durdururken, bakterisid

etki bakteriyi 6ldiirerek etkinlik gosterir (Kayaalp, 1998).



Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore farkli gruplara ayrilmaktadir (Forbes ve Sahm,
2003).

1. Hiicre duvar sentezi lzeride etkili olanlar: Beta laktamlar, karbapenemler, glikopeptidler,

basitrasin,
2. Hicre zarmim yapisini etkileyenler ve fonksiyonunu bozanlar: Polimiksinler, azoller, daptomisin

3. Nikleik asit sentezini veya fonksiyonunu  bozanlar: Kinolonlar, siilfonamidler ve
trimetoprim, rifampisin

4. Protein sentezini inhibe edenler: Aminoglikozitler, tetrasiklinler, makrolidler, ketolidler
5. Ara metabolitlerin sentezini etkileyenler: Stilfonamidler, nitrofurantoin

Antibiyotikler en ¢ok kullanilan ilaclardir. Antibiyotiklerin yaygin ve yanlis kullanimi
sonucunda direngli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmaktadir (T6reci, 2003; Akova, 2008). Yeni bir
antibiyotigin kullanima girmesinden sonra direngli mikroorganizmalarin ortaya c¢ikmasi ile
antibiyotiklerin etkinlikleride farklilik gozlenmektedir.. Sonug olarak etkinlikleri diizenli olarak

izlenmelidir. (Yao, 2007).

1.3. Direng

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal bir etkenin iiremesini inhibe eden veya Oldiiren

etkisine kars1 koyabilme yetenegidir.

Belirli bir mikroorganizma i¢in bir antibiyotigin minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degeri “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI), veya “European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)’da belirlenen standart MIK degerinden
yiiksek c¢ikmasima antimikrobiyal diren¢ olarak adlandirilir. Yani in vitro ortamda yapilan
antibiyotik duyarlilik testi sonucu ilacin kullanildig1 dozda hasta tedavi edilemez. (Giilay, 1999;
Yiice, 2001; Winn,2006).



1.3.1. Dogal Direng

Antibiyotigin, mikroorganizmada etki gosterecek substrat veya enzimin yoklugunda

etkinlik gosterememesine denir (Ciftci ve Aksoy, 2019).

Mikroorganizmada ilacin hedefi olan yapinin olmamasi veya ilacin yapisal oOzelligi

nedeniyle hedefine ulasamamasidir (Giilay, 1999; Yiice, 2001; Winn,2006).

Bu direng genellikle biyokimyasal ya da yapisal oOzelliklerine baghdir. Ornegin;
sefolosporin gurubu antibiyotiklerin hedefi bakterinin hiicre duvari sentezinin inhibisyonudur,
hiicre duvar1 olmayan bakterler( iiroplazma, mikoplazma vb.) iizerinde etkili degildir (Ciftci ve

Aksoy, 2019).

1.3.2. Kazamlmis Direng

Dogal olarak antibiyotiklere duyarli olan bakterilerin ¢esitli yollarla antibiyotiklerden
etkilenmemelerine denir. Bu diren¢ mekanizmalar1 genellikle biyokimyasal ve genetik olarak
kazanilmaktadir. Biyokimyasal mekanizmalar 4 ana bdliimde incelenmektedir. Bu dort ana
bolim icerisinde ¢ok farli mekanizmalar bulunmaktadir Bir bakteriyel sus, direng
mekanizmalarindan biri ile diren¢ kazanabilecegi gibi, birden ¢ok mekanizmayla da direng
gelistirebilir. Kazanilan diren¢ antibiyotigin dogasina, , bakteri tiirline, hedef bdlgeye,
transpozon ve direng plazmidinin varligina ya da kromozol mutasyonun olup olamamasina gore

degisir (Ciftci ve Aksoy, 2019).

Kazanilmig direncin ortaya ¢ikmasindan fakli mekanizmalar sorumludur. Bu direnci su

sekilde gruplandirabiliriz.(Giilay, 1999; Yiice, 2001; Winn,2006).
1) 1lacin hedefine ulasamamasi (aminoglikozid)
2) llacin bakteri hiicresindeki hedefinin degistirilmesi(vankomisin direnci vb.)
3) ilacin hedefinin disinda yeni bir metabolik yolun kullanimi (penisilinler)

4) Tlag etkinligini gideren enzimlerin iiretimi, (karbapenemler)



Ug veya daha c¢ok antimikrobik (gram negatiflerde sefotaksim, levofloksosin, meropenem,
tikarsilin ya da amikasin) grubuna direnc¢li olan mikroorganizmalar ‘multidrug resistant’ olarak

adlandirilirlar.

1.4. Beta Laktam Antibiyotikler

Beta laktam grubu antibiyotiklerin, Enterobacteriaceae ailesinde tiyelerinin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ©Onemli bir yeri vardir (Topgu, 2008). Beta-laktam grubu
antibiyotikler etkilerini, hiicre duvar sentezinde goérevli olan transpeptidaz ve
karboksipeptidazlar1 inhibe ederek gosterirler (Giilay, 2004). Bakterisid etkili ve toksisiteleri
diisiikk antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibiyotikler 5 grupta incelenmektedir (Leblebicioglu ve
ark., 2008).

1.4.1. Kromozamal Beta Laktamazh Antibiyotikler

Birgok gram negatif bakterilerde kromozom kontroliinde beta laktamazlar sentezlenir.
AmpC beta laktamazlar olarak tanimlanan enzimler bunlardan en énemli olanidir. Bu enzimlerin
sefalosporinleri hidroliz etmesi penisilinlerden daha hizlidir ve Klavulanik asit ve beta laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmemektedir. Normal sartlarda reseptor mekanizma araciligiyla enzim
disiik diizeyde sentezlenirken ortama sefalosporin eklendigin de enzim {iretiminde artis
olabilmektedir. Indiikleyici ortamdan uzaklastifi zaman enzim sentezi normale dénmektedir.
Uciincii  kusak sefalosporinler zayif sekilde kromozamal beta laktamazlar1 indiiklerler.
Dolayisiyla indiiklenebilir beta laktamaz bulunduran gram negatif bakteriler bu antibiyotiklerle
karsilastiklari zaman enzim sentezini arttiramadiklarindan dolayr bu antibiyotikler tarafindan
oldirilirler. Cok miktarda beta laktamaz salgilayan bakteri grubundakiler bu antibiyotikler
tarafindan Oldiiriilememektedirler. Bu antibiyotiklere duyarli olan bakteriler oliirken sadece
direngli olan bakteriler kalir. Bu sebeple enfeksiyonun direngli hale gelmesine neden olurlar

(Colak, 2011).



1.4.2. Plazmid aracili beta laktamazlar

Bush siniflandirmasinda grup 2b’de yer alan ‘Genis Spektrumlu Beta Laktamazlar’ plazmid
kontroliinde bulunan enzimlerin ¢ogunui meydana getirmektedir. Bunlar arasinda genellikle
rastlanan enzimler TEM-1, TEM-2, SHV-1 dir. Bunlar ampisilin, sefalotin, tikarsiline direng
olusturular. Yeni sefalosporinler, monobaktamlara kars1 etkisizdirler ve klavulanik asit,
tazobaktam, sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitorlerine duyarlidirlar. TEM ve SHV kokenli
GSBL’ler kolaylikla yayilabildiklerinden dolayr hastane enfeksiyonlarinda onemli bir sorun
olmaktadir. (Colak, 2011).

1.5. Beta Laktamaz Enzimleri

Beta laktam grubu antibiyotikleri peptidoglikan tabakada hedeflenen bdlgeye
baglanamadan, beta laktam halkasindaki amid baglarin1 pargalayan enzimlerdir (Kfoury ve Araj,

2003).

Spratt, ilk kez 1975’te penisilin baglayan proteinlerin (PBP) beta laktam antibiyotiklerin
hedefinde oldugunu tespit etmistir. PBP’ ler bakteri sitoplazmik membraninda bulunan,
peptidoglikan sentezinde yer alan karboksipeptidaz, transpeptidaz veya glikozil transferaz
enzimleridir. Beta-laktam antibiyotikler bu enzimlere baglanarak, peptidoglikan sentezini inhibe

ederler ve bakteri iiremesini durdurular (Malouin ve Bryan, 1986).

Kromozom, plazmid veya transpozonlarla diren¢ genleri ile kodlanmaktadirlar. Genellikle
siiflandirilmalari:  Ambler siniflandirmasit ve Bush-Jacoby-Medeiros simiflandirma sistemi
AmpC beta laktamazlart Ambler klasifikasyonunda grup C (Bush-Jacoby-Medeiros grupl)’de yer
alan, ¢ogu Gram negatif bakterilerde farkli oranlarda salgilanmaktadirlar (Rice ve ark., 2003).

Ortamda indiikleyici antibiyotik yoklugunda beta laktamaz enzimleri diisiik diizeyde
tiretilmektedir. Ancak indiikleyici bir beta-laktam antibiyotigi varliinda; beta laktamaz {iretimi
gecici olarak artmaktadir. Farkli antibiyotiklerin AmpC indiikleme yetenegi farklilik gosterir.
Ornegin imipenem Ve sefoksitin gii¢lii indiikleyici iken {iiincii kusak sefalosporinler AmpC beta-

laktamazlari i¢in zayif indiikleyicidir (Livermore, 1995; Giilay, 2005).
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Sefalosporinler arasinda, sefepim 6zellikle AmpC beta-laktamazlara karsi en iyi stabilite

gosteren bir ajandir. (Livermore, 1995; Giilay, 2005; Pfaller ve Jones, 2002).

Penisilinaz ilk kez 1940 yillinda Abraham ve Chain tarafindan kesfedilmistir. Glinlimiizde
400’e yakin beta laktamaz enzimi tanimlanmistir ve beta laktamazlarin say1 ve ¢esitlerindeki artis
bu enzimlerin gruplandirilmasini zorunlu hale getirmistir. ilk kez 1973 yilinda Sykes ve
Richmand tarafindan beta-laktamazlar siniflandirilmis lardir. Daha sonra 1976 yilinda Sykes ve

Matthew tarafindan tekrar siniflandirilmistir (Bradford, 2001; Bush, 1989; Giir, 1996).

En ¢ok kullanilan  smiflandirma  ise  Bush-Jacoby-Medeiros ve  Ambler
siniflandirilmalaridir. Ambler, 1980 yilinda Beta-laktamazlar1 molekiiler yapilar incelendiginde

4 kategori altinda toplanmustir.

Smif A, Siif B, Smif C, Simf D siniflari. Bush ve arkadaslari, 1995 yilinda substrat
ozgilligi ve beta-laktamaz inhibitorlerine duyarliliginin temel alarak biyokimyasal 6zelliklerine
gore fenotipik siniflandirma ile tiim enzimleri 4 gruba ayirmislardir. bu gruplarin genel 6zellikleri

asagidaki tablo 1.1.’de goriilmektedir (Bush, 1995).
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Tablo 1. 1. Beta Laktamazlarin Siniflandirilmasi (Bush ve ark., 1995).

Bush ] ) Klavulonik
Tercih Edilen ) .
Jacoby Ambler Asit Ozellikler
) Substrat _
Medeiro s Reaksiyonu
Gram negatif bakterilerde bulunan
1 C Sefalosporinler _ cogunlukla kromozomal, bazen
plazmid kaynakli AmpC enzimleri
o Stafilokok ve enterekoklara ait
2a A Penisilinler +

penisilinazlar

_ Gram negatif bakterilerde bulunan
Sefalosporinler
2b A + genis spektrumlu beta laktamazlar

penisilinler
TEM-1, TEM-2, SHV-1

Penisilinler

Sefalosporinler
2be A + GSBL: Tem-3
Monobaktamlar

Inhibitdre direncli TEM beta

2br A Penisilinler +/-
laktamazlar

2c A Penisilinler +

Penisilinler Kloksasilini hidrolize eden
2d D . +/- )

kloksasilin enzimler OXA-1
2e A Sefalosporinler +

Penisilinler, o

) Karbapenemleri hidrolize eden

2f A Sefalosporinler, +

enzimler
Karbapenemler

Monobaktamlar disindaki beta
Bir¢ok beta laktam,
3 B - laktamazlari hidrolize eden
Karbapenemler
metallo beta laktamazlar

o Diger gruplara dahil edilmeyen
4 Belirtilmemig|Penisilinler -
beta laktamazlar.
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1.5.1. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)

[k kez 1930’Iu yillarin sonlarma dogru Abraham ve Chain tarafindan bir E. coli susunda
penisilini pargalayabilen bir penisilinaz kesfedilmistir. GSBL, oksiimino sefalosporinleri

hidrolize eden, klavulonik asit ilen inhibe olabilen enzimlerdir (Bradford, 2001).

Kirby, 1944 yilinda, S.aureus suslarindan benzer 6zellikte bir enzimin varligin
kanitlamistir. Penisilinin, hasta tedavisinde kullanimasin1 izleyen 20-25 yil boyunca
betalaktamazlarin say1 ve gesitleri oldukg¢a kisitli kalmistir. Ancak, 1978-1980 yillarinda, yeni
beta-laktam antibiyotiklerin (sefamisinler, karbapenemler, monobaktamlar) kullanilmasi ile beta-
laktamaz ¢esitliliginin de arttig1 gézlenmistir Beta-laktam antibiyotiklerin yaygin kullanima,.
1995-2000 yillarinda, grup 1, 2be, 2br, 2d ve 3“deki enzim sayilarinda yaklasik 2 kat artig
gozlenmistir. Penisilin G*yi hidrolizleyen, beta-laktamaz (penisilinaz) plazmid aracili yayilim
gostermekteydi. Gram negatif bakterilerde 1963 yilindan itibaren genis spektrumlu
betalaktamazlar (TEM-1, TEM-2, SHV-1) gozlenmistir. Bu plazmid aracili kodlanan enzimler
temosilin disindaki penisilinler ve 1. kusak sefalosporinler inaktive etmislerdir. Yillar igerisinde,
gram negatif bakteriler beta-laktamazlarint modifiye (enzimin aktif bolgesinde bir veya birkag
aminoasidi degistirerek) ederek, etki spektrumlarini genisletmistir. Bunun sonucunda, ilk GSBL
pozitif sus, K. pneumoniae olarak 1983“de Almanya“dan bildirilmistir (Giilay, 2004; Bradford,
2001).

Birgok bakteri tiiriiniin, 6zellikle de Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere, en 6nemli
diren¢ mekanizmalarinda biri; beta laktamaz enzimi iiretimidir. Glintimiize kadar 400 civarinda
beta laktamaz enzimi ortaya konulmustur ve bunlarin 150’ye yakini genislemis spektrumlu beta
laktamazlardan olusmaktadir. GSBL’ler, Gram negatif ¢omaklarda bulunan, genis spektrumlu
sefalosporinler ve monobaktamlara karsi direngten sorumlu enzimlerdir. GSBL {iretimi ve
bakteriler arasinda hizli bir sekilde yayilmasi son yillarda ciddi problemlere sebep olmaktadir.
GSBL iireten kokenlerle enfeksiyon riski; uzun siire hastanede yatis, kateter uygulamalar1 gibi
cesitli girisimler ve genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklerin kullanimi gibi baz1 faktorlerle

artmaktadir. (Paterson, 2005).

Son yillarda, GSBL’lerin sayilar1 hizla artig gdstermektedir. Yapisal 6zellikler ve evrimsel

gelisimleri acisindan GSBL'ler 9 kategoride siniflandirilmaktadirlar. Bu gruplar TEM, SHV,
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CTX-M, VEB, PER, TLA, GES/IBC, BES ve OXA'dir. Ornegin: Bu enzimlerin ¢ogu aktif
bolgesinde bir serin aminoasidi igerir ve Ambler siniflamasinda A smifindadir. Beta-
laktamazlarin biyokimyasal Ozelliklerinin Oncelikli olarak yer aldigi Bush-Jacoby Medeiros
siiflamasina gore ise genislemis spektrumlu beta laktamazlar 2be, 2e ve 2d gibi alt gruplarinda
yer alir. GSBL’ ler, beta laktamaz inhibitorlerine ( klavulonik asit, tazobaktam ve sulbaktam)
duyarlidirlar. Sefamisin ve karbapenemleri kars1 etkili degildirler (Giilay, 2001; Giir, 2004;
Ambler, 1980).

GSBL saptama ve dogrulama testlerinde; indikator bir sefalosporin (genellikle sefoksitin)
ile bir B-laktamaz inhibitoriintin (genellikle klavulanik asit) arasindaki sinerjinin gdsterilmesi

temeline dayanir (Ozsoy, 2001; Livermore, 2001).
e Cift disk sinerji testi,
¢ Kombine disk difiizyon,
e Mikrodiliisyon yotemi
e Uc boyutlu test
o E-test,
e Otomatize sistemler ve molekiiler teknikler kullanilmaktadir (Bradford, 2001).

GSBL enzimleri sentezleyen bakterilerde bulunan plazmidler ayn1 zamanda pek ¢ok direng
geninide tagimaktadir. Bunun sonucunda; GSBL iireten bakterilerde aminoglikozidler, kinolon,

tetrasiklin ve trimetoprim-siilfometaksazol direnci de bulunabilmektedir (Akova, 2004).

1.6. GSBL Saptama Yontemleri

Duyarlilik testlerinin amact in vitro antibiyotiklere olan direncin belirlenmesidir. GSBL
tireten mikroorganizmalar klinik agidan ¢ok Onemlidir. Direngli mikroorganizmalar yiiksek

morbidite ve mortaliteye sebeb olmaktadir. (Bal, 1997).

14



1.6.1. Tarama testleri

Ucgiincii kusak sefalosporinlere veya aztreonama diren¢c veya azalmis duyarlilik test
edilmektedir. Tarama testlerinde diliisyon veya disk difiizyon yontemleriyle sefotaksim,
seftriakson, aztreonam veya seftazidim kullanilmaktadir. GSBL pozitif suslarda, inhibisyon zonu
daralmas1 veya MIK degerlerinin bellirli sinirlarin iizerindedir. GSBL’lerin substrat tercihleri
farkli oldugu i¢in antibiyogram testlerinde farkli genis spektrumlu beta laktamlarin kullanilmasi

tarama testinin duyarliligini artirir. (Giilay, 2004; CLSI, 2006).

1.6.2. Dogrulama testleri

GSBL varligint dogrulamak i¢in bu enzimlerin klavulanik asid ile inhibisyonundan
yararlanilmaktadir. Disk diflizyonu testi i¢gin 10 pg lik klavulanik asit tek basina ve 30 pg lik
sefotaksim ve seftazidim diskleri ile kullanilabilir. Dogrulama testlerinin prensibi, indikator
sefalosporin ve/veya monobaktam ve klavulanik asit arasindaki sinerjinin gosterilmesi ilkesine

dayanir (CLSI, 2006).

1.6.2.1. Cift Disk Sinerji Testi

Disk difiizyon yontemine dayanir. Bakteri siispansiyonu 0,5 Mc Farland standardi
yogunlugunda hazirlanir ve Mueller Hinton agar plagma ekim yapilir. Plagin ortasina
amoksisilin-klavulonik asit diski (AMC 10+20pg) yerlestirilir. Antibiyotik dikleri arasindaki
uzaklik 20-25 mm olacak sekilde aztreonam (AZT 30pg), sefotaksim (CTX 30pg), seftazidim
(CAZ 30pg) diskleri koyulur. 35-37 °C’de 18-24 saat etiivde inkiibasyona birakilir.
Animikrobiyal ajanlara ait inhibisyon zonlarmin klavulanik asit yoniinde genislemesi veya
diskler arasinda kalan bdlgede inhibisyon alaninin gozlenmesi ile GSBL pozitif (+) olarak
yorumlanir (Bradford, 2011; CLSI, 2011) (Sekil 2.1.) (Giilay, 2004).

GSBL fireten suglarda Amoksisilin-klavulonikasit diski etrafina yerlestirilen seftazidim,

sefepim, sefoksitin, aztreonam inhibisyon zon ¢aplarinin genislemesi (Giilay, 2004).
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1.6.2.2. Kombine disk difiizyon

McFarland 0.5 standart yogunlugundaki bakteri siispansiyonunun yayildigr Mueller hinton
plagina klavulanik asit (10 pg) iceren ve igermeyen seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 pg)
diskleri dikkatlice yerlestirilir. Bir gece 37°C’de inkiibasyonun ardindan, inhibisyon zonlari
Olciilerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri etrafinda yer alan inhibisyon zonu, klavulanik asit
icermeyen disk etrafindaki inhibisyon zonundan > 5 mm daha genis olan izolatlar, GSBL {iretimi

acisindan pozitif olarak kabul edilir (Sekil 2.2)(Giilay, 2004).

Ayni besiyeri lizerine klavulanik asit iceren ve igermeyen sefalosporin diskleri yerlestirilir.
Inhibisyon zonlar1 dlgiilerek karsilastirilir. Inhibitor igeren ve icermeyen diskler arasindaki fark 5

mm’ye esit ya da biiyiik ise GSBL pozitif demektir (NCCLS, 2003; Giir, 2004).

1.6.2.3. Ug boyutlu test

Mikroorganizma agar yiizeyine ekilir daha sonra agar yiizeyinde delik agilir. Yarigin ici
bakterinin de oldugu sivi besiyeri ile doldurulur. Antibiyotik diskleri yariktan 3 mm uzakta
olacak sekilde dizilir. Yaria bakan taraftaki inhibisyon zonunda bozulma, daralma olmasi pozitif

sonug olarak degerlendirilir. Rutin olarak yapilmasi zor bir testtir (Giilay, 2004).

1.6.2.4. E-Test

Sefotaksim, seftazidim, sefotaksim+klavulanik asit ve seftazidim+klavulanik asit iceren E
test stripleri kullanilarak yapilmaktadir. Strip petriye yerlestirilir inkiibasyon sonucunda elips
seklinde zon olusur. Bu zonun stribi kestigi noktada okunan rakam sus icin antibiyotik MIK
degerini verir. MIK degerlerinin birbirleriyle oranlarin 8 kat ve daha fazla ¢ikmasi GSBL

varligini gosterir.
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1.6.2.5. Diger testler
Inhibitérlii agar kullanim

Mueller-Hinton agar i¢ine klavulanik asit eklenir. Genislemis spektrumlu sefalosporinlerin
antibiyotik iceren ve icermeyen Mueller-Hinton agardaki zon caplari karsilagtirilir. Rutin olarak
uygulanmasi zordur. Klinik izolatlarda GSBL varligin1 saptama amactyla kullanilan yontemlerin

avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 1.2°de gosterilmistir (Ceylan, 2015).

Tablo 1. 2. GSBL Varhgimi Saptamak Igin Kullanilan Yéntemlerin  Ustiinliiklerinin
Karsilastirilmasi

Yontem Avantaj Dezavantaj

) GSBL’ler her zaman direncli
CLSI GSBL tarama testleri Uygulama ve yorum kolaylig1

olmayabilir.
Diskler aras1 mesafeler halen
Cift disk sinerji Uygulama ve yorum kolaylig1 _
standart degil.
Uc boyutlu test Uygulama ve yorum kolaylig1 GSBL’ye 0zgiil degildir.
E test Uygulama kolaylig Maliyet yiiksek.
Otomatize sistemler Uygulama kolayligi Karbapenem direngli

o _ Ozgiil TEM varyantlar1 tespit Yeni varyantlar tespit
Oligotiplendirme o ) )
edilebilir. edilememektedir

Uygulama kolay, spesifik
Spesifik niikleotid degisiminin

PCR-RFLP niikleotid degisiklikleri
. saptanmalidir.
saptanabilir.
Altin standart. Yeni enzimler
Niikleotid dizi analizi Uygulama zor, maliyet yiiksek

saptanabilir.
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1.6.3. Biyokimyasal ve Molekiiler yontemler

1.6.3.1. izoelektrik odaklama

Bakteri ekstrelerinin poliakrilamid jelde yiiriitilmesi temeline dayanir. Elektroforez
sonunda Plaktamaz enzimleri izoelektrik noktalarinda (pl) odaklanir ve nitrosefin kullanilarak
goriiniir hale getirilir. izoelektrik odaklama bakterinin ka¢ adet enzim salgiladigini ve/veya
enzimlerin ailesi hakkinda fikir verir. Fakat bu yontem ¢ok sayida enzimi birbirinden ayirmada

yetersiz kalmaktadir (Bradford, 2001; Livermore,1995).

Bakteri ekstrelerinin poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi temeline dayamir. izoelektrik
odaklama bakterinin ka¢ adet enzim salgiladigini ve/veya enzimlerin i¢cinde bulundugu grubu
hakkinda bilgi verir. Bu yontemin dezavantaji ise ¢ok sayida enzimi birbirinden ayirmada

yetersiz olusudur (Goker, 2007; Livermore, 1995; Bradford, 2001).

1.6.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ozellikle gruba spesifik primerlerle CTX-M tipi GSBL’lerin saptanmasinda yararlidir
(Pitout ve ark., 2004).

1.6.3.3. Gen dizi analizi

Spesifik primerlerle (TEM, SHV, OXA vb) PZR sonrasi elde edilen {iiriiniin gen dizisi
cikarilir ¢ikarilan bu diziler gen bankasinda kayitli olan dizilerle karsilastirilir. Sonugta dizinin
bilinen bir enzimi yoksa yeni bir GSBL mi kodladigi anlasilmaktadir (Moland ve ark, 2008;
Drieux ve ark., 2008).
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1.6.3.4. DNA Dizi Analizi

Bu yontemle farkli enzim tipleri ve mutasyonlar saptanabilir. GSBL tanimlanmasinda "altin
standart" kabul edilir.80 Spesifik primerlerle PZR sonrasi elde edilen {irliniin gen dizisi ¢ikarilir
ve bu dizi Gen Bankasi’nda kayitli bulunan dizilerle karsilastirilarak, dizinin bilinen bir enzimi
mi, yoksa yeni bir GSBL enziminimi kodladig1 ortaya ¢ikarilir. (Drieux ve ark., 2008; Fluit ve
ark.,2001; Moland ve ark., 2008).

1.6.3.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP; Restriction Fragment

Length Polymorphism)

Bu yontemde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucunda elde edilen iiriinler restriksiyon
enzimleriyle kesilir ve elde edilen fragmanlar elektroforezle birbirinden ayrilir (Arlet ve ark.,
1995)

1.6.3.6. Oligotipleme

Nokta mutasyonlarini saptayan problarla yapilir (Mabilat ve ark., 1990).

2.7. Beta Laktamaz inhibitorleri

Klinikte ¢esitli beta-laktam antbiyotiklerle kombine halde kullanilan (klavulonik asit ve

sulbaktan, tazobaktam) beta-laktamaz inhibitorii mevcuttur.

Tek baslarma kullanildiklarinda antibakteriyel etkinlikleri yoktur. Etkilerini beta-
laktamazin aktif bolgesine baglanarak gosterirler. Baglanma sonucu enzim tarafindan inhibitor
parcalanir ve “intihar inhibitorleri” olarak adlandirilir. Kimyasal reaksiyonu sonucunda ortaya
cikan reaktif gruplar (enzim ve inhibitdr ) arasinda kovalen bir bag olusur. Tepkime sonucu yap1

geri doniisiimsiiz (irreversible) olup, bu sayede beta-laktamaz inaktif hale gelir (Bush ve ark.,
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1990).

Inhibitorler tiim beta-laktamazlar iizerine ayni etkiyi

laktamaz inhibitdrlerinin etki spektrumlar1 goriilmektedir.

Tablo 1. 3. Beta-laktamaz Inhibitdrlerinin Etki Spektrumlari.

gostermezler. Tablo 1.3.’de beta-

Beta-laktamaz tipi

Inhibitor Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Klavulanik asid - ++ - -
Sulbaktam +/- + - -
Tazobaktam +/- ++ - -

Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonunun etkili olmasinda dort faktérn
etkilidir (Livermore, 1987).

a)
b)
c)
d)

(@)

Inhibitdriin enzim olan afinitesi

Beta-laktamazin kombinasyon i¢indeki bela-laktama afinitesi
Bakterinin salgiladig beta-laktamazin miktari

Gram negatif bakteri dig membraninin inhibitére permeabilitesi

ve (d)’deki artis (b) ve (c)’deki azalis beta-laktam/inhibitér kombinasyonunu o

bakteri tiiriinde kars1 etkinligini artirir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Tablo 2. 1. E. coli ve Klebsiella pneumoniae Suslarinin Izole Edildigi Klinik Ornekler

Ornek Tiirii

Izolat Idrar Yara Kan Diger Toplam
E. coli (125) 90 20 2 13 125
K. pneumoniae (25) 14 3 5 3 25
Toplam (150) 104 23 7 16 150
Tablo 2. 2. Izolatlarm Kliniklere Gére Dagilimi

) E. coli K. pneumoniae Toplam

Izolat
Servis Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
Yogun Bakim |27 21,60% |3 12,00% 30 20,00%
Poliklinik 48 38,40% |15 60,00% 63 42,00%
Klinik 50 40,00% |7 28,00% 57 38,00%
Toplam 125 100,00% |25 100,00% 150 100,00%
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15.10.2015 -15.10.2018 tarihleri arasinda Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde gesitli kliniklerde yatarak ve ayakta takip edilen
hastalara ait Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina gonderilen klinik &rneklerin
idrar, apse, kan, abdominal, mayi, periton mayi, endotrakel aspirat (ETA) ve bronkoalvoeler lavaj
(BAL) kiiltiirlerinden izole edilen 150 Enterobacteriaceae izolat1 125 E. coli 25 K. pneumoniae
caligmaya dahil edildi 125 E. coli ve 25 K. pneumoniae olan toplam 150 idrar izolati ile

caligilmistir.

Izolatlar antibiyotik duyarlilik sonucuna gére GSBL olusturma ihtimali olanlar arasmdan
secilmistir. Suslar tek koloni pasaji yapilarak kanl agarda tiredikten sonra %20 gliserol igeren
Luria-Bertani (LB) sivi besiyerine inokiile edilerek -80°C’de saklandi. Ependorf igerisinden
swap/0ze ile alinan materyal zenginlestirilmis besiyerine alindi ve numaralandirildi (EC, KP).
35-37°C’de 24 saat aerop Etiiv de inkiibe edildi. Daha sonra elde edilen izolatlar EMB Agara
ekimi yapilarak inkiibe edildi ve izolatlar ¢alismamizda kullanilmak iizere (Kombine Disk
Yontemi, Cift Disk Sinerji Yontemi, U¢ Boyutlu Test Yontemi) Miiller-Hilton Agara ekimi
yapildi. Plaklar inkiibe edildi ve sonuglar gozlendi. izolatlar simiflandirilarak kayit edildi ve Tablo
2.1. ve 2.2.°de gosterildi.

Klinik 6rneklerden izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin cins ve

tiir adinin tantmlanmasi i¢in asagidaki testler yapilmastir.

2.2. Orneklerin Analize Hazirlanmasinda Kullanilan Besiyerleri

2.2.1. Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437)

In vitro yapilan mikrobiyolojik ¢aligmalarda, agar difiizyon testi ile klinik olarak 6nem arz
eden patojenlerin, antibiyotik ve sulfonamitlere karsi duyarligin1 belirlemek i¢in kullanilan kati

besiyeridir.
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Bilesim Mikt

Meat infusion 2,0
Casein hydrolysate 17,5
Nisasta 15
Agar-agar 13,0

2.2.2.EMB Agar (Merck 1.01347)

Bilesim Mikt
Peptonlar 10,0
K2HPO4 2,0
Lactoz 5,0
Siikroz 5,0
Eosin Y sarimsi 0,4
Metilen Mavisi 0,07
Agar agar 135

Dehidre besiyeri 36,0 g/L olacak sekilde damitilmis su ic¢inde 1sitilarak eritilir. Otoklavda
sterilize edilir ve 45-50 °C'ye kadar sogutularak steril petri kaplarina 12,5 mL olacak sekilde
dokdiliir. Hazirlanmis olan besiyeri berrak ve kirmizimsi-kahve, menekse-kahverenginde olup, 25
°C'de pH" 7,1£0,2'dir.
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2.2.3.Nutrient Agar (NA) Besiyeri (Merck 1.05450)

In vitro olarak yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde genel kati besiyeri olarak

kullanilir.

Bilesim Mikt
Etten elde edilen pepton 5,0
Et 6zl 3,0
Agar-agar 12,0

Dehidre besiyeri 20,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilir. Otoklavda 121
°C'de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50 °C'ye kadar soutularak steril Petri kaplarina 12,5 mL
olacak sekilde dokiiliir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkte olup, 25 °C'de pH"1

7,0+0,2'dir. (Link, 3).

2.2.4.Ure Agar Besiyeri (Merck 1.08492)

In vitro olarak standart mikrobiyolojik analizlerde {iire testi ile mikroorganizma

tanimlanmasinda kullanilan kat1 besiyeridir.

Bilesim Mikt
Etten elde edilen pepton 1,0
D(+) Glikoz 1,0
NaCl 50
KH2PO4 2,0
Fenol Kirmizisi 0,01
Agar-agar 12,0
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Ure, iireaz enzimi ile karbondioksit ve amonyaga parcalanir. Olusan amonyak pH’1
yiikseltir ve sonucta pH indikatorii araciligi ile renk kirmizidan sari-pembeye doner. Besiyerinin
yiizeyine yogun bir sekilde siirme yapilir. Inkiibasyon siiresi 35 °C'de 5-48 saattir. Enzim
aktivitesine ve asilama yogunluguna bagli olarak pozitif sonuglar 5 saat sonunda alinabilir. Bu
test i¢in 1 tiipiin asilanmadan kontrol olarak birakilmasi, 1 tiipiin Proteus spp ile (pozitif kontrol)

ve 1 tlipiin de E. coli (negatif kontrol) ile asilanmasi 6nerilir (Link, 4).

2.3. E.coli ve Klebsiella spp. identifikasyonunda Kullanilan Testler ve Besiyerleri

2.3.1.Gram Boyama

Mikrobiyolojide en sik kullanilan boyama yontemidir ve mikroorganizmalarin % 95 den
fazlas1 gram ile boyana bilmektedir. Mikroorganizmalarin smiflandirma ve tanimlanmasinda
ipucu vermektedir. Numune temiz bir lamin {izerine yayilir ve kurutulur. Daha sonra boyama
islemine gegilir. Ilk olarak bir kimyasa veya ates yardimi ile numune lam iizerine tespit edilir.
Sonra ilk boya olan Kristal violet (veya metil violet) solusyonu ile 1-2 dakika boyanir ve boya
islem sonunda boya dokiiliir ve su ile lam yikanir. 2. asamada ise lugol solusyonu konarak 1-2
dakika beklenir ve Lugol solusyonu dokiiliir, ardindan yikama islemi gerceklestirilir. 3. Asamada
dekolarizasyon agsamasidir Alkol ve aseton 15-30 saniye lam iizerinde bekletilir ve yikama islemi
uygulanir. 4. Ve son asamada Safranin (veya eosin, sulu fuchsin) ile 30-60 saniye boyanir ve
yikama islemi gergeklestirilir. Kurutma kagidinda veya havada kurutulur. Mikroskopta Mavi-Mor
goriilen mikroorganizmalar gram pozitif, pembe kirmizi goriilenler ise gram negatif olarak

degerlendirilirler.
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Tablo 2. 3. E. coli ve K. pneumoniae Bakterileri I¢in IMVIC Test Sonuglar1

Indol Metil red Voges- Proskauer Sitrat

E. coli + +

K. pneumoniae - - + +

Tablo 2. 4. E. coli ve K. pneumoniae Bakterilerinin Mio Besiyerindeki Tepkimeleri

Hareket Ornitin dekarboksilaz

E. coli + +

K. pneumoniae

2.3.2 indol Testi

Indol testi, mikroorganizmalarin triptofan1 (aminoasit) ayristirarak indol meydana
getirebilme yetenegini belirlemede kullanilir. Mikroorganizmalar triptofan bulunan sivi besi
yerine veya peptonlu siviya ekilerek 37 °C de yaklasik 2 giin inkubasyona birakilir. Kiiltiirlerin
iizerine 0.5 ml Kovak’s indol ayiraci ilave edilir ve iyice karistirilir. Tiiplerin iist tarafinda 1-2
dakika i¢inde kirmizi halkanin goériilmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. Sarimsit halka

goriilmesi indolun olusmadigini gosterir ve negatif olarak degerlendirilir (Link, 5).

2.3.3. Sitrat Testi

Test yapilacak saf kiiltiirler steril fizyolojik su ile biraz sulandirildiktan sonra Simmons
Sitrat besiyerlerine ekim islemi yapilir. Tiipler 2-7 giin 37 °C’de inkubasyonda birakilir.

Inkubasyon siiresi sonunda Simmons sitrat besiyerinde, hicbir iiremenin olmamasi ve ortamin
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yesil rengini korumasi negatif reaksiyon olarak degerlendirilirken, ekim hatt1 boyunca iireme
meydana gelmesi ile birlikte koyu mavi rengin olugsmasi da pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilir.(Link,6).

2.3.4. Metil Red Testi (MR)

Metil red testi, glikozun fermentatif olarak metobolize olmasi sonucu besiyerinde organik
asitlerin meydana geledigini ve pH degerinin diistiglinii ortaya koymak icin yapilir. Test,
mikroorganizma cinslerinin E. coli, Enterobacter ve tiirlerinin ayrilmasinda kullanilir. Metil

kirmizisi solusyonu pH 6.0 da sar1 renk ve pH 4.4 den asagida kirmizi renk gosterir.

Uremis olan kiiltiirlerden, besiyerlerine ekim yapilir. Tiipler 37 °C de 2-7 giin inkubasyona
birakilir. Metil kirmizisi solusyonunundan besiyeri iizerine 4-5 damla damlatilir ve iyice
karigtirilir. Metil red solusyonu besiyerine damlatildiktan sonra iistte kirmizi-pembe renkli bir
halkanin olugsmasi1 pozitif olarak kabul edilirken iist tarafta sari bir halka goriilmesi negatif

reaksion olarak kabul edilir (Link, 7).

2.3.5. Voges-Proskauer (VP) Testi

Bu test, bazi mikroorganizmalarin glikozu fermente ederek, ndtral bir {iriin olan
asetilmetilkarbinol'n meydana getirme yetene8inin tayininde kullanilir. Bakterilerin
identifikasyonunda kullanmilir. Glikoz ilk olarak piriivik asite metabolize olur. Piriivik asidin
ayrigmasi, bakterilerin tiirlerine gore aerobik veya anaerobik yolla gerceklesir. Glikozun
fermentasyonu sonucunda acetoin ve bunun bir ndtral rediiksiyon iiriinii olan 2,3-butanediol'da

gergeklesir.

I¢inde glikoz bulunan bufferl1 besiyerine kiiltiirlerden ekim yapilir. Daha sonra 37°C de 2-7
giin inkube edilir. Bu siirenin sonunda kiiltiirlere ve ekilmemis tiiplere Voges-Proskauer
ayiracindan 1 ml ilave edilerek hafif¢e calkalanir ve su banyosunda (37°C de) 4 saat tutulur.

Aralikli olarak hafif¢e calkalanir. Besiyerinin lstiinde 2-5 dakika i¢inde acetoin varligindan
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dolayr pembe rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edilirken sari-kahverengi renk

olusmasi negatif olarak degerlendirilir.

2.3.6. Mio Medium Testi

Izole edilen bakteriler Mio medium besiyerine ekilmistir. Mio Medium besiyeri ile
bakterilerin ornitini kullanip kullanmadiklar1 ve hareket ozelliklerinin olup olmadigi tayin

edilmektedir.

Izole edilen bakteriler iireli agara ekilmistir ve besiyerleri 37°C de 18- 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ureaz aktivitesi E. coli i¢in negatif, K. pneumoniae icin ise pozitif iireaz sonug

vermektedir.

2.3.7. Ureaz Testi

Ureaz testi, mikroorganizmalarin iireyi hidrolize eden iirease enzimini saptamak igin
kullanilir. Bakterilerin cins ve tiirlerinin tayininde Urease hidrolizasyon testi yapilir. Urenin
hidrolizasyonu iirease enzimi tarafindan katalize edilir. Reaksiyonun sonucunda 2 molekiil

karbondioksid ve amonyak meydana gelir.

2.3.8. Oksidaz Testi (Bactident Oxidase, Merck)

In vitro ortamda yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde bakterilerde sitokrom oksidaz
testinin gerceklestirilebilmesi i¢in bir ucunda reaktif bolgesi olan test seritleridir. Reaktif bolge
N-Dimetil-1,4-fenilendiamonyum kloriir (0,1 pmol) ve a-naftol (1,0 pmol) bilesimini igerir
(Link, 9). 10 saniye i¢inde pembe renk olusturan koloniler oksidaz (-), mavi-mor renk olusturan

koloniler oksidaz (+) olarak degerlendirilmistir (Koneman ve ark., 1992).
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2.3.9. Katalaz Testi (Merck Bactident Katalaz (30 ml) - M111351.0001)

TSA besiyerindeki stok kiiltiirden 6ze ile alinan koloni kuru bir lam {izerine aktarilir.
Uzerine 0,1 mL kadar katalaz ayiracindan bir damla damlatilir. Koloni veya bakteri kiitlesi
iizerinde gaz (oksijen) olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilirken negatif reaksiyonda gaz

cikis1 gozlenmez.

2.3.10. Hareket Testi (SIM Medium (Merck 1.05470)

Sulfate, Indole, Motility Medium; Siilfat indol, Hareket besiyeridir. In vitro yapilan
standart mikrobiyolojik analizlerde Enterobacreriaceae iiyelerinin tanimlamasinda uygulanan

stilfiir olusumu, indol tiretimi ve hareketlilik testleri i¢in kullanilan besiyeridir.

Bilesim Mikt
Kazein kaynakli pepton 20,0
Et kaynakl1 pepton 6,6
Amonyum demir (1) sitrat 0,2
Sodyum tiyostilfat 0,2
Agar-agar 3,0

Dehidre besiyeri 30,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde 1sitilip tam olarak eritilir.
Besiyeri heniiz siv1 halde iken, tiiplere 4’er mL olacak sekilde dagitilir ve 121 °C'de 15 dakika
sterilize edilir. Otoklav ¢ikarildiktan sonra besiyeri dik olarak sogumaya birakilir ve katilagsmasi
beklenir. Agar miktarimin diisiik olmasindan dolayr yar1 kati formdadir. Hazir olan besiyeri

berrak, sarimsi-kahve renktedir ve 25 °C'da pH's1 7,3+0,2'dir (Mikrobiyoloji.org, 2019).

Kiiltiirden alinan suslar besiyerinin dip kismina kadar dik bir sekilde igne 6ze ile batirilarak
ekilmistir. 37°C’de 48 saatlik inkiibasyonda bekletilir. Sonugta ekim ¢izgisi boyunca ters ¢am

agaci biciminde goriilen koloniler hareket pozitif olarak degerlendirilmistir.
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2.3.11. Simmons Sitrat Agar (Merck 1.02501)

In vitro olarak yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakterilerin

tanimlama testlerinden sitrat testi i¢in kullanilir.

Bilesim Mikt
Amonyum dihidrojen fosfat 1,0
K2HPO4 1,0
NaCl 50
Sodyum Sitrat 2,0
MgSO4 0,2
Brom timol mavisi 0,08
Agar-agar 13,0

Dehidre besiyeri, 22,3 g/L olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak tam olarak eritilir.
Besiyeri sivi halde iken, standart 16 X 160 mm tiiplere 7'ser mL olacak sekilde dagitilir ve tiipler
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra besiyeri heniiz siv1 iken tiipiin
dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinligi olacak sekilde dokiilerek besiyerinin
katilasmas1 beklenir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve yesil renkte olup, 25 °C 'da pH'1 6,6+0,2'dir.

Besiyerinde bulunan tek karbon kaynag: sitrattir. Bundan dolay1 sitratin karbon kaynagi
olarak kullanilmasi halinde besiyerinin pH'1 yiikselir ve bu durum pH indikatdrii araciligi ile
belirlenir. Genellikle 37 °C'da 48 saat siiren inkiibasyon siiresinden sonra besiyerinin orijinal
rengi olan koyu mavi renginin korunmus olmasi sitratin kullanilmadigini gosterir. E. coli, tipik
sitrat negatif bakterilerdir. Inkiibasyon sonunda besiyeri renginin yesile ddniismesi ise sitratin

kullandiginin gostergesidir. Enterobacter, Klebsiella, tipik sitrat pozitif bakterilerdir (Link, 10).
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2.3.12. Metil Red- Voges Proskauer (MR-VP) Broth (Merck 5712)

Bilesimi Mikt
Pepton (etten) 1
D(+) Glikoz 5
Fosfat tamponu 5

Toz halindeki maddeler 25°C°de, pH 6,9 [1 0,1 kosullarinda 1000 ml distile su icerisinde
¢cozdiiriilmiistiir. Homojen hale gelen besiyeri deney tiiplerine 5’er ml pipetlenerek 121°C’de 15

dakika steril edilmistir.

2.3.13. MR indikatorii

Bilesimi Mikt
Metil red 0,2
% 95’1ik etil alkol 50
Damutik su 50

Toz halindeki metil red 50 ml etil alkol igerisinde homojen hale getirildikten sonra

cozeltiye 50 ml distile su eklenerek 100 mI’lik indikatdr soliisyon hazirlanir.

31



2.3.14. VP indikatorii

Bilesimi Mikt
Alfa naftol (a-naphtol) 5
Etil alkol 100

5 gr a-naphtol 100 ml etil alkol icerisinde homojen hale getirilerek indikator soliisyon

hazirlanir.

2.4. Kirby Bauer Disk Difiizyon Testi

Antibiyotik duyarlilik testi EUCAST o6nerilerine uygun olarak Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi yapilmistir ( EUCAST, 2019)

0,5 Macfarland bulaniklik standardina esdeger bakteri siispansiyonu Steril ekiivyon ile
Mueller Hinton Agar yiizeyine ekim yapilmistir. Daha sonra besiyeri yiizeyine antibiyotik
diskleri yerlestirilmigstir. 35-37 °C’de 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra olusan antibiyotik
inhibisyon zon c¢aplar1 ol¢iilmiistiir. Elde edilen zon ¢ap1 sonuglart EUCAST da belirtilen zon
caplart karsilagtirilarak degerlendirilmistir. K. pneumoniae ve E. coli ‘nin antibiyotiklere duyarli,
orta duyarli ve direngli olarak degerlendirilmistir. bioanalyse firmasindan temin edilerek
calismamizda kullanilan antibiyotikler ve antibiyotik disklerine ait zon ¢aplar1 Tablo 2.5.’de

gosterilmistir.

Calismamizda kullanilan antibiyotikler: Aztreonam (ATM,30 ng;Bioanalyse), Seftazidim
(CAZ,30ug;Bioanalyse), Ertapenem (ETP,10ng;Bioanalyse), Siprofloksasin ~ (CIP,5
pg;Bioanalyse), Gentamisin (CN,10ug;Bioanalyse), Amikasin (AK,30 pg;Bioanalyse),
Meropenem (MEM,10ug;Bioanalyse), Imipenem (IPM,10pg;Bioanalyse), Fosfomisin
(FOS, 200 pg;Bioanalyse), Netilmisin (NET,30ug;Bioanalyse), Piperasilin-Tazobaktam
(TZP,100/10 ng;Bioanalyse)
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Tablo 2. 5. Kirby Bauer Disk Difiizyon Testinde Kullanilan Antibiyotik Diskleri ve Duyarlilik
Siirlart. (EUCAST 2019)

Antibiyotik inhibisyon Zon Capi
(mm.)*
L Antibiyotik
Antibiyotikler Konsantrasyonu Hassas (S) Du;)ar:z M Direngli (R)
Aztreonam (ATM) 30 ug >22 16-21 <15
Seftazidim (CAZ) 30 pg >18 15-17 <14
Ertapenem (ETP) 10 pug >19 16-18 <15
Siprofloksasin (CIP) S5ug >21 16-20 <15
Gentamisin (CN) 10 pug >15 13-14 <12
Amikasin (AK) 30ug >17 15-16 <14
Meropenem (MEM) 10ug >16 14-15 <13
imipenem (IPM) 10pg >16 14-15 <13
Fosfomisin (FOS) 200pg >16 13-15 <12
Netilmisin (NET) 30ug >15 13-14 <12
Piperasilin-
T azobaktam (TZP) 100/10pg >21 18-20 <17
2.4.1. Serum fizyolojik
Bilesimi Mi
Sodyum klortir 8,7

8,75 gram sodyum kloriir tartilarak, 1000ml litre distile su igerisinde ¢dziiliip, 121°C’de 15

dakika otaklavda steril edilmistir.
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2.4.2.Mc¢ Farland bulanmiklihik

Mc Farland bulaniklig1 standartlari; test siispansiyonu bulaklinigint Mc Farland standart
bulanikligr ile gorsel olarak karsilastirarak siispansiyon igindeki tahmini bakteri sayisini

standardize etmek amaciyla kullanilir.

Tablo 2. 6. McFarland Standart Tiipleri Bulaniklik Tablosu

Yaklasaik bakteri
McFarland 1% BaCl, (mL) 1% H,SO,4 (mL)
sayis1 / mL
0.5 0.05 9.95 1.5 x10°
1 0.10 9.90 3.0 x10°
2 0.20 9.80 6.0 x10°
3 0.3 9.7 9.0 x10°
4 0.4 9.6 1.2 x10°
5 0.5 9.5 1.5 x10°
6 0.6 9.4 1.8 x10°
7 0.7 9.3 2.1 x10°
8 0.8 9.2 2.4 x10°
9 0.9 9.1 2.7 x10°
10 1.0 9.0 3.0 x10°

Ancak, metot her mikroorganizma i¢in uygulanamaz, her mikroorganizmanin standart
bulaniklik tiiplerine gére meydana getirdigi yogunluktaki miktarlar1 ayn1 degildir. 0,5 Mc Farland
standardinda bulaniklik tiipli hazirlamak Tablo 2.6." de gosterilen oranlar kullanilmaktadir.

Bakteri ¢esitlerine gére mikroorganizmalarin sayisinda da degisebilir. (Arda, 2000).

Mc farland soliisyon deney tiipleri 5’er ml hazirlanarak oda sicakliginda, karanlikta

saklanmustir.
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2.5. Kombine Disk Yontemi

Kombine disk yonteminde Mueller-Hinton Agar (MHA) plaklarina klavulonik asit igeren
ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirildi. Bir gece boyunca 35°C’de
inkiibasyona birakildi. Klavulonik asit iceren ve icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon
zonlar1 dlgiilerek karsilastirildi. Kombinasyon diskleri etrafindaki inhibisyon zonu Inhibisyon
zonlar dl¢iilerek karsilastirildi. Klavulonik asit igeren igeren ve icermeyen diskler arasindaki fark

5 mm’ye esit ya da biiyiik ise GSBL pozitif olarak kabul edildi. (Sekil 2.1.)

Sekil 2. 1. Kombine Disk Pozitif ve Negatif Sonug

2.6. Cift Disk Sinerji Testi

Izole edilen E. coli ve K. pneumoniae tiirlerinin cift disk sinerji yontemiyle GSBL varlig
arastirilmistir (Akcam ve ark.2004). Mueller hintona ekilerek 37 °C’de 24-18 saat inkiibe edilmis
olan kiiltiirlerden 2-3 koloni alinarak, 0,5 Macfarland bulaniklik standardina esdeger olacak

sekilde serum fizyolojik i¢inde siispanse edilmistir. Steril ekiivyon ¢ubuk ile siispansiyondan
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almarak Mueller Hinton Agar yiizeyine ekim islemi yapilmistir. Besiyeri yiizeyine antibiyotik
diskleri; merkezde amoksisilin klavulonik asit olacak sekilde yerlestirilir ve sonra merkeze
uzakliklar1 25 mm ve 20 mm olacak sekilde aztreonam (ATM-30ug; Bioanalyse), seftriakson
(CRO-30pg; Bioanalyse), sefotaksim (CTX-30ug; Bioanalyse), seftazidim (CAZ-30ug;
Bioanalyse) antibiyotik diskleri yerlestirilir. Besiyerleri 30-35°C’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra incelenerek aztreonam, seftriakson, sefotaksim, seftazidim disklerine ait inhibisyon
zonlariin amoksisilin klavulonik asit diski karsisinda genislemesi veya iki inhibisyon zonu
arasindaki bakteri lireyen alanda iireme olmayan bir bolgenin bulunmasi durumunda ¢ift disk

sinerji testi sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 2.2., Sekil 2.3.).

Tablo 2. 7. Cift Disk Sinerji Testi I¢in Kullanilan Antibiyotiklerin Zon Caplari (EUCAST 2019).

Zon Capi
Antibiyotik ismi Ve Sembolii Ve Konsantrasyonu
S R
IAmoksisilin Klavulanik asit (AMC) 20/10 ug >19 <16
Aztreonam (ATM) 30 pg >26 <21
Seftazidim (CAZ) 30 pg >22 <19
Seftriakson (CRO) 30 ug >25 <22
Sefotaksim (CTX) 30 pg >20 <17

S: Duyarli R: Direngli
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Sekil 2. 2. Cift Disk Sinerji Testi Pozitif Sonug.

Sekil 2. 3. Cift Disk Sinerji Testi Negatif Sonug.
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2.7. Uc Boyutlu Test Yontemi

Hazirlanan 0.5 Mc Farland yogunlugundaki bakteri siispansiyonu MHA ylizeyine siiriildii.
Petrinin ortasina yakin tarafta ve kullanilan antibiyotik disklerinden 3 mm uzakta olacak sekilde
besiyeri daire seklinde kesildi. Olusan besiyeri ¢izgisinin igine test edilecek mikroorganizmanin
iiretildigi sivi besiyeri ile dolduruldu. Inokiilasyonlar gerceklestirildikten sonra seftazidim,
sefotaksim, seftriakson ve aztreonam diskleri yerlestirildi. Bu disklere ait inhibisyon zonlarinin
dairesel bicimde bozulma, kesintiye ugrama veya bakterinin inokiile edildigi kesi ¢izgisi
yakininda birbirinden ayr1 kolonilerin iiremesi; antibiyotigin yogun inokiilasyon bdlgesinden
gecerken inaktive edildigini gosterir ve GSBL pozitif olarak degerlendirildi (Kamburoglu, 2011;
CLSI, 2013).

Mikroorganizma agar ylizeyine ekilir daha sonra agar yiizeyinde delik acildi. Yarigin igi
bakterinin de oldugu sivi besiyeri ile dolduruldu. Antibiyotik diskleri yariktan 3 mm uzakta
olacak sekilde dizildi. Yariga bakan taraftaki inhibisyon zonunda bozulma, daralma olmasi

pozitif sonug olarak degerlendirildi (Giilay, 2004) (Sekil 2.4.).

Sekil 2. 4. Ug Boyutlu Test Yéntemi
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3. BULGULAR

Bu arastirmada Tablo 3.1°de gosterilen idrar, yara, kan ve diger kiiltiirlerden izole edilen

125 E. coli ve 25 K. pneumoniae olan toplam 150 izolatin Genis Spektrumliu Beta Laktamaz

(GSBL) enzim varlig1 ve antimikrobiyal direngliligi arastirilmistir.

Tablo 3. 1. E. coli ve Klebsiella pneumoniae Suslarinin izole Edildigi Klinik Ornekler

Ornek Tiirii

izolat idrar Yara Kan Diger Toplam
E. coli (125) 90 20 2 13 125

K. pneumoniae (25) 14 3 5 3 25
Toplam (150) 104 23 7 16 150

Izole edilen suslarm sevislere gore dagilimi tablo 3.2°de verilmistir. Buna gore izolatlarin
toplam agirlikli olarak poliklinik 63 (%42,00) drneklerinden elde edildigi saptanmstir. Izolatlarin
diger servislerdeki dagilimi ise, klinik 57 (%38,00), yogun bakim 30 (%20,00) olarak
belirlenmistir. E. coli tiirii olarak gelen servislere gore dagilmi agirlikli olarak klinik 50 (%40,00)
orneklerinden elde edildigi saptanmustir. Izolatlarin diger servislerdeki dagilim ise, poliklinik 48
(%38,40), yogun bakim 27 (%21,60) olarak belirlenmistir. K. pneumoniae tiirii olarak gelen
servislere gore dagilim agirlikli olarak poliklinik 15 (%60,00) orneklerinden elde edildigi
saptanmistir. izolatlarm diger servislerdeki dagilimi ise, klinik 7 (%28,00), yogun bakim 3
(%12,00) olarak belirlenmistir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3. 2. Izolatlarin Kliniklere Gore Dagilim1

. E. coli K. pneumoniae Toplam

Izolat
Servis Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
Yogun Bakim |27 21,60% 3 12,00% 30 20,00%
Poliklinik 48 38,40% |15 60,00% 63 42,00%
Klinik 50 40,00% |7 28,00% 57 38,00%
Toplam 125 100,00% |25 100,00% 150 100,00%

Cift disk sinerji test (CDST) ile yapilan arastirmada GSBL varligi arastirilmistir. CDST’ nde
aztreonam, seftazidim, setriakson, sefotaksim ve amoksisilin/klavulonik asit, antibiyotikleri
kullanilmigtir. Ik asamada amoksisilin/klavulonik asit merkeze yerlestirilmistir ve diger
antibiyotikler arasinda 25 mm mesafe olacak sekilde yerlestirilerek uygulanmigtir. Bu test
sonucunda 150 izolatin 104 tanesinde (%69,33) GSBL pozitif olarak bulundu. Ayrica incelenen
150 E. coli ve 25 K. pneumoniae bakterisinin 104 tanesinde (%69,33) genislemis spekrumlu beta
laktamaz enzimi varligi tesbit edilmistir. Tirlere gore GSBL varligi incelendiginde E. coli i¢in
125 izolatta 85 (%68,00) ve K. pneumonia i¢in 25 izolatta 19 (%76,00) GSBL varlig1 tesbit
edilmistir (Tablo 3.3.).

Bu tez ¢alismasinda GSBL tespiti i¢in fenotipik tarama testleri olarak, cift disk sinerji,
kombine disk diflizyon testi ve ii¢ boyutlu kullanilmistir. EUCAST tarafindan (Tablo 4.4) GSBL
dogrulanmasi i¢in kombine disk difiizyon testi Onerilmektedir.  Cift sinerji testi ile E. coli
suslarinin 85’si (%68,00) pozitif ve 40 (%32,00) negatif, K. pneumoniae suslarinin 19’1 pozitif
(%76,00) ve 6 (%24,00) negatif bulunmustur. U¢ boyutlu test ile E. coli suslarmm 105°i
(%84,00) pozitif ve 20 (%16,00) negatif, K. pneumoniae suslarmin 17’si (%68,00) pozitif, 8’i

(%32,00) negatif olarak saptanmistir (Tablo 3.3.).

Hazirlanan 0.5 Mc Farland yogunlugundaki bakteri stispansiyonu MHA yiizeyine siiriildii. Petrinin

ortasima yakin tarafta ve kullanilan antibiyotik disklerinden 3 mm uzakta olacak sekilde besiyeri daire
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seklinde kesildi. Olusan besiyeri ¢izgisinin igine test edilecek mikroorganizmanin iiretildigi sivi besiyeri

ile dolduruldu. (Kamburoglu, 2011; CLSI, 2013).

Mikroorganizma agar ylizeyine ekilir daha sonra agar yiizeyinde delik acildi. Yarigin ici
bakterinin de oldugu sivi besiyeri ile dolduruldu. Antibiyotik diskleri yariktan 3 mm uzakta
olacak sekilde dizildi. Yariga bakan taraftaki inhibisyon zonunda bozulma, daralma olmasi

pozitif sonug olarak degerlendirildi (Giilay, 2004).

Tablo 3. 3. Kombne Disk Difiizyon, Cift Disk Sinerji, U¢ Boyutlu Test Yontemi Sonuglar

izolat ®
(g5
=
o
£
Yontem - 2 =
(@] c _—
(&} o o
. . (@]
L X —
Pozitif Say1 77 17 94
4
2 o Yiizde (%) 61,60% 68,00% 62,67%
=
e g Negatif Say 48 8 56
s £
E & Yiizde (%) 38,40% 32,00% 37,33%
X Toplam | 125 25 150
_ Pozitif Say1 85 19 104
3 Yiizde (%) 68,00% 76,00% 69,33%
2 % [Negatif |[say 20 6 26
L -
_ Yiizde (%) 32,00% 24,00% 30,67%
(=
o Toplam | 125 25 150
Pozitif Say1 105 17 122
E Yiizde (%) 84,00% 68,00% 81,33%
= .
Q i Negatif Sayi 20 8 28
% Yiizde (%) 16,00% 32,00% 18,67%
h
Toplam | 125 25 150
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Tablo 3. 4. Antimikrobiyal Disk Igerigi ve Zon Cap1 Smir Degerleri (EUCAST 2019).

Enterobacteriaceae-Idrar Disi

Zon Cap1 Sinir Degeri (mm)

Antimikrobiyal Disk Icerigi (mg)

S I R <
Ampisilin 10 14 - 14
Sefuroksim(IV) 30 19 - 19
Sefuroksim aksetil (p.o.) 30 19 - 19
Sefaleksin 30 14 - 14
Sefotaksim 5 20 18-19 17
Seftriakson 30 25 23-24 22
Sefiksim 5 17 - 17
Sefotaksim 5 20 18-19 17
Sefepim 30 27 25-26 24
Nitrofuratoin 100 11 - 11
Fosfomisin (p.o.) 200 24 - 24
Amoksilin-Klavulanik asit 20-10 19 - 19
Piperasilin-Tazobaktam 30-6 20 18-19 17
Seftazidim 10 22 20-21 19
Amikasin 30 18 16-17 15
Siprofloksasin 5 26 25 24
Levofloksasin 5 23 20-22 19
Trimetoprim-Siilfametoksazol 1.25-23.75 14 12-13 11
Imipenem 10 22 17-21 16
Meropenem 10 22 17-21 16
Ertapenem 10 25 23-24 22
Kolistin - - - -
Tigesiklin 15 18 16-17 15
Netilmisin 10 15 13-14 12
Aztreonam 30 26 22-25 21
Trimetoprim-Siilfametoksazol 1.25-23.75 14 12-13 11
Gentamisin 10 17 15-16 14

Kombine disk diflizyon yontemiyle denenen 11 antibiyotik i¢in EUCAST (2019)’a gore
mm’lik zon ¢aplarinin % oranlar1 E. coli i¢in Netilmisin (NET) %21,60 orta duyarl, %48,00
direngli bulunmustur. Fosfomisin’e (FOS) %0,00 orta duyarli, %8 direngli, Imipenem’e (IPM)
%4,80 orta duyarli, %9,60 direncgli, Ertapenem’e (ETP) %0,00 direncli, %3,20 orta duyarlilik
gozlenmemistir. Piperasilin —tazobaktam’a (TZP) %36,80 orta duyarli, % 25,60 direngli,
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Amikasin’e (AK) %32,00 orta duyarli, %27,20 direngli, Meropenem’e (MEM) orta duyarlilik
gozlenmemistir, % 1,60 direnglilik belirlenmistir. Aztreonam’a (ATM) %24,00 orta duyarlilik,
%14,40 direnglilik, Seftazidim’e (CAZ) %9,60 orta duyarli, %24,00 direngli, Gentamisin’e (CN)
%27,20 orta duyarli, % 40,80 direngli, Siprofloksasin’e (CIP) %8,00 orta duyarl, %28,00
direngli bulunmustur (Tablo 3.5, 3.6,).

E. coli’nin direngli oldugu antibiyotiklerin oranlarinin fazladan az olana siralanmis sekli:
Netilmisin (%48,00) > Gentamisin (%40,00) > Siprofloksasin (%28,00) > Amikasin (%27,00) >
Piperasilin-Tazobaktam (%25,60) > Seftazidim (%24,00) > Aztreonam (%14,40) > Imipenem
(%9,60)> Fosfomisin (%8,00)> Ertapenem (%3,20)> Meropenem (%1,60) olarak bulunmustur
(Tablo 3.5.),,

K. pneumoniae i¢in ise; Netilmisin’e (NET) %36,00 orta duyarli, %60,00 direngli,
Fosfomisin’e (FOS) %0,00 orta duyarli, %28,00 direncli, Imipenem’e (IPM) %28,00 orta duyarli,
%4,00 direncli, Ertapenem’e (ETP) orta duyarlilik gostermemis, %8,00 direngli, Piperasilin-
Tazobaktam’a (TZP) %32,00 orta duyarli, % 24,00 diren¢li, Amikasin’e (AK) %16,00 orta
duyarl, % 8,00 direngli, Meropenem’e (MEM) orta duyarlilik tespit edilememistir ve %8,00
direngli, Aztreonam’a (ATM) %12,00 orta duyarli, % 24,00 direngli, Seftazidim’e (CAZ) %4,00
orta duyarl, %24,00 direngli, Gentamisin’e (CN) %32,00 orta duyarl, %12,00 direngli,
Siprofloksasin’e (CIP) %40,00 orta duyarli, %20,00 direngli bulunmustur (Tablo 3.5.).

K. pneumoniae’nin en fazla direngli oldugu antibiyotikler: Netilmisin (%60,00) >
Fosfomisin ~ (%28,00) > Piperasilin-Tazobaktam=Aztreonam=Seftazidim (%24,00) >
Siprofloksasin (%20,00) > Gentamisin (%12,00) > Amikasin=Ertapenem=Meropenem (%8,00 )
> Imipenem (%4,00) olarak bulunmustur (Tablo 3.8.).
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Tablo 3. 5. Izole Edilen 125 E. coli ve 25 K. pneumoniae Suslarinin Denenen 11 Antibiyotik i¢in Disk Difiizyon Yéntemiyle Elde
Edilen mm’lik Zon Caplarina Goére Orta Duyarli ve Direnclilik % Oranlar1

IZOLATLAR NET FOS IPM ETP TZP AK MEM ATM CAZ CN cIP
1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R
E. coli 13-14 <12 .| <24 1721 | <16 | 23- | <22 | 18-19 <17 16-17 | <15 | 17-21| <16 | 21-25 <21 | 20-21 | <19 | 1516 | <14 25 | <24
n: (125) o
13-12 811 | 0 22-23 17-21 | 13-15|23-24 | 19-21| 1819 | 6-16 | 16-17 | 13-15| 0 |[14-15| 21-25 | 16-20 | 20-21 | 10-18 15-16 |3-13 25 | 12-23
%21.60 |%48.00| %0 | %8,00 | %4.80 |%9.60| %0 |%3.20| %36.80 | %25.60| %32,00 | %27,20| %0 |%1.60| %24,00 | %14.40| %9.60 | %4,00| %27,20 [%40.80| %8 | %28.00
K. I R I R I R I R I R | R | R | R 1 R 1 R 1 R
pneumoniae
13-14 <12 - <24 17-21 | <16 |23-24 | <22 | 1819 <17 16-17 | <15 | 17-21| <16 | 21-25 <21 | 20-21 | <19 | 1516 | <14 25 <24
n:(25)
13-14 6-11 [ 0 12-23 17-21 [13-15[23-24[19-21| 1819 | 6-16 | 16-17 | 13-15] 0 |[14-15| 21-25| 16-20 | 20-21 | 10-18] 15-16 [11-13 25 | 12-23
%36.00 [%60,00( %0 | %28,00 | %28,00 [%4.00| %0 |[%8,00| %32,00 | %24,00| %16,00 | %8,00] %0 |[%8,00| %I12,00 | %24.00| %4.00 | %24.00] %32,00 [%12.00 | %40.91| %20,00

NET; netilmisin, FOS: fosfomisin, IPM; fosfomisin, IPM; imipenem, ETP; ertapenem, TZP; piperasilintazobaktam, AK; amikasin, MEM; meropenem, ATM;

aztreonam, CAZ; seftazidim, CN; gentamisin, CIP; siprofloksasin, I; ortaduyarli, R; direngli
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Tablo 3. 6. Izole Edilen 125 E. coli ve 25 K. pneumoniae Suslarmim Denenen 11 Antibiyotik i¢in Disk Difiizyon Yéntemiyle Elde
Edilen Duyarlhiliklarinin mm Zon Caplari ve % Oranlari

IZOLATLAR NET FOS IPM ETP TZP AK MEM ATM CAzZ CN CIP
S S S S S S S S S S S
E. coli >15 >24 >22 >25 >20 >18 >22 >26 >22 >17 >26
n: (125) 16-20 24-32 22-32 25-38 20-30 18-22 22-34 26-32 22-34 17-21 26-38
%30,40 | %92,00 | %85,60 | %96,80 %37,60 %40,80 %98,40 %61,60 %66,40 %32,00 %64,00
K. pneumoniae S S S S S S S S S S S
>15 >24 >22 >25 >20 >18 >22 >26 >22 >17 >26
n: (25) 20 24-30 22-24 25-35 20-28 18-22 22-34 26-36 22-32 17-21 26-38
%4,00 %72,00 | %60,00 | %92,00 %44,00 %76,00 %92,00 %64,00 %72,00 %56,00 %40,00

NET; netilmisin, FOS: fosfomisin, IPM; fosfomisin, IPM; imipenem, ETP; ertapenem, TZP; piperasilintazobaktam, AK; amikasin, MEM,;

meropenem, ATM; aztreonam, CAZ; seftazidim, CN; gentamisin, CIP; siprofloksasin, S; duyarli
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Tablo 3. 7. izole Edilen 125 E. coli izolatinin Disk Difiizyon Yéntemi Ile Kullanilan
11 Antibiyotik I¢in Direnglilik Oranlar1 ve Sayilari

S I R
Antibiyotikler
n % n % n %
Netilmisin (NET) 38 30,40% 27 21,60% 60 | 48,00%
Fosfomisin (FOS) 115 92,00% 0 0,00% 10 8,00%
Imipenem (IPM) 107 85,60% 6 4,80% 12 9,60%
Ertapenem (ETP) 121 96,80% 0 0,00% 4 3,20%
Piperasilin-Tazobaktam (TZP) 47 37,60% 46 36,80% 32 25,60%
Amikasin (AK) 51 40,80% 40 32,00% 34 27,20%
Meropenem (MEM) 123 98,40% 0 0,00% 2 1,60%
Aztreonam (ATM) 77 61,60% 30 24,00% 18 14,40%
Seftazidim (CAZ) 83 66,40% 12 9,60% 30 | 24,00%
Gentamisin (CN) 40 32,00% 34 27,20% 51 40,80%
Siprofloksasin (CIP 80 64,00% 10 8,00% 35 | 28,00%

Bu ¢alismada, idrar, yara, kan ve diger kiiltiirlerden izole edilen 125 E. coli
izolat1 i¢in Netilmisine 38 (%30,40) tanesi duyarl, 27 (%21,60) orta duyarl ve 60
(%48,00) direncli sonu¢ bulunmustur. Fosfomisin i¢in; 115 (%92,00) duyarli, 10
(%8,00) direncli belirlenmisken orta duyarlilik belirlenmemistir. Imipeneme 107
(%85,60) duyarli, 6 (%4,80) orta duyarl, 12 (%9,60) direnglilik belirlenmistir.
Ertapenem i¢in 121 (%96,80) duyarli, 4 (%3,20) diren¢ orani bulunmusken orta
duyarlilik belirlenmemistir. Piperasilin —tazobaktam icin 47 (%37,60) duyarli, 46
(%36,80) orta duyarli, 32 (%25,60) direnglilik gorilmistiir. Amikasin 51
(%40,80) duyarli, 40 (%32,00) orta duyarli, 34 (%27,20) direngli sonu¢ bulunmustur.
Meropenem 123 (%98,40) duyarli, 2 (%1,60) direnclilik goriilmiis, orta duyarlilik
belirlenmemistir. Aztreonam 77 (%61,60) duyarlilik, 30 (% 24,00) orta duyarli, 18
(%14,40) direng oranlar1 tespit edilmistir. Seftazidim i¢in 83 (% 66,40) duyarl,
12 (%9,60) orta duyarli, 30 (%24,00) diren¢ goriilmiistiir. Gentamisin 40 (%32,00)
duyarli, 34 (%27,20) orta duyarli, 51 (%40,80) direng bulunmustur.
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Siprofloksasin 80 (%64,00) duyarli, 10 (%8,00) orta duyarli ve 35 (%28,00)
direng bulunmustur (Tablo 3.7.).

Tablo 3. 8. Izole Edilen 25 K. pneumoniae izolatinin Disk Difiizyon Yéntemi Ile
Kullanilan 11 Antibiyotik I¢in Direnclilik Oranlar1 Ve Sayilari

S | R
Antibiyotikler
n % n % n %
Netilmisin (NET) 1 4,00 9 36,00 15 | 60,00
Fosfomisin (FOS) 18 72,00 0 0,00 7 28,00
Imipenem (IPM) 17 68,00 7 28,00 1 4,00
Ertapenem (ETP) 23 | 92,00 0 0,00 2 8,00
Piperasilin-Tazobaktam (TZP) 11 44,00 8 32,00 6 24,00
Amikasin (AK) 19 76,00 4 16,00 2 8,00
Meropenem (MEM) 23 92,00 0 0,00 2 8,00
Aztreonam (ATM) 16 64,00 3 12,00 6 24,00
Seftazidim (CAZ) 18 72,00 1 4,00 6 24,00
Gentamisin (CN) 14 56,00 8 32,00 3 12,00
Siprofloksasin (CIP 10 40,00 10 40,00 5 20,00

Bu c¢alismada, idrar, yara, kan ve diger kiiltiirlerden izole edilen 25 K.
pneumoniae izolati i¢in Netilmisine 1 (% 4,00) duyarli, 9 (%36,00) orta duyarli, 15
(%60,00) diren¢li bulunmustur. Fosfomisin 18 (%72,00) duyarli, 7 (%28,00)
direcli iken orta duyarlilik belirlenememistir. Imipenem 17 (%68,00) duyarli, 7
(%28,00) orta duyarli, 1 (%4,00) direngli bulunmustur. Ertapenem 23 (%92,00)
duyarli, 2 (%8,00) direngli bulunmus iken orta duyarlilik belirlenmemistir.
Piperasilin-tazobaktam 11 (%44,00) duyarli, 8 (% 32,00) orta duyarli, 6 (%
24,00) direngli bulunmustur. Amikasin 19 (%76,00) duyarli, 4 (%16,00), 2
(%8,00) direngli bulunmustur. Meropenem 23 (%92,00) duyarlilik, 2 (%8,00)
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direngli iken orta duyarlilik belirlenmemistir. Aztreonam 16 (%64,00) duyarli, 3
(%12,00) orta duyarli, 6 (%24,00) direngli tespit edilmistir. Seftazidim 18 (% 72,00)
duyarli, 1 (%4,00) orta duyarli, 6 (%24,00) direngli tespit edilmistir. Gentamisin 14
(%56,00) duyarli, 8 (%32,00) orta duyarli, 3 (%12,00) direngli bulunmustur.
Siprofloksasin 10 (%40,00) duyarli, 10 (%40,00) orta duyarli, 5 (%20,00) direngli
bulunmustur (Tablo 3.8.).
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4. TARTISMA

GSBL iireten gram negatif bakteri enfeksiyonlarinnin tedavi ve kontrolii diinya
genelinde 6nemli bir problemdir. Bu problem ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir;
Ormnegin gram negatif bakteriler ile gelisen hastane enfeksiyonu insidansindaki artis,
Amerikan Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyon Siirveyans Sistemi (National Nosocomial
Infections Surveillance System, NNIS) verileri gore, 1975 yilinda goriilen gram
negatif kaynakli nozokomiyal enfeksiyonlarinin orant %67,8 iken 2003’te bu oran

%73,6’ya ¢ikmistir (NNIS, 2004).

Beta laktam antibiyotikler, bakteriosid etkili olmalari ve yan etkilerinin az
olmas1 sebebiyle tedavide siklikla tercih edilmektedirler. Klinikte kullanimlarinin
artmasi ile bu gruptaki antibiyotiklere direng¢ gelisimi oranlarida dogru orantili olarak
artistir (David ve Livermore, 1995 ). GSBL iireten mikroorganizmalar diinya
genelinde tespit edilmelerine ragmen enzimlerin tiirii ve cesidine gore bolgeden
bolgeye, tilkeden iilkeye hatta hastaneden hastaneye farklilik gostermektedir (Bella
ve ark., 2002). Enterobacteriaceae ailesinin iiyerleri arasinda K. pneumoniae en gok

GSBL iireten mikroorganizmadir.

SENTRY antimikrobiyal surveyans programi raporunda 1998-1999 wyillari
arasinda ve Giiney Afrika ve Asya Pasifik bolgesinde yapilan ¢aligmalarda E. coli
izolatlarinda GSBL pozitif olanlarin yilizdesi 0 ile 35 araliginda saptanmistir.
Avustralya’da yapilan bir ¢alismada GSBL pozitif bir susa rastlanmamis, Gliney
Afrika, Cin ve Japonya’da yapilan ¢alismalarda K. pneumoniae suslarinda %20’nin
tizerinde GSBL iiretimi gozlenmistir. Yine ayni raporda Cin’de ise GSBL iiretimi

%35 olarak bildirilmistir. (Bella ve ark., 2002; Winokur ve ark., 2001).

Bir¢ok Avrupa iilkesinde de GSBL iiretimi farklilik gostermektedir.1998de
Ispanya’da yapilan bir calismada yogun bakim iinitelerinden izole edilen K.
pneumoniae suslarinda GSBL firetimi %40 olarak rapor edilmistir. (54, 70). Cek
Cumhuriyeti’nde yapilan bir baska ¢alismada ise K. pneumoniae suslarinda GSBL

tiretimi suslarininin %24.2 olarak bildirilmistir.
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1998-2005 yillar1 arasinda iilkemizde yapilan ¢aligmalardaki GSBL iiretiminde
farklilik gozlenmektedir. E. coli suslarinda %0-63, K. pneumoniae suslarinda %15-
77 oraninda GSBL iiretimi saptanmistir. (Ak¢cam ve ark., 2004; Akyildiz ve ark.,
1998; Biilii¢ ve ark., 2003)

2005 yilinda Kagmaz ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada GSBL pozitif
K. pneumoniae ve E. coli suslarinin orani sirastyla %77, %63 olarak bulmuslardir.
(Kagmaz ve ark., 2005; Rota ve ark., 2000).

2003 yilinda Biiliic ve arkadaslari tarafindan Istanbul Universitesinde Tip
Fakiiltesinde yapilan ¢alismada GSBL iiretimi oranlart K. pneumoniae suslari igin

%438, E. coli suslarinin i¢in ise %14 oldugu rapor edilmistir (Biilii¢ ve ark., 2003).

2005 yilinda Cetinkaya ve arkadaslar1 tarafindan Afyon Kocatepe Universitesi
Tip Fakiiltesinde ¢alismaya dahil edilen 68 Klebsiella spp. susunun 13 (%19)’iinde
GSBL pozitif oldugu tespit edilmistir.

GSBL enzimleri, penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlarin hidrolizini
gercelestirirler. Ancak mikroorganizmalarin GSBL  iiretimi rutin antibiyotik
duyarlilik testlerinde tepit edilememktedir. Bu sebepten otiirii GSBL {ireten
bakteriler tespiti onem kazanmistir. GSBL {iretimini saptamak i¢in bir¢cok fenotipik
yontem kullanilmaktadir. (Moland ve ark. 2008; Drieux ve ark. 2008; Philippon ve
ark.,1989; Bradford, 2001).

Genellikle tercih edilen yontemler; Cift disk sinerji (CDS) testi, ii¢ boyutlu test,

diliisyon yontemleri, E-test ve otomatize sistemlerdir. (Vercauteren ve ark., 1997).

Calismamizda GSBL tespiti i¢in 125 E. coli ve 25 K. pneumoniae suslarinda
fenotipik tarama testleri olarak, ¢ift disk sinerji testi, 3D test ve kombine disk
difiizyon testi kullanildi. Elde etigimiz GSBL pozif suslarin yontem ve sonuglari;
Kombine disk yonteminde E. coli ve K. pneumoniae i¢in 94 (%62,67), Cift disk
sinerji yonteminde E. coli ve K. pneumoniae igin 104 (%69,33), Ug boyutlu testte ise
E. coli ve K. pneumoniae 122 (%81,33) olarak bulunmustur.
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GSBL oranlar1 Amerika ve Kanada gibi gelismis tilkelere gore yiiksek,
Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarla, biiylik oranda benzer sonuglar1 elde ettik ancak ti¢

boyutlu test te E. coli igin GSBL pozitif suslarin orani daha yiiksek bulunmustur.

Diger baz1 diinya {ilkelerindeki oranlara gore biraz yiiksek bulunmustur, bunun
sebebi hastane infeksiyonlarinda ve toplum kdkenli infeksiyonlarin ampirik tedavide

genis spektrumlu antibiyotiklerin siklikla ve bilingsiz kullaniminin sonucu olabilir.

Cift disk sinerji yontemi ilk kez 1988 yilinda Jarlier tarafindan tanimlanmustir.
Test amoksisilin  klavulonik asit diskinin ¢evresine yerlestirilen sefalosporin
disklerinin zonlarinda klavulonik asit diskine dogru zon genislemesiyle

saptanmaktadir.

Mehli ve ark. ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettigi E. coli izolatlarinda Cift
Disk Sinerji ile Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz varligi arastirilmistir. 212 E.
coli izolat1 igin (%49) GSBL pozitif bulmustur (Mehli ve ark. 2007).

Muhtaseb ve Kaygusuz yapmis olduklari ¢alismada 59 E. coli izolatinda CDST
ile GSBL ¢alisilmistir ve 20 6rnekte (%34) GSBL pozitif sonu¢ ¢ikmistir (Muhtaseb
ve Kaygusuz 2008).

Ozgiines ve ark.,yaptiklar1 ¢alismada 100 K. pneumoniae izolatinda CDST ile
% 47 GSBL pozitif sonug¢ bulunmustur (Ozgiines ve ark., 2006).

Hosoglu ve ark., birlikte yaptiklar1 ¢alismada 41 K. pneumoniae izolatinda
CDST ile GSBL arastirilmis ve 33 bakteride (% 80,48) GSBL pozitif sonug
bulunmustur (Hosoglu ve ark., 2007).

Kendi yaptigimiz ¢alismamizda ise cift disk sinerji yontemi ile GSBL iiretimini
arastirdik ve 125 E. coli izolat1 i¢in 85 (%68,00) ve 25 K. pneumoniae izolati igin 9
(%76,00) GSBL pozitif sonug belirlenmistir.

Calismamizda 125 E. coli 25 K. pneumoniae susuna GSBL saptama testi
uygulanmistir.  E. coli suslarin %68’tinde (n=85) tarama testi pozitif oldugu

gozlenmistir. Cift disk sinerji yontemi ile GSBL saptanmayan 40 susun negatif
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olarak bulunmustur. K. pneumoniae suslarinda ise %76’inde (n=9) GSBL pozitif

oldugu gozlenmistir.16 sus ise negatif olarak bulunmustur.

Bunun sebebi ¢ift disk sinerji yonteminde diskler uygun aralikta
yerlestirilmediginde sinerjistik etki goriiliillemez boylece testin tekrarina veya
sonuclarin yanlis olarak negatif degerlendirilmesine yol agmisolabilir. Ancak diskler
aras1 uzakligin ve enzim substrat profillerinin testin 6zgiilliiglinii 6nemli oranda
degistirecedi i¢in, laboratuvarlarin diskler arasi uzakligi ve testte kullanilacak
antibiyotikleri bulundugu bolge ve hastanenin genel direng oranlarini, enzim tiplerini

g0z Online alarak belirlenebilir.

Calismamizda cift disk sinerji testinin rutin disk difiizyon testiyle ayni anda
uygulanabilecek, ek mali harcama ve zaman gerektirmeyen, rutin laboratuvarlarda

kolaylikla kullanilabilecek duyarli bir test oldugu sonucuna varilmistir.

Kombine disk difiizyon yontemi E. coli, K. pneumoniae, K.oxytoca suslarinda
CLSI tarafindan onerilen fenotipik GSBL dogrulama testidir. Calismamizda 125 E.
coli susuna kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL saptama testi uygulanmuistir.

Suslarin %61,6’tinde (n=77) tarama testi pozitif oldugu gozlenmistir.

K. pneumoniae suslarinda ise %68’tinde (n=17) GSBL pozitif oldugu

gozlenmistir. Sekiz susun ise negatif olarak bulunmustur.

Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL saptanmayan; 28 E. coli ve 6 K.
pneumoniae suslarinda sefoksitine direngli, sefepime duyarli olarak gézlenmistir. 20
E. coli ve 3 K. pneumoniae susunda ise sefepime duyarli olup sefoksitine orta duyarlt
ve duyarli goriilmesi AmpC beta laktamaz {iretiminin oldugu distinilmiistiir.
Suslarda GSBLve AmpC beta laktamazlar beraber iiretildiginde klavulonik aside

diren¢ gozlendiginden klavulonik asit etkisi goriilmemektedir.

E. coli ve K. pneumoniae suslarinda, GSBL disinda baska beta laktamaz
icermeleri durumunda tarama testleri ve fenotipik dogrulama yodntemleri yetersiz
kalmakta, yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglara sebeb olabilir. Bu nedenden
dolay1 fenotipik yontemler basarisiz oldugunda, kesin tani i¢in molekiiler

yontemlerin kullanilmalidir.
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Kombine disk difiizyon yontemi rutin disk diflizyon yontemiyle ayni anda
uygulanabilir kolay bir testtir. Egitimli personel, ek zaman ve malzemeye ihtiyac¢

yoktur.

1984 yilinda Thomson ilk kez Ug boyutlu testi tanimlanmustir. Bu testte
antibiyotik disklerinden uzakta olacak sekilde besiyeri dairesel olarak 3 mm bistiiri
ile kesilerek ¢izgisinin icine test edilecek mikroorganizmanin iiretildigi sivi besiyeri

ile doldurulur.

1992 yilinda Thomson ve ark yaptiklar1 ¢alismada dogrulanan
Enterobacteriaceae suslarinin %79’linde ii¢ boyutlu test GSBL iiretimi pozif olarak

bulmustur. (Thomson ve ark., 1992).

Tiirkiyede yapilan bazi calismalarda Akyildiz ve arkadaslar1 li¢ boyutlu test
kullanarak GSBL iiretimini %13 oraninda, Hosgoér ve arkadaslar1 ise %35 pozitif

olarak bulmuslardir (Akyildiz ve ark., 1998; Hosgor ve ark., 1998).

Calismamizda ti¢ boyutlu test ile yapilan deneyler sonucunda GSBL varlig1 E.
coli igin 125 izolatta 105 (%84,00) K. pneumoniae i¢in de 25 izolatta 17 (%68,00)

tespit edilmistir.

Literatiirdeki c¢alismalarda iic boyutlu testte sefotaksim ve seftriakson
disklerinin seftazidime gore daha duyarli bulundugu bildirilmistir (Datta ve ark.,

2004; Mac Kenzie ve ark., 2002; Thomson, 1992).

Ucg boyutlu test yapmis oldugumuz diger yontemlerle karsilastirildiginda dogru
sonuglar elde edebilmek icin fazla miktarda bakteriye ihtiya¢ duyulmaktadir, bu
sebeple az miktarda tireme olan durumlarda dogrudan kiiltiirden g¢alismanin zor

oldugu ve bakterinin tireyebilmesi i¢in inkiibasyon siiresi uzatilmasi gereklidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak giiniimiizde enfeksiyon hastaliklar1 ve girisimsel cerrahi
uygulamalarin orami arttifi i¢in antibiyotik kullanimida giin gectikce giderek
artmaktadir. Elde ettiimiz sonuglarin verileri dogrultusunda bakterilerin
antibiyotiklere olan direngleri her gecen giin arttig1 ve hizla da artmaya devam ettigi

gbzlemlenmistir.

Direng kazanan bakteriler mortalite ve morbitite oranini arttirarak insan emegi
ve maddi kayiplar yasanmasmma sebeb oldugu i¢in halk sagligi problemi
olusturmaktadir. Bu problemin ¢éziimiinde mikrobiyoloji laboratuvarinin rolit GSBL
tireten bakterilerin daha dogru ve kesin sonuglarin fenotipik yontemlerin yaninda

genotipik testlerde yapilmalidir.

EUCAT ve CLSI gibi kuruluslar antibiyotik direncinin azaltilmasi i¢in kisith
olan antibiyotik bildirimi uygulamalar1 ile 6nlem ve tedbir almaya ¢aligmaktadirlar.
Gereksiz ve asir1 antibiyotik kullanimindan dolayi, heniiz direng gelisimini
Onleyebilecek etkili olan bir yol tam olarak bulunmamistir. Daha etkili olacak

yontemler arastirilmali ve uygulanmaya konmalidir.
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OZET

E.coli ve Klebsiella spp. Suslarinda Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlarin

3 Farkh Yontemle Arastirilmasi

E. coli K. pneumoniae suslarinda genislemis spektrumlu beta laktamazlarin farkli
Yontemlerle Arastirilmast Amag: Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde hastalardan izole idilen E. coli K.
pneumoniae  suslarinda genislemis spektrumlu beta laktamazlarin Kombine Disk
Yontemi, Cift Disk Sinerji Yontemi ve Ug Boyutlu Test Yéntemleri ile tespiti
amaclanmustir. Gere¢ ve Yontem: Calismamizda hastalardan izole edilen 125 E. coli
ve 25 K. pneumoniae Suslarina 3 yontem uygulanmistir. Suslar konvansiyonel
yontemlerle tiir diizeyinde taninmistir. Cift disk sinerji yontemi ile GSBL {iretimini
125 E. coli izolat1 i¢in 85 (%68,00) ve 25 K. pneumoniae izolati i¢in 9 (%76,00), ii¢
boyutlu test ile E. coli i¢in 125 izolatta 105 (%84,00) K. pneumoniae i¢in de 25
izolatta 17 (%68,00), kombine disk diflizyon yontemi ile E. coli i¢in 125 izolatta 77
(%61,60) K. pneumoniae icin 25 izolatta 17 (%68,00) tespit edilmistir.
Enterobacteriaceae suglarinda farkli direng genleri sebebiyle fenotipik yontemlerle
GSBL saptanmast genellikle yanlis sonuglara neden olmaktadir. Calismamizda E.
coli izolatlar1 i¢in fenotipik yontemlerden, ii¢ boyutlu test , K. pneumoniae izolati
icin ise cift disk sinerji yontemi en yiiksek GSBL saptama ydntemi olarak
bulunmustur. Calismamizin sonucuna gore molekiiler testler ile fenotipik testlerin bir
arada calisilmasi Onerilmektedir. sartlarina uygun olmayan merkezlerde GSBL
arastirilmasinda en etkili yontem E. coli i¢in ii¢ boyutlu test , K. pneumoniae i¢in

cift disk sinerji testi uygulanmalidir.

Anahtar sozciikler: GSBL, E.coli, K.pneumoniae, Kombine Disk Yontemi, Cift
Disk Sinerji Yontemi, U¢ Boyutlu Test Yontemleri
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SUMMARY

Investigation of Extended Spectrum Beta Lactamases in E.coli and Klebsiella
spp. Strains by 3 Different Methods

Detection of Methicillin Resistance in Nosocomial Isolates of Staphylococcus aureus
Strains by Different Methods Objective: Methicillin resistance of nosocoimal
Staphylococcus aures was planned to be detected by oxacillin and cefoxitine disk
diffusion tests, automated system, MRSA latex agglutination test and mecA gene
which is responsible for the resistance by polymerase chain reaction. Material and
Methods: In this study, 50 S.aureus strains isolated from patients who were
hospitalized in Gazi University Hospital. The isolates were identified by the BD
Phoenix automated system. mecA gene which is accepted as gold standard was tested
by polymerase chain reaction. Results: In the oxacillin disk diffusion test, 46 (92 %)
of the S.aureus, in the cefoxitine disk diffusion test 49 (98 %) of the S.aureus
isolates, in the BD Phoenix automated system 48 ( % 96) of the S.aureus isolates, in
the latex agglutination test 49 (98 %) of the S. aureus isolates were found to be
resistant. The mecA gene was positive in 50 (100 %) of the S.aureus isolates
polymerase chain reaction studies. Conclusion: Detection of methicillin resistance in
staphylococci by phenotypical methods often leads to false results. In our study, the
results of the phenotypical methods, latex aggliitination test and cefoxitine disk
diffusion tests were found to be same and the most appropriate method for detecting
the methicillin resistance is detection of mecA gene by polymerase chain reaction is
found to be same with the latex agglutination test anda sefoxitin DDT. The result of
this study is; in the center which is not suitable to make PCR, has to do latex
agglutination test or sofoxitin DDT test for the effective results. Key Words: mecA,

methicillin resistance, latex agglutination

Key words: ESBL, E.coli, K.pneumoniae, Combined Disc Method, Double Disc
Synergy Method, Three Dimensional Test Methods
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