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OZET

Giris: Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli basta olmak lizere, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) (iretimi ve patojen bakteriler
arasinda hizla yayihmi tedavide ciddi sorunlar olusturmaktadir. Calismada, GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella pneumoniae suslarinin,
beta-laktamaz ve kinolon direng genlerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Calismaya, GSBL pozitif 108 E. coli ve 23 K. pneumoniae susu alinmistir. Bu izolatlardan 100 E. coli susunun klonal
iliskisinin arastirilmasi amaciyla rep-PCR [Diversilab (Repetitive Extragenic Palindromic Element-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)] calisilmustir.

Bulgular: Calismada 131 izolatin 112 (%85.5)'sinde CTX-M grup 1 enzimi, 43 (%32.1)"inde TEM tipi, 44 (%32.8)’linde OXA tipi,
31’inde hem TEM hem de OXA tipi ve 1 (%0.76) izolatta hem TEM hem de SHV tipi beta-laktamazlar saptanmistir. Dort (%3) izolatta
CTX-M grup 9, 6 (%4.5) izolatta CTX-M grup 1 ve 9, 2 (%1.5) izolatta CIT, 2 (%1.5) izolatta OXA-48 ve 1 (%0.75) izolatta VIM tipi
beta-laktamaz tespit edilmistir. Kinolon direncinden sorumlu aac(6°)-1b gen bélgesi ise 59 E. coli (%54.2), 15 K. pneumoniae (%62.5)
susunda saptanmistir. Bu gen bélgesine ek olarak, ¢ E. coli ve bir K. pneumonaie izolatinda gnrS, bir K. pneumoniae’da qnrB, bir E.
coli'de gepA geni pozitif olarak bulunmustur. Rep-PCR ydntemi ile E. coli suslarinda iki ana klon bulunmustur. Ana klonlarda bulunan
suslarin hepsinde CTX-M grup 1 ve TEM tipi beta-laktamaziar ile aac(6)1b kinolon direng geninin bulundugu gézlenmistir.

Sonug: Klinik 6rneklerden izole edilen GSBL pozitif enterik bakterilerin cogunlugunda beta-laktamaz ve kinolon direng genleri saptanmustir.
Ozellikle hastanemizde izole edilen GSBL pozitif izolatlarda CTX-M grup 1 ve aac(6’)-Ib gen bélgesinin yaygin oldudu gériilmektedir.
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Introduction: The production of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) and their rapid spread among pathogenic bacteria-partic-
ularly Klebsiella species and Escherichia coli-pose serious threats for treatment. In this study, we aimed to investigate beta-lactamase
resistance genes and quinolone resistance genes in ESBL-positive E. coli and Klebsiella pneumoniae strains.

Materials and Methods: This study was performed by ESBL-positive 108 E. coli and 23 K. pneumoniae strains. Rep-PCR [Diversilab
(Repetitive Extragenic Palindromic Element-Polymerase Chain Reaction)] analysis was made in order to examine colonial association in
100 E. coli strains among these isolates.

Results: Out of 113 isolates, 112 (85.5%) were detected to have CTX-M group 1 enzyme, 43 (32.1%) isolates had TEM type, 44
(32.8%) had OXA type, 31 had both TEM and OXA types and 1 (0.76%) had both TEM and SHC type of beta-lactamases. Four (3%)
isolates had CTX-M group 9, 6 (4.5%) had CTX-M group 1 and 9, 2 (1.5%) had CIT, 2 (1.5%) had OXA-48 and 1 (0.75%) had
VIM type beta-lactamases. aac(6°)-1b gene region responsible for resistance to quinolones was detected in 59 (54.2%) E. coli and 15
(62.5%) K. pneumoniae strains. In addition to this gene region, three E. coli isolates and one K. pneumoniae isolate were found positive
for qnrS, one K. pneumoniae isolate was found positive for qnrB and one E. coli isolate was found positive for gepA genes. Two main
clones were detected in E. coli strains by rep-PCR method. All strains found in the main clones were detected to have CTX-M group 1
and TEM type beta-lactamases and aac (6°) 1b quinolone-resistance gene.

Conclusion: Majority of the ESBL-positive enteric bacteria isolated form clinical specimens were determined to have beta-lactamases and
quinolone-resistance genes. It is observed that CTX-M group 1 and aac (6°)-Ib gene region are particularly common in ESBL-positive
isolates that were isolated in our hospital.
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GIRIS

Beta-laktam grubu antibiyotikler cesitli gram-
negatif ve gram-pozitif bakteri infeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanildigi icin bu an-
tibiyotiklere karsi diren¢ olusumu sik goriilmekte-
dirll, Gram-negatif bakterilerin cogu dogal olarak
kromozomal genler tarafindan kodlanan beta-lak-
tamazlar {iretmektedir. Son 20 wilhk donemde
¢cok sayida yeni beta-laktam antibiyotik gelistirilmis
ancak tedaviye giren her yeni antibiyotikle birlik-
te farkh tiirde beta-laktamaz gruplarn da ortaya
clkmlstlr[zl.

Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek
inaktif hale getiren beta-laktamaz enzimi iiretimi,
basta Enterobacteriaceae lyeleri olmak iizere bir-
cok bakteri tiirliniin en ©nemli direnc mekaniz-
malarindan birisidir. Bugiine kadar 350’ye yakin
beta-laktamaz enzimi tammlanmustir. Bunlarin yak-

lasik 150 tanesi genislemis spektrumlu beta-lakta-
mazlar (GSBL)dirltl. GSBL (iiretiminin Klebsiella
tiirleri ve Escherichia coli basta olmak iizere pa-
tojen bakteriler arasinda hizla yayihmi tedavide
ciddi sorunlar olusturmaktadir®®. GSBL sentezle-
ven E. coli ve Klebsiella suslann cogunlukla bircok
antibiyotige direncli olduklarindan bu mikroorga-
nizmalarla gelisen infeksiyonlarda tedavi secenekle-
ri kisithdir. GSBL iireten mikroorganizmalara bagh
cok sayida epidemi bildirilmistir. GSBL (iiretiminin
klinik yaniti olumsuz etkiledigi ve bu mikroorga-
nizmalara bagli bakteremilerde mortalitenin arttig

arastirmalarda g'cisterilmistir[4].

Son vyillarda yapilan arastirmalarda GSBL iire-
lirlenmistir. Bu direncin plazmid kaynakhi gnrA,
qgnrB, qnrS, gnrC, gepA ve aac(6’)-Ib gen bolgele-
rinin oldugu gb‘sterilmistir[5]. Ulkemizde Ulusal An-
timikrobiyal Direnc Siirveyans Sistemi 2011 wilhk
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raporuna gore; E. coli izolatlarinda siprofloksasi-
ne %46.3, levofloksasine %48.8 oraninda direnc
oldugu, GSBL porzitif izolatlarda ise bu direnc
oraninin siprofloksasine ve levofloksasin icin %71
oldugu bildirilmistir. K. pneumoniae izolatlarinda
ise siprofloksasin %31.7, levofloksasine %27.5,
GSBL porzitif izolatlarda ise siprofloksasine %46.4,
levofloksasine %41.8 oraninda direnc bildirilmis-
tirl®l, GSBL porzitif izolatlarda kinolon direncinin
daha fazla oldugu goriilmektedir. Laboratuvarimiz-
da 2011 wyilinda izole edilen E. coli suslarinda
siprofloksasin direnci %49.9, K. pneumoniae’'da
ise %20.4 olarak saptanmustir.

Bu calismada, yatan hastalardan izole edi-
len GSBL aktivitesi pozitif olan E. coli ve K.
pneumoniae suslarinda multipleks polimeraz zincir
reaksivonu (PCR) vyontemi ile beta-laktamaz ve
kinolon direncinden sorumlu gen bolgelerinin be-
lirlenmesi, buna ek olarak da GSBL pozitif olarak
saptanan 100 E. coli susunun Repetetive Extra-
genic Palindromic Element (rep) PCR ile klonal
iliskisinin arastirilmasi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Ocak 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda
Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde cesitli kliniklerde yatan hastalardan,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
gonderilen Kklinik ©rneklerden (idrar, kan, doku,
apse ve vara) izole edilen GSBL pozitif 131 En-
terobacteriaceae izolati (108 E. coli, 23 K. pneu-
moniae) cahsmaya alindi. Kliniklerden gonderilen
hasta orneklerinin ekimleri uygun besiyerlerine
vapildiktan sonra 37C°de 18-24 saat inkiibas-
yona birakildi. Ertesi giin Kkiiltiirde {ireyen mikro-
organizmalar koloni morfolojileri ve Gram boyali
preparatlar yapilarak degerlendirildi. Gram-negatif
enterik bakterilerin tanimlanmas: icin Kklasik bi-
yokimyasal testler vyapildi. Bu amacla Kligler-iron
agar, lizin-iron agar, sitrat, iire, indol, hareket
besiyerlerine ekimleri yapilarak identifikasyonla-
rn vyapildi. Gerekli durumlarda otomatize bakte-
ri identifikasyon sistemi (VITEK-2, BioMerieuix,
ABD) kullanildi. Antibiyotik duyarhhk testleri Mu-
eller-Hinton agar besiyeri kullanilarak Kirby-Bauer
disk diflizgon yontemiyle yapildi. Etiivde 35°C’de
18 saatlik inkiibasyon sonrasi zon caplart Olctile-
rek CLSI 2012'ye gore de§erlendirildi[7].

GSBL tespiti icin cift disk sinerji ve kombi-
ne disk difiizyon testleri yapildi. Cift disk sinerji
testinde, 0.5 Mc Farland yogunlugunda hazir-
lanan bakteri stispansiyonu Mueller-Hinton agar
plaklarina ekildi. Amoksisilin/klavulanik asit (AMC,
20/10 pg) antibiyotik diskinin etrafina, merkezden
merkeze uzakhk 25 mm olacak sekilde, seftriak-
son (30 pg), seftazidim (30 pg), sefotaksim (30
ng) ve sefepim (30 pg) antibiyotik diskleri (Oxoid,
Ingiltere) verlestirildi. Plaklar bir gece 35°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, antibiyotik
disklerine ait inhibisyon zonlarinin, amoksisilin/
klavulanik asit yoniinde genisleme gostermesi veya
diskler arasindaki bolgede bir inhibisyon alaninin
gozlenmesi, GSBL varligi acisindan pozitiflik ola-
rak kabul edildi. Kombine disk difiizyon testinde;
sefotaksim, sefotaksim/Kklavulanik asit (30 pg/10
ug) ve seftazidim, seftazidim/klavulanik asit (30
pug/10 pg) diskleri kullanildi. Mueller Hinton agar
plaklarina 0.5 Mc Farland yogunlugundaki bak-
teri stispansiyonu yayildiktan sonra klavulanik asit
iceren ve icermeyen sefotaksim ve seftazidim disk-
leri yerlestirildi. Bir gece 35°C’de inkiibasyondan
sonra Klavulanik asit iceren antibiyotik diskleri
etrafindaki inhibisyon zonu, klavulanik asit icerme-
yven disk etrafindaki inhibisyon zonuna kiyasla 5
mm veya daha fazla genisse, izolat GSBL iiretimi

acisindan pozitif kabul edildil”!.

GSBL iireten izolatlarin, enzim tiplerinin sap-
tanabilmesi icin oncelikle DNA izolasyonu yapildi.
DNA izolasyonu icin kaynatma yontemi kullanldi!®l,
DNA izolasyonunu takiben ©zgiil primerler kullani-
larak multipleks PCR ile CTX-M tipi beta-laktam
enzimlerinin varh@ arastinldi®.. Multipleks PCR ile
beta-laktamaz direncinden sorumlu gen bolgeleri
olan blarpyy blaginy blapgya 1 blacry (grup 1,
2, 8 ve 25) cahsildi (Tablo 1). Karbapenem di-
rencinden sorumlu gen bolgelerini belirlemek icin
karbapenem direncli iki susta, blayg, blagcs bla-
PER blawM, bIaIMP ve bIaKPC ve bIaOXA—48 gen
bolgeleri cahsildi (Tablo 2). PCR karisimi 50
pL olacak sekilde steril distile su, tampon (1X)
(Fermentas), MgCl, (2.5 mM) (Fermentas, USA),
dNTP (200 pL) (Fermentas, USA), Taq polimeraz
(2.5 U/ul) (Fermentas, USA), 20 pmol/uL pri-
mer (MolBiol, Germany) ve 5 pL ekstrakte edilen
DNA konularak hazirlandi. CTX-M grubu icin;
94°C’de 10 dakikalik baslangic denatiirasyonun
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Tablo 1. Beta-laktamaz gen bolgesi icin primerler

Hedeflenen beta-laktamaz
gen bolgesi

Primer cifti

Amplifikasyon iiriinii
(baz cifti) (bg)

TEM varyantlari TEM-1 ve TEM-2
SHV
OXA-1, OXA-4, OXA-30

CTX-M grup 1, grup 2 ve grup 9
(CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15,
CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-14)

CTX-M grup 8/25 (CTX-M-8, CTX-M-25,
CTX-M-26, CTX-M-39, CTX-M-41)

ACC-1 ve ACC-2

FOX-1 ve FOX-5

MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8, CMY-
11 ve CMY-19

DHA-1, DHA-2

LAT-1-3, BIL-1, CMY-2-7,CMY-12-18 ve
CMY-21-23

ACT-1 ve MIR-1

PER-1 ve PER-3

VEB-1-6

MultiTSO-T-F-5'CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC3’
MultiTSO-T-R-5'CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC3’

MultiTSO-S-F-5’AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC3’
MultiTSO-S-R 5’ATCCCGCAGATAAATCACCAC3’

MultiTSO-O-F-5" GGCACCAGATTCAACTTTCAAG3’
MultiTSO-O-R-5‘GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG3’

MultiCTXMGpl1 -F-5'TTAGGAARTGTGCCGCTGYAP3’
MultiCTXMGp1-2-R- 5'CGATATCGTTGGTGGTRCCATP3'
MultiCTXMGp2-F- 5'"CGTTAACGGCACGATGAC3’
MultiCTXMGp1-2-R-5 CGATATCGTTGGTGGTRCCATP3'
MultiCTXMGp9-F-5" TCAAGCCTGCCGATCTGGT3’
MultiCTXMGp9-R-5" TGATTCTCGCCGCTGAAG3’

CTX-Mg8/25-F-5’- AACRCRCAGACGCTCTACP3’
CTX-M98/25-R-5'TCGAGCCGGAASGTGTYATb3'

MultiCaseACC-F-5" CACCTCCAGCGACTTGTTAC3’
MultiCaseACC-R-5" GTTAGCCAGCATCACGATCC3'’

MultiCaseFOX-F-5" CTACAGTGCGGGTGGTTT3’
MultiCaseFOX-R-5" CTATTTGCGGCCAGGTGA3’

MultiCaseMOX-F-5’- GCAACAACGACAATCCATCCT3’
MultiCaseMOX-R-5'GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA3’

MultiCaseDHA-F-5 TGATGGCACAGCAGGATATTC 3’
MultiCaseDHA_rev GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG

MultiCaseCIT-F-5'CGAAGAGGCAATGACCAGAC3'’
MultiCaseCIT-R-5’ACGGACAGGGTTAGGATAGYb3’

MultiCaseEBC-F-5'CGGTAAAGCCGATGTTGCG3’
MultiCaseEBC-F-5’AGCCTAACCCCTGATACA3'

MultiPER-F-5'GCTCCGATAATGAAAGCGT3’
MultiPER-R-5'TTCGGCTTGACTCGGCTGA3’

MultiVEB-F-5'CATTTCCCGATGCAAAGCGT3’
MultiVEB-R-5'CGAAGTTTCTTTGGACTCTG3’

800 bg

713 bg

564 bg

688 b
404 be
561 b

326 be

346 be

162 bg

895 bg

997 be

538 bg

683 bg

520 bg

648 bg

Tablo 2. Karbapenemaz gen bolgesi icin primerler

Hedeflenen beta-laktamaz
gen bolgesi

Primer cifti

Amplifikasyon
iirtinti (baz cifti) (bg)

GES-1-9 ve GES-11

MultiGES F-5’AGTCGGCTAGACCGGAAAG3'’

MultiGES R-5'TTTGTCCGTGCTCAGGAT3’

OXA-48-benzeri

MultiOXA-48-F-5'GCTTGATCGCCCTCGATT3’

MultiOXA-48-R-5'GATTTGCTCCGTGGCCGAAA3’

IMP

MultilIMP F-5'TTGACACTCCATTTACDGb3’

MultilIMP R-5'GATYGAGAATTAAGCCACYCTb3’

VIM

MultiVIM F-5'‘GATGGTGTTTGGTCGCATA3'’

MultiVIM R-5'CGAATGCGCAGCACCAG3’

KPC

MultiKPC F-5'CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC3’

MultiKPC R-5’ACGACGGCATAGTCATTTGC3’

399 be
281 bg
139 bg
390 bg

538 be
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Tablo 3. Kinolon direng gen bolgeleri icin kullanilan primerler

Amplifikasyon

Hedeflenen kinolon gen bolgesi  Primer cifti trina (baz cifti) (bg)

qnrA qnrA1-qnrA6-F 5’AGAGGATTTCTCACGCCAGG3’ 580 bg
qnrA1-qnrA6-R 5'TGCCAGGCACAGATCTTGAC3’

qnrB gnrB1-qnrB6 F-5'GGMATHGAAATTCGCCACTG3’ 264 bg
gnrB1-qnrB6 R-5'TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA3’

qnrS gnrS1-gnrS2 F-5‘GCAAGTTCATTGAACAGGGT3! 428 be
gnrS1-gnrS2 R-5'TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG3’

qnrC QnrC-F 5’GGGTTGTACATTTATTGAATC3' 447 be
QnrC-R 5'TCCACTTTACGAGGTTCT3’

qepA QepA-F 5’GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG3! 199 bg
QepA-R 5'CTTCCTGCCCGAGTATCGTG3'

aac(6’)-1b Aac-F-5'TGA CCT TGC GAT GCT CTA TG-3' 506 bg

Aac-R-5'TTA GGC ATC ACT GCG TGT TC-3'

ardindan, 30 siklus olarak 94°C’de 40 saniye
denatiirasyon, 60°C’de 40 saniye baglanma ve
72°C’de 1 dakika uzama, 72°C’de 7 dakika son
uzama olarak uygulandi. Karbapenem gen bolge-
sinin amplifikasyonunda baglanma sicakh@ VIM,
IMP ve KPC icin 55°C, GES ve OXA 48 icin
57°C olarak uygulandi. PCR ile kinolon direncin-
den sorumlu olan gnr (gnrA, gnrB, qnrS, gnrC),
gepA ve aac(6’)-Ib gen bolgeleri uygun primerler
kullanilarak cahslldl[lo’lzl (Tablo 3). PCR karisimi
50 pL olacak sekilde steril distile su, tampon (1X)
(Fermentas), MgCl2 (2.5 mM) (Fermentas, USA),
dNTP (200 pL) (Fermentas, USA), Taq polime-
raz (2.5 U/pL) (Fermentas, USA), 20 pmol/
pL primer (MolBiol, Germany) ve 5 pL ekstrakte
edilen DNA konularak hazirlandi. PCR amplifikas-
yon programi, qnrA, qnrB, qnrS icin; 95°C’de
10 dakikalik baslangic denatiirasyonun ardindan,
35 siklus olarak 95°C’de 1 dakika denatiirasyon,
54°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1 dakika
uzama, 72°C’de 10 dakika son uzama, gnrC ve
gepA icin 30 siklus olarak, 94°C’de 10 dakika
on denatiirasyon, 94°C’de 30 saniye, 53°C’de
45 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama,
72°C’de 5 dakika son uzama, aac(6’)-Ib icin 35
siklus olarak 95°C’de 1 dakika denatiirasyon,
58°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1 dakika
uzama, 72°C’de 10 dakika son uzama olarak
uygulandi. Elde edilen PCR iiriinleri etidyum bro-
midli agaroz jele yiiklendikten sonra elektroforez
islemine tabi tutuldu.

[zolatlar arasindaki klonal iliskiyi arastirmak icin
100 E. coli susu rep-PCR yontemi ile (Diversilab)
calisildi. Diversilab sistemine bagh rep-PCR uygu-
lamasi asamalari; DNA ekstraksiyonu, diversilab
parmak izi kitleri ile rep-PCR; diversilab c¢ipleri
ile mikro akiskan elektroforez ve internet tabanl
yazilm programyla sonuclarin  degerlendirilmesi-
dir. Orneklerin rep-PCR profil benzerliklerinin he-
saplanmasi, DiversiLab yazilimi {izerinde Pearson
korelasyon katsayisi ve UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) yontemi
kullanilarak yapildi. Benzerlik oran1 %95’in altinda
olan ornekler farkh klon, %95’in iizerinde benzer-
lik ve 1-2 bant farkhih@ olan ©rnekler ana klon
ve ayirt edilemez benzerlik yiizdeleri (benzerlik >
%97) olan ornekler ana klonun alt tipi olarak (alt
klon) degerlendirildi.

Sekil 1. CTX-M grup 1 tipi beta-laktamaz Ureten izolat-
larin elektroforez goriinttsi (1. kuyu marker; 2-13. kuyular
CTX-M grup 1 tipi beta-laktamaz lireten izolatlar).
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Sekil 2. TEM ve OXA grup 1 tipi beta-laktamaz Ureten izolatlarin elektroforez gériintisi (1. kuyu marker; 2 ve 9. kuyu TEM ve
OXA tipi beta-laktamaz; 3, 4, 6, 7, 8, 10 ve 13. kuyular TEM tipi; 5, 11 ve 12. kuyular OXA tipi beta-laktamaz Ureten suglar).

Sekil 3. CIT tipi beta-laktamaz Ureten izolatin elektroforez goriintisi (1. kuyu marker; 9. kuyu CIT tipi beta-laktamaz
Urreten izolat).

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 108 E. coli ve 23 K.
pneumoniae susunun; 100 (%76.3)1 idrar, 19
(%14.5u vara, 7 (%5.4)si kan ve 5 (%3.8)i
doku ©rneklerinden izole edilmistir. Bu izolatlarin;
%35.8'i cocuk sagh@ ve hastaliklan, %22.2°si ic
hastaliklar;, %21.3’i iroloji, %6.1’i genel cerrahi,
%6.11 infeksiyon hastaliklar;, %2.3'i beyin cerra-
hisi, %3.1’1 kalp ve damar cerrahisi, %3.1’i kadin
hastaliklart ve dogum Klinigindeki hastalardan izole
edilmistir. Antibiyotik duyarlihk test sonucuna gore;
108 E. coli susunun, sefoksitine 2 (%1.9)’si, sefta-
zidime 107 (%99.1)’si, seftriaksona 106 (%98.2)'s1

ve sefepime 108 (%100)i direncli bulunmustur.
Imipenem ve meropeneme direncli susun olmadi-
g1, diger antibiyotiklerden ise amikasine 4 (%3.7),
gentamisine 58 (%53.7) siprofloksasin, levofloksa-
sin ve ofloksasine 59 (%54.6) ve trimetoprim-siil-
fametoksazole 74 (%68.5)'1i direncli olarak tes-
pit edilmistir. Yirmi iic K. pneumoniae susunun;
sefoksitine 12 (%52.2)’si, seftazidim, seftriakson
ve sefepime vyirmi iic (%100)l, imipeneme 1
(%4.4)’i ve meropeneme 1 (%4.4)’i, diger antibi-
yotiklere ise amikasine 4 (%17.4)'li, gentamisine
13 (%59.5)1i, siprofloksasin, levofloksasin ve of-
loksasine 15 (%65.2)'i ve trimetoprim-siilfametok-
sazole 11 (%47.8)i direncli olarak bulunmustur.
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Sekil 4. OXA-48 tipi beta-laktamaz lireten izolatlarin elektroforez goriintisui (1. kuyu marker; 3 ve 5. kuyular pozitif izolatlar).

Sekil 5. aac(6’)1b genine sahip izolatlarin elektroforez goriintusi (1. kuyu marker; 1, 2, 3, 4. kuyular pozitif izolatlar).

Cift disk sinerji testi ile E. coli suslarinin
107 (%99.1)'si ve K. pneumoniae suslarinin 23
(%100)'1,, kombine disk difiizyon testi ile E. coli
suslarinin 108 (%100)i ve K. pneumoniae sus-
larimin ise (%100)'ii GSBL pozitif olarak saptan-
mistir. Bu suslarin tiimiinde molekiiler yontemle
en az bir veya birden fazla GSBL aktivitesinden
sorumlu gen bolgesi tespit edilmistir.

Bu calismada 131 izolatin 112 (%85.5)'sinde
CTX-M grup 1 enzimi, 43 (%32.8)iinde TEM
tipi, 44 (%33.8)iinde OXA tipi, 31 (23.6)inde
hem TEM hem de OXA tipi ve bir izolatta hem
TEM hem de SHV tipi beta-laktamazlar sap-
tanmistir. Dort (%3) izolatta CTX-M grup 9, 6
(%4.5) izolatta CTX-M grup 1 ve 9, 2 (%1.5)

izolatta CIT, 2 (%1.5) izolatta OXA-48 ve 1
(%0.8) izolatta VIM tipi beta-laktamaz tespit edil-
mistir (Sekil 1-4).

GSBL porzitif ve kinolon direnci olan 74 susun
cogunlugu cocuk sagh@ ve hastaliklann (%35.2) ile
tiroloji kliniginden (%32.4) gelen orneklerden izole
edilmistir. Izolatlarin diger servislerdeki dagilimi ise;
genel cerrahi %6.7, kadin hastaliklan ve dogum
%1.4, infeksiyon hastaliklar1 %2.7, ortopedi %1.4
ve ic hastaliklann %20.2 olarak belirlenmistir. Sus-
larin %91.8'i idrar, %2.7’si doku, %2.7’si yara ve
%2.7’si kan orneklerinden izole edilmistir. Bu ca-
lisma sonucunda, aac(6)-Ib gen bolgesi 59 E. coli
ve 15 K. pneumoniae susunun tamaminda tespit
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Sekil 6. QnrS genine sahip izolatlarin elektroforez goriintiisi (5. kuyu marker; 2, 3, 4 ve 6. kuyular pozitif izolatlar).

edilmistir (Sekil 5). Bu gen bolgesine ek olarak, 3
E. coli ve 1 K. pneumoniae izolatinda gnrS ($ekil
6), 1 K. pneumoniac¢da gnrB, 1 E. colide gepA
geni saptanmustir. Izolatlarin hicbirinde gnrC ve
gnrA gen bolgeleri tespit edilmemistir.

Calismada rep-PCR Diversilab yontemi ile tip-
lendirilen 100 E. coli izolatindan ikisi ana Kklon
(I ve 2) olmak iizere toplam 5 farkh Kklon (1-
5) elde edilmistir. Birinci ana klon E. coli'lerin
19 (%19)unun toplandigi en biiyiik klon olarak
tespit edildi. Ikinci ana klon 11 (%11) sus ile
ikinci buytik klondu. Uciinci klon 2 (%11)'ser
sus; dordiincii ve besinci klon 5’ser (%5) sus
icermekteydi. Bunlar disindaki 42 susun (%42)
diger klonlarda bulundugu saptanmustir.Her iki ana
klonda bulunan izolatlarin cogunlugu cocuk saghgi
ve hastaliklann ve iiroloji kliniklerinden gonderilen
orneklerden elde edilmistir. Ana Kklonlardaki 30
ornekten 26’s1 idrar, biri kan, ikisi yara ve biri
dokudur. Orneklerin 11'i cocuk saghg ve hasta-
liklar, 19’u iiroloji Kkliniginden geldi. Ana klonlar-
daki suslarin hepsinde CTX-M Grup 1 ve TEM
tipi beta-laktamazlar ile aac(6’)1b kinolon direnc
geni saptanmustir. Ozellikle birinci ana klondaki
izolatlarin ¢ocuk sagh@i ve hastaliklar1 Kliniginden
mart ayinda gelen orneklerden izole edildigi goz-
lenmistir. Her klondan bir sus secilerek klonlarin

birbirlerine benzerlik oranlari, dendrogramlar ve
benzerlik matrikslerinde gosterilmistir (Sekil 7-10).

TARTISMA

Gram-negatif bakterilerden ozellikle E. coli ve
Klebsiella spp. suslarinda beta-laktam antibiyotik-
lere karsi diren¢ artisi tedavide zorluklarin yasan-
masina neden olmaktadir. 1990’ yillarin sonuna
dogru GSBL iireten ve AmpC tipi beta-laktamaz
tasiyan Enterobacteriaceae izolatlarimin sayisindaki
artis dikkat cekicidir’3!. Giintimiizde GSBL pre-
valans: iilkeden iilkeye degismekle birlikte arastir-
macilar tarafindan farkli iilkelerde yapilan cals-
malarda, E. coli ve Klebsiella spp.’de saptanan
en yiikksek GSBL oranlarinin Hindistan (= %80)
ve Cin'de (> %60) oldugu bildirilmistir14-1%]. Bu
oranlar Dogu ve Giineydogu Asya, Latin Amerika
ve Giiney Avrupa’da > %30 iken Avusturalya,
Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da %5-10 ola-
rak bulunmustur(1€!.

Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinde ozellikle de
E. colide baskin olan CTX-M tipi GSBL'ler Gii-
ney Amerika, Asya ve Avrupa olmak iizere tiim
diinyada giderek yaygmlasmaktadir'>. Hansen ve
arkadaslari, Danimarka’da yaptiklari cok merkezli
bir calismada, 18.259 hastanin kan ve 47.504
hastanin idrar ©rneklerinden izole edilen GSBL
pozitif 352 E. coli, K. pneumoniae ve Proteus
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Sekil 7. Ana klon | dendogram.

mirabilis susunda agirhkh olarak CTX-M-15 ve
bunun yaninda SHV, OXA ve TEM tipi beta-lak-
tamazlan saptam1slard1r[17]. [spanya’da Alegria ve
arkadaslari, GBSL pozitif 162 K. pneumoniae
susunun 76 (%67)sinda CTX-M, 31 (%27)inde
SHV ve 6 (%5)sinda TEM tipi beta-laktamazlari,
Chong ve arkadaslar agirlikli olarak CTX-M grup
2, TEM ve SHV tipi beta-laktamazlari, Diaz ve
arkadaslari CTX-M-14 (119 izolat), SHV-12 (68
izolat), CTX-M-15 (37 izolat) ve CTX-M-9 (21

izolat) tipi beta-laktamazlari, Peireno ve arkadas-
lani Kanada’da CTX-M 14 ve 15 tipi beta-lakta-
mazlar1 vaptiklar1 calismalarda bildirmislerdir!18-211,
fran'da vapilan bir calismada, sekiz aylik siirede
toplanan 111 E. coli izolatimn 37 (%33.3)’sin-
de GSBL aktivitesi saptanmis olup, suslarin 35
(%94.6)'inin CTX-M tipi, 21 (%56.8)'inin TEM
ve 5 (%13.5)inin SHV tipi beta-laktamaz tasidig
tespit edilmistir?2l. Ulkemizde bu konuda vapilan
calismalarda; Bayraktar ve arkadaslari GSBL po-
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Sekil 8. Ana klon | benzerlik matriksi.

zitif 1640 Enterobacteriaceae izolatinda CTX-M
grup 1, CTX-M grup 2 ve CTX-M grup 9 en-
zimlerini saptamlslardlr[23]. Giiran ve arkadaslar,
GSBL iireten 310 E. coli susunun 30 (%9.6)'unda
CTX-M-15, 14 (%4.1)iinde CTX-M-14 tipi beta-
laktamazlar1  bildirmislerdir4]. Calismamizda yu-
karda bahsedilen sonuclarla benzer olarak 131
izolatin 112 (%85.5)'sinde CTX-M grup 1 enzimi,
4 (%3) izolatta CTX-M grup 9, 6 (%4.5) izolatta
CTX-M grup 1 ve 9 birlikte %32.8 TEM tipi,
%33.8 OXA tipi, %23.6 hem TEM hem OXA
tipi beta-laktamazlar da saptanmustir. Tim diinya-
da sik rastlanan GSBL tipi beta-laktamazlarin yam
sitra AmpC tipi beta-laktamaz bildirimi de gittikce
artmaktadir. Coskun ve arkadaslarn sefoksitine di-
rencli 50 izolatin 22 (%88)’sinde multipleks PCR
ile AmpC tipi beta-laktamaz saptamlslardlr[25].
PCR ile AmpC pozitif bulunan izolatlarin hep-
sinin CIT (CMY-2 ile CMY-7 arasi, LAT-1 ile
LAT-7 arast ve BIL-1 AmpC beta-laktamazlarin
bulundugu grup) ailesine ait AmpC tipi beta-lak-

tamazlar oldugunu bildirmislerdir. Bu izolatlarin
birinde hem CIT hem de EBC tipi AmpC enzim,
birinde de CIT ve MOX'un birlikte oldugu goriil-
miistiir. Balike1 ve arkadaslar, 2008-2011 willan
arasinda vaptiklar1 calismada, 1030 E. coli, 286
Klebsiella spp. olmak iizere 1316 izolat icerisinde
fenotipik olarak sefoksitine direncli 36 (%2.7)
izolatin (%77’si E. coli, %23'i K. pneumoniae)
sadece 10 (%27.7, timii E. colj'unda plazmid
aracil AmpC gen varhidi saptanmis olup izolat-
larda iiretilen enzimlerin CMY-2 tipinde oldugu
belirlenmistir(26!. Calismamizda 2 (%1.5) E. coli
izolatinda CIT grubu AmpC pozitif olarak bulun-
mustur. Bu izolatlarin her ikisinde ayrica CTX-M
grup 1 tipi beta-laktamaz, bir izolatta hem TEM
hem de OXA tipi beta-laktamazlar saptanmistir.
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa’dan
yapilan calismalarda enterik bakterilerde metallo
beta-laktamaz ve K. pneumoniae karbapenemaz
(KPC) aracih karbapenem direncinin oldukca bii-

yilk sorun olusturdugu bildirilmektedir'27], Yap-

FLORA 2016;21(2):64-76



Enterobacteriaceae Klinik izolatlarinda Beta Laktamaz ve

| Kinolon Direnc Genlerinin Arastiriimasi

wvu
" Key  SamplelD  Location Date Collected  Sample Type
— 01 18bia pediyatn 2010-09-23 idrar
—2 16bla muneloj 2000-12-Mm idrar
B3 98 bla dermatolop 2010-11-08 idrar
nd 85 bla pediyatn 2010-12-24 idrar
- | §1 68 bla onkoloj 20me-11-1 idrar
L 13 95 bla pediyaln 2010-10-24 idrar
— 7 56 bla uroloji 2010-12-23 idrar
BE S1bla enfleksiyon 2011-03-16 idrar
Bs 94 bla uroloji 20M0-10-1 idrar
E B0 55 Bla pediyatri 2011-02-17 idrar
| §i 59 bla uroloji 2010-11-26 idrar
——t———
WO M %W W W
% Sandarihy
Sekil 9. Ana klon Il dendogram.
[ e = ey = —— .
(2= -] L] Aa - 3 p -]
miig Sl b
94 Bla
55 bla
11 S8ba

Sekil 10. Ana klon Il benzerlik matriksi.

tigimiz  calismada karbapenem direnci saptanan
iki izolat hastanemizde bu direncin goriildiigi ilk
suslar olup, iki izolatta OXA-48 (%1.5) ve bir
izolatta ek olarak VIM (%0.76) tipi beta-laktamaz
tespit edilmistir.

Plazmidler aracih@iyla beta-laktam, makrolid,
aminoglikozid gibi bircok antibiyotik grubuna di-

renc gelistigi bilinmekle birlikte, 1998 yihna kadar
kinolon grubu antibiyotiklere plazmidler aracilig
ile diren¢ gelisebilecegi kesin olarak bilinmiyordu.
GSBL ireten bakterilerde florokinolonlara karsi
yiiksek direnc oranlar bildirilmektedir. GSBL iire-
ten suslarda plazmid aracili kinolon direnci cok-
lu ilac direncinin gostergesi olarak sayilabilir28!.
2009 vyiinda “European Antimicrobial Resistan-
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ce Surveillance System” tarafindan Avrupa’da
plazmid aracili kinolon direncinin Estonya ve
Norvec’'te %7, Finlandiya’da %8 iken, Malta’da
%35, Kibris'ta %40 ve Tiirkiye’de %53 oldugu
bildirilmistir2%,

Calismamizda qnrA, gnrB, gnrS ve gnrC gen
bolgeleri diisiik oranda belirlenirken aac(6’)-Ib gen
bolgesi ise 74 susun tamaminda saptanmustir. Ay-
rica tek bir susta aym anda birden fazla kinolon
gen direncinden sorumlu gen bolgesi belirlenmistir
ve 3 E. coli ve 1 K. pneumonaie izolatinda gnrS,
bir K. pneumoniae’'da gnrB, bir E. colide gepA
geni porzitif olarak bulunmustur. Bizim vaptigi-
mizla calismayla paralel olarak iilkemizde Aktepe
ve arkadaslari vaptiklar1 calismada aac(6)-Ib gen
oranimi %59.8 olarak saptamislardir ve suslarin
hicbirinde gnrA, gnrB, qnrS ve gnrC gen bolge-
lerini tespit etmemislerdir 10,

Gliniimiizde nozokomiyal salginlarin belirlen-
mesinde rep-PCR yonteminin duyarli, hizh ve
givenilir oldugu yapilan calismalarda bildirilmistir.
Rokotohirina ve arkadaslar1 coklu ilac direnci olan
49 GSBL porzitif E. coli, K. pneumoniae, Klebsiel-
la oxytoca ve Enterobacter cloacae izolatinin 37
(%75.5)’'sinde  blaCTX-M-15 ve 39 (%387)'unda
SHV-2 saptamlslardlr[SO]. Bu izolatlarin biiyiik bir
kismimin rep-PCR ile Al grubunda yer aldigi-
m  bildirmislerdir. Calismamizda ana klonlardaki
suslarin hepsinde CTX-M grup 1 ve TEM tipi
beta-laktamazlar ile aac(6’)1b kinolon diren¢c geni
saptanmustir. Ozellikle birinci ana klondaki izolat-
larin cocuk sagh@i ve hastaliklar kliniginden mart
ayinda gelen o©rneklerden izole edildigi ve gen
bolgelerinin  benzer oldugu gozlenmistir. Bunun
hastanemizde direnc genlerinin klonal bir yayilimi-
nin gostergesi olabilecegi diistintildii.

Sonu¢ olarak gram-negatif enterik bakterilerde
farkli direnc mekanizmalarinin cesitlilik kazanmas:
ve direncin farkh bakteriler arasindaki aktarimi bu
suslarin tedavisini zorlastirmaktadir. Bu nedenle,
direnc genlerinin ve prevalansimin belirlenmest,
uygun tedavi protokollerinin gelistirilmesine yar-
dimci olacaktir. Ayrica, hastane infeksiyonlarinda
direncin klonal yayilimi ve nozokomiyal salginlarin
oniine gecilmesi icin tiniversal izolasyon prensiple-
rine uyulmasi gerekmektedir.
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