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OZET

Bu calismada, Istanbul Tip Fakultesi Hastanesinin farkli Gnitelerinde (yogun bakim, hematoloji, onko-
loji, yenidogan, transplantasyon, cocuk cerrahisi) yatan hastalarin cesitli klinik 6rneklerinden (idrar, kan,
trakeal aspirat, apse, bodaz, dren/kateter ucu, plevra/periton sivisi, beyin omurilik sivisi, g6z) izole edilen
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Ureten 12 Escherichia coli ve 32 Klebsiella spp. (28 K.pne-
umoniae, 4 K.oxytoca) suslarindaki beta-laktamaz enzimlerinin arastiriimasi ve tiplendirilmesi amaglanmis-
tir. NCCLS (CLSI) onerilerine gore disk diflizyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
imipeneme ve meropeneme direncli susa rastlanmamistir. Agar dillisyon yontemiyle hem E.coli, hem de
Klebsiella suslarinda sefotaksim icin MlK50 ve MlK90 sirastyla 16 pg/ml ve 64 pug/ml olarak bulunmustur.
GSBL varhg, disk diflizyon testinde klavulanik asit ve 3. kusak sefalosporinler arasindaki sinerji ile goste-
rilmistir. Suslarin timd, cift disk sinerji ve E-test ile GSBL fenotipi gostermistir. Yapilan izoelektrik fokusla-
ma sonugclarina gore, suslarda, pl: 5.4-9.0 arasinda 1-4 adet beta-laktamaz bulunmustur. TEM, SHV ve
CTX-M genlerine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonuglarina go-
re K.pneumoniae ve E.coli suslarinda TEM, SHV ve CTX-M beta-laktamazlarin orani sirasiyla %64.3,
%92.9, %64.3 ve %66.7, %25, %83.3 olarak bulunmustur. ERIC-2 primeri kullanilarak yapilan RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA)-PCR ile suslarin 170-1500 bp arasinda bantlara sahip oldugu
gorilmus ve K.pneumoniae'da 10, K.oxytoca’da 3 ve E.col’de 6 grup belirlenmistir. Konjugasyon ile 44
susun 31 (%70.4)'inde antibiyotik direnci alici susa aktarilabilmistir. Plazmid profil analizine gére trans-
konjugatlarin 20 (%64.5)’sinin tek bir plazmide (> 48 kb), 11 (%35.5)’inin ise birden fazla plazmide (10-
100 kb) sahip oldugu saptanmistir. Bu sonugclar, hastanemizde izole edilen E.coli ve Klebsiella suslari ara-
sinda CTX-M beta-laktamazin, yiiksek oranda oldugunu ve hizla yayildigini gostermektedir.

Anahtar sézciikler: E.coli, K.pneumoniae, GSBL, PCR, plazmid profil analizi, Tiirkiye.

* Bu calisma, istanbul Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmis (Proje no: T-223) ve 21. Antibiyotik ve Ke-
moterapi (ANKEM) Kongresi (4-8 Haziran 2006, Antalya)'nde sozlii olarak sunulmustur.
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Escherichia coli ve Klebsiella spp. Suslarinda Genislemis Spektrumlu
Beta-Laktamazlarin Tiplendirilmesi ve Plazmid Profil Analizi

ABSTRACT

The aim of this study was to identify the types of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) produ-
ced by 12 Escherichia coli and 32 Klebsiella spp. (28 K.pneumoniae, 4 K.oxytoca) strains isolated from va-
rious specimens (urine, blood, tracheal aspirate, abscess, throat, drain/catheter tips, pleural/peritoneal
fluids, cerebrospinal fluid, eye) of patients hospitalized in different units (intensive care, hematology, on-
cology neonatology, transplantation, pediatric surgery) of Istanbul Medical Faculty Hospital, Turkey. An-
timicrobial susceptibility tests were performed by disc diffusion according to NCCLS (CLSI) guidelines
and no resistance to imipenem or meropenem was detected. MICs of cefotaxime and ceftazidime were
determined by agar dilution method and MIC,, and MIC, for cefotaxime were found as 16 ug/ml and
64 pg/ml in both Klebsiella spp. and E.coli strains, respectively. The presence of ESBL was confirmed by
double-disc synergy testing and E-test ESBL. All isolates demonstrated an ESBL phenotype by these two
methods. Isoelectric focusing (IEF) method demonstrated that the isolates produced 1-4 different beta-
lactamases (pls: 5.4-9.0). The rates of TEM, SHV, CTX-M beta-lactamases detected by using specific pri-
mers in polymerase chain reaction (PCR), were found as 64.3%, 92.9%, 64.3% for K.pneumoniae and
66.7%, 25%, 83.3%, for E.coli strains, respectively. The profiles generated by randomly amplified poly-
morphic DNA (RAPD)-PCR using ERIC-2 primer revealed several bands, ranging in size from 170 to 1500
bp. According to RAPD-PCR results, K.pneumoniae, K.oxytoca and E.coli strains were separated to 10, 3
and 6 groups, respectively. In the conjugation experiments, 31 of the isolates (70.4%) transferred their
resistance genes to recipient E.coli strain. Plasmid analysis studies showed that resistance genes were car-
ried on a single plasmid (> 48 kb) in 20 transconjugants (64.5%), while the rest of the strains (35.5%)
harbored more than one plasmid, with sizes ranging from 10 to 100 kb. These results showed the rapid
emergence and high prevalence of CTX-M type enzymes among Klebsiella spp. and E.coli strains in our
hospital.

Key words: E.coli, Klebsiella spp., ESBL, PCR, plasmid profile analysis, Turkey.

GiRis

Gram-negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelisiminde en
énemli mekanizma beta-laktamaz Uretimidir'. Yeni oksimino beta-laktamlarin (seftazi-
dim, sefotaksim, seftriakson) kullanima girmesini takip eden yillarda yeni beta-laktamaz-
lar ortaya ¢ikmis ve ciddi enfeksiyonlara yol agmistir. Genislemis spektrumlu beta-lakta-
mazlar (GSBL), genis spektrumlu beta-laktam ajanlarina diren¢ gosteren ve genellikle
plazmid ile aktarilan enzimler olup son yillarda biyiik 6nem kazanmislardir?. GSBL'ler,
Enterobacteriaceae’da ve ozellikle Klebsiella turlerinde, 3. kusak sefalosporinlere kargi di-
rencin artis sebebidir. Bunlarin cogu, klasik TEM ve SHV tiplerinin mutantlaridir ve aktif
bolgede bir veya daha fazla aminoasit degisikligi ile meydana gelir. Bu degisiklikler, kla-
sik TEM ve SHV enzimleri icin stabil olan oksimino-aminotiazolil sefalosporinlerin (sefta-
zidim, sefotaksim, seftriakson) ve monobaktamlarin (aztreonam) hidrolizine neden
olur'2, GSBL'lere en sik Esherichia coli ve Klebsiella tiirlerinde, dzellikle yogun bakim ini-
teleri ve antibiyotiklerin cok kullanildigi diger (initelerde rastlanmaktadir>*. GSBL (ireten
suslarin artan oranlarda izole edilmesi, tedaviyi gliclestirmenin yani sira, morbidite ve
mortalite artisina da neden olmaktadir. Bu nedenle GSBL ureten suslarin saptanmasi ve
tiplendirilmesi buylik 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, antibiyotiklerin yogun olarak kullanildigi tinitelerde yatan hastalardan
izole edilen, GSBL olusturan E.coli ve Klebsiella suslarinin en sik olarak Urettikleri TEM,
SHV ve CTX-M beta-laktamazlar izoelektrik fokuslama (IEF) ve polimeraz zincir reaksiyo-
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nu (PCR) ile arastinimis, direncin plazmidler aracihiiyla tasinip tasinmadigi incelenmis ve
olasi bir epideminin varligini géstermek icin “Randomly Amplified Polymorphic DNA-
PCR (RAPD-PCR)” yontemi kullanilmistir.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismaya, Temmuz 2002-Mart 2004 tarihleri arasinda Istanbul Tip Fakiltesi, Mikro-
biyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali rutin laboratuvarlarina, yogun bakim, he-
matoloji, onkoloji, transplantasyon, yenidogan ve ¢ocuk cerrahisi tnitelerinden gonde-
rilen, yatan hastalarin cesitli 6rneklerinden izole edilen ve GSBL olusturan 12 E.coli, 28
K.pneumoniae ve 4 K.oxytoca susu alindi. Suslar klasik mikrobiyolojik yontemlerle tanim-
landi ve gerek duyuldugunda API ID 32GN (bio-Merieux, Fransa) sistemi kullanilarak so-
nuglar dogrulandi.

Antibiyotik Duyarlihk Deneyleri

NCCLS (yeni adiyla CLSI) énerileri dogrultusunda yapildi®. Kontrol susu olarak beta-
laktamaz inhibitorlli antibiyotikler icin E.coli ATCC 35218, diger antibiyotikler icin ise
E.coli ATCC 25922 suslari kullanild.

Cift Disk Sinerji Testi

Suslar, standart disk diflizyon yontemi kurallarina uyularak Mueller-Hinton agar
(MHA) besiyerine yayildi ve merkeze amoksisilin + klavulanik asit (AMX-CLA; 20/10 pg)
ve cevresine merkezler arasi uzakliklari 20 mm olacak sekilde seftazidim (30 pg) ve sefo-
taksim (30 pg) diskleri yerlestirildi. 35°C’de 16-18 saat inklibasyondan sonra sonugclar
degerlendirildi. AMX-CLA diski cevresindeki seftazidim ve sefotaksim disklerinin etrafin-
da olusan inhibisyon zonunun, AMX-CLA diskine dogru en az 5 mm genislemesi GSBL
varligi olarak kabul edildi®.

E-test GSBL Testi

Bir ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim + klavulanik asit (TZL) iceren E-
test seritleri (AB Biodisk, Solna, isveg) standart disk difiizyon testinde oldugu sekilde
MHA besiyerine yerlestirildi. 35°C’de 16-18 saat inkiibasyondan sonra seftazidim MIK
degerinin TZL MIK degerine orani > 8 (= 3 diltisyon) ise GSBL olusturdugu kabul edildi.

izoelektrik Fokuslama

Suslarin eksprese ettikleri beta-laktamaz genleri, Matthew ve arkadaslarinin® belirttigi
yontem ile Uretici firma (Biorad, ABD) onerileri dogrultusunda uygulanarak saptandi.

DNA Ekstraksiyonu ve PCR

GSBL olusturan suslarda en sik rastlanan beta-laktamazlar olan bla,,,, blag,,, bla,y \,
genlerinin varligini arastirmak amaciyla suglardan DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Elde
edilen bakteri DNA’si, uygun primerlerin kullanildigi PCR karisimina ilave edilerek termal
dongi cihazinda (Perkin Elmer Cetus, DNA Thermal Cycler 480) codaltildi ve agaroz jel-
de yurutulerek transiliminatorde gorintilendi.
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PCR ile 1074 baz cifti (bp) uzunlugundaki bla,,, geninin ¢ogaltilmasi icin TEM-F (5'-
GAA GAC GAA AGG GCC TCG TG-3") ve TEM-R (5’-GGT CTG ACA GTT ACC AAT GC-
3") primerleri kullanildi®. PCR karigimi; PCR tamponu (10x), MgCl, 25 mM, her bir dNTP
10 mM, her bir primer 50 pmol, Tag DNA polimeraz 5 U ve DNA 5 pl olacak sekilde ha-
zirlandi. Her bir dongii 94°C’de 30 saniye denatirasyon, 52°C’de 1 dakika baglanma,
72°C'de 1.5 dakika uzama olmak tzere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakika son uzama basa-
mag olacak sekilde PCR uygulandi.

PCRiile 1016 bp uzunluktaki blag,,, geninin ¢ogaltiimasi icin SHV-F (5’-CGC CGG GTT
ATT CTT ATT TGT CGC-3") ve SHV-R (5’-TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA-3’) pri-
merleri kullanildi®. PCR karisimi; PCR tamponu (10x), MgCI2 25 mM, her bir dNTP 10
mM, her bir primer 50 pmol, Taq DNA polimeraz 5 U ve DNA 5 pl olacak sekilde hazir-
landi. Her bir dongli 94°C’de 45 saniye denatiirasyon, 65°C’de 1 dakika baglanma,
72°C’de 3 dakika uzama olmak (lizere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakika son uzama basa-
magi olacak sekilde PCR uygulandi.

PCR ile 544 bp uzunluktaki bla ., ,, geninin codaltiimasi icin CTX-M-A (5'-CGC TTT
GCG ATG TGC AG-3’) ve CTX-M-B 5’-ACC GCG ATA TCG TTG GT-3’) primerleri kulla-
nildi®. PCR karisimi; PCR tamponu (10x), MgCI2 25 mM, her bir dNTP 10 mM, her bir
primer 50 pmol, Tag DNA polimeraz 5 U ve DNA 5 pl olacak sekilde hazirlandi. Her bir
dongl 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 54°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 2 dakika
uzama olmak Gzere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakika son uzama basamadg olacak sekilde
PCR uygulandi.

RAPD-PCR icin ERIC-2 primeri (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC-3) kullanildi™®.
PCR kangimi; PCR tamponu (10x), MgCl, 25 mM, her bir dNTP 10 mM, her bir primer
50 pmol, Tag DNA polimeraz 5 U ve DNA 5 pl olacak sekilde hazirlandi. Her bir dongu
94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 40°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 2 dakika uzama
olmak tizere 40 siklus ve 72°C’de 10 dakika son uzama basamadg olacak sekilde PCR uy-
gulandi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR drinleri TEM, SHV ve CTX-M icin %2, RAPD-PCR icin %1’lik agaroz
jelde 1 x TAE tamponu icinde yiikleme tamponu ile sulandirilarak 100 V'de 1 saat y(ru-
taldd. Transiliminatorle bantlar gozlendikten sonra fotograflari cekildi.

Konjugasyon ve Plazmid Profil Analizi

Suslarin, sefotaksime (CTX) direnc genlerini alici E.coli K12 )62-2 (Rif®, Laktoz-)'ye akta-
nm oranlari, sivi faz konjugasyon deneyleri ile incelendi''. Alici sus; rifampisine direncli (6
mm), sefotaksime duyarli (0.06 pg/ml) ve laktoz negatif 6zellik, verici suslar; rifampisine du-
yarli (17-27 mm), sefotaksime direncli (2-256 ug/ml) ve laktoz pozitif 6zellik tagimakta idi.

Transkonjugatlara, Kado ve Liu'® tarafindan uygulanan yéntem modifiye edilerek
plazmid profil analizi yapildi'2. %0.8 agaroz jelde 0.5 x TAE tamponu icinde yiikleme
tamponu ile sulandirilarak 100 V’'de 3-4 saat yurutuldu. Plazmid buyuklikleri, E.coli V517
susunun plazmidleri ile karsilastirilarak saptandi.
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BULGULAR

Calismaya alinan izolatlarin 9’u hematoloji, 5’i onkoloji, 6’si yogun bakim, 4G transp-
lantasyon, 13’U yenidogan ve 7’si cocuk cerrahisi Unitelerinde yatan hastalardan izole
edilmistir. Suslarin 14’G idrardan, 14’UG kandan, 5'i trakeal aspirattan, 3'U apseden, 2'si
bogaz salgisindan ve birer sus da dren ucu, kateter ucu, plevra sivisi, periton sivisi, be-
yin omurilik sivisi ve goz surlintlstinden izole edilmistir. Suslarin 43’0 farkli hastalardan
izole edilmis olup, yalniz bir hastadan biri E.coli, biri K.pneumoniae olmak Uizere iki ayri
GSBL Ureten sus izole edilmistir.

Suslarin 8’i yetiskin hastalardan, 36’si ise yenidogan ve cocuk hastalardan izole edil-
mistir. Dort hastanin kullandigi antibiyotikler hakkinda bilgi edinilememis, bilgi edinilen
hastalarin genelde GSBL Ureten bakterilere etkili antibiyotikler kullandigi, eger uygun an-
tibiyotik kullanmiyorsa kultir sonucu alindiktan sonra antibiyotiginin degistirildigi 6gre-
nilmigtir. Takip edilebilen 34 hastadan 9'u kaybedilmistir. Hematoloji, onkoloji, yogun
bakim ve transplantasyon servislerinde yatan hastalarin tamaminin immiuinsupresif oldu-
gu saptanmistir. Yenidogan servisinde yatan hastalarin timu sepsis nedeniyle yatiriimig
ve bilgi alinabilen 6 hastadan 3'linin kaybedildigi bildirilmistir. Cocuk Cerrahisi Anabi-
lim Dalindan gelen ornekler ise cesitli nedenlerle opere olan hastalardan alinmistir.

K.pneumoniae ve E.coli suslarinin antibiyotiklere diren¢ oranlari Tablo I'de belirtilmis-
tir. K.oxytoca suslarinin 2’sinde siprofloksasin ve levofloksasin, 1‘inde ofloksasin ve mok-
sifloksasin, 3 susta trimetoprim-stilfametoksazol direnci bulunmustur.

Seftazidim ve sefotaksim icin MiKS0 ile MiKgo degerleri Klebsiella spp. suslarinda sira-
siyla, 6 pg/mlile > 32 pg/ml ve 16 pg/ml ile 64 ug/mil; E.coli suslarinda > 32 pg/ml ile
> 32 ug/ml ve 16 pg/mlile 64 pg/ml olarak bulunmustur.

izoelektrik fokuslama sonuglarina bakildiginda, suslarin 1-4 arasinda bant verdigi (5
susta 4 bant, 21 susta 3 bant, 15 susta 2 bant, 3 susta tek bant) gorulmdastir. Suslarin
timu incelendiginde; 23’U K.pneumoniae, 2'si K.oxytoca ve 9’u E.coli olmak tzere toplam
34 (%77.3) susun TEM enzimi ile uyumlu (TEM-1, pl: 5.4; TEM-4, pl: 5.9, TEM-26,
pl:5.6) pl: 5.4-6.0 arasi bantlari gosterdigi belirlenmistir. On altisi K.pneumoniae, biri
K.oxytoca ve 2'si E.coli olmak tGzere 19 susun (%43.2) SHV-3 ile uyumlu olan pl: 7.0 ban-
di; 8'i K.pneumoniae, 2'si K.oxytoca ve 4’ E.coli olmak lizere 14 (%32) susun SHV-1 ve-
ya SHV-2 ile uyumlu olan pl: 7.4-7.6 arasi bantlar; 26s1 K.pneumoniae, 3'U K.oxytoca ve
12'si E.coli olmak lizere 41 (% 93.2) susun ise CTX-M ile uyumlu olan pl: 8.0-8.9 arasi
bantlar gosterdigi izlenmistir.

Tablo I. K.pneumoniae ve E.coli Suslarinin Antibiyotiklere Diren¢ Oranlari
Direng (%)

Bakteri CTX CRO CAZ ATM FEP TCL PTZ GN TOB NET AK SXT CIP LEV
K.pneumoniae 93 93 64 82 43 93 61 29 36 29 11 86 18 18
E.coli 100 92 50 0 50 75 25 42 67 8 0 83 75 75

CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, ATM: Aztreonam, FEP: Sefepim, TCL: Tikarsilin-klavulanik asit,
PTZ: Piperasilin-tazobaktam, GN: Gentamisin, TOB: Tobramisin, NET: Netilmisin, AK: Amikasin, SXT: Trimetoprim-
stilfametoksazol, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin.
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TEM, SHV ve CTX-M genlerine 6zgul primerler kullanilarak yapilan PCR sonuglarina
gore K.pneumoniae ve E.coli suslarinda TEM, SHV ve CTX-M beta-laktamazlarinin orani
sirastyla %64.3, %92.9, %64.3 ve %66.7, %25, %83.3 olarak bulunmustur. Yedi sug
bla,,, ve blag,,, genlerini, 8 sus bla,,, ve bla., ., genlerini, 6 sus blag,,, ve bla, \,
genlerini, 12 sus ise blay,,, blag,,, ve bla, \, genlerini birlikte tasimaktadir. Bes sus sa-
dece blag,,, genini, 6 sus da sadece bla_,, ,, genini tasimaktadir. E.coli suslarinin 3’tn-
de, daha ¢ok Klebsiella suslarinda bulunan blag,,, geni saptanmustir. Ayrica E.coli susla-
rinda yaygin olarak bulunan bla,, geni, suslarin 4’tinde tespit edilmemistir. Klebsiella
suslarinda blag,,, genine siklikla rastlanmakta ise de, bu calismada, 2 K.pneumoniae su-

sunda bla,,, geni saptanmamustir.

ERIC-2 primeri kullanilarak yapilan RAPD-PCR ile suslarin 170-1500 bp arasinda bant-
lara sahip oldugu gorilmus ve K.pneumoniae’da 10, K.oxytoca’da 3 ve E.coli'de 6 grup
belirlenmistir (Tablo II).

Calisilan suslarda en sik saptanan (K.pneumoniae’da %64.3, E.coli’de %83.3) beta-lak-
tamaz tipi olan CTX-M olusturan suslar arasindan rastgele secilen iki susa (TR1, E.coli-pl:
8.9; YD4, K.pneumoniae-pl: 8.4) DNA dizi analizi yapilmis, suslarin birbiriyle %100 ben-
zerlik gosterdigi ve her ikisinin de CTX-M-1 grubu (CTX-M-3-like veya CTX-M-5-like) be-
ta-laktamazlar oldugu bulunmustur. Bu iki CTX-M, birbirinden sadece bir baz farkla ay-
rildigindan ve PCR ile cogaltilan bélge, CTX-M-1 grubu beta-laktamazlarin ayirnmini yap-
maya yeterli olmadigindan, hem bu iki sus icin, hem de suslarin geri kalani icin ileri ca-
hsmalarin (“full length” dizi analizi) yapilmasi planlanmistir.

Konjugasyon deneyleri sonucunda, transkonjugatlarin ampisilin, sefazolin ve sefurok-
sime direncli oldugu (diren¢ genlerinin aktarldigi), imipenem, meropenem, sefopera-
zon + sulbaktam, netilmisin, amikasin, siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin, moksiflok-

Tablo Il. RAPD-PCR ile Tiplendirilen Bakteri Gruplari ve Sus Sayilari

K.pneumoniae K.oxytoca E.coli

RAPD tipi Sayi RAPD tipi Sayi RAPD tipi Sayi
Grup Ta 1 Grup 1 1 Grup 1 1
Grup 1b 1 Grup 2a 1 Grup 2 1
Grup 2 3 Grup 2b 1 Grup 3a 5
Grup 3 3 Grup 3 1 Grup 3b 1
Grup 4 3 Grup 4 1
Grup 5 7 Grup 5 2
Grup 6 3 Grup 6 1
Grup 7 4

Grup 8 1

Grup 9 1

Grup 10 1
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sasin ve piperasilin + tazobaktama ise duyarl oldugu (direncin aktarilmadigr) gorilmus-
tlr. Konjugasyon frekansi K.pneumoniae suslarinda %78.6 (22/28), K.oxytoca suslarinda
%25 (1/4), E.coli suslarinda ise %66.7 (8/12) olarak bulunmustur.

Sefotaksim MIK degeri < 2 pg/ml bulunan 5 sustan, seftazidim MIK degeri > 2 ug/ml
olan 4 susa, seftazidim kullanilarak konjugasyon deneyi yapilmis, ancak bu suslarda di-
renc aktarimi tespit edilememistir.

Plazmid profil analizine gore transkonjugatlarin 20 (%64.5)’sinin tek bir plazmide (>
48 kb), 11 (%35.5)inin ise birden fazla plazmide (10-100 kb) sahip oldugu saptanmis-
tir. K.pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli'ye ait elde edilen fenotipik ve genotipik 6zellikler
Tablo 1lI, IV ve V'te belirtilmistir.

Tablo Ill. Klebsiella pneumoniae Suslarinin Fenotipik ve Genotipik Ozellikleri

izolasyon RAPD CAZ CTX PCR Plazmid

Suslar  tarihi  Ornek grup MIK MIK TEM SHV CTX-M IEF pl sayisi
YD1 17.9.2002 T la >32 4 -+ - 5.4 7.0 84 1
YD2 212003 T b >32 4 + o+ - 5.6 7.0 2
YD3  3.1.2003 i 2 >32 4 -+ - 6.0 80 3
YD4  6.2.2003 K 2 >32 64 o+ o+ + 54 72,74 84 1
YD6 21.4.2003 K 3 8 32 0+ o+ + 5.4 7.4 8.6 1
YD7  22.4.2003 K 2 32 2 + 4+ - 5.4 7.0 84  -*
YD8 27.5.2003 K 3 6 32+ o+ + 54 74,76 84 1
YD9  2.6.2003 T 4 >32 2 + 4+ - 7.0 84 2
YD10 5.6.2003 T 4 >32 4 + o+ - 5.4 7.0 84 1
YD11 27.6.2003 K 4 6 32+ o+ + 5.4 2
YD13 16.8.2003 | 3 3 32+ o+ + 5.4 7.0 84 1
HE1 30.12.2002 K 7 6 256+ o+ + 5.4 7.0 84 2
HE3  7.1.2003 i 8 >32 25 + - + 5.4 7.0 84  -*
HE7  25.7.2003 K 5 8 006 - + + 7.0 84 *
ON1  2.6.2003 i 6 025 16 -+ + 54 6.0,65 84 3
ON3 26.6.2003 B 6 1.5 16 -+ + 5.4 7.0 84 1
ON4 19.7.2003 B 6 1.5 16 -+ + 7.4 84 1
TR2  23.4.2003 | 5 32 4 -+ - 7.6 84 1
YB1  3.11.2002 | 9 2 32+ o+ + 54 74,76 84 1
YB2  6.22003 BOS 7 >32 64 + + + 5.4 7.0 89 1
YB4  26.9.2003 G 7 4 32 o+ o+ + 5.4 7.4 84 1
YB6 27.11.2003 Pr 10 32 64  + - + 5.4 7.0 89 2
CCl  22.7.2002 Kt 5 >32 64 o+ o+ + 5.4 7.0 84 2
CC2 12122002 | 5 >32 4 + 4+ - 6.0 80
CC3  21.5.2003 A 5 4 32+ o+ + 5.4 84  -*
CC4 10.9.2003 A 7 4 006 - o+ - 7.0 -*
¢C6 7.10.2003 Pl 5 3 32 -+ + 5.4 7.0 84 1
CC7 1.12.2003 A 5 >32 32 -+ - 5.4 7.0 84 1

* Konjugatif plazmid saptanmamistir.
CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, T: Trakeal aspirat, I: Idrar, K: Kan, B: Bogaz salgisi, A: Apse, PI: Plevra svisl,
Pr: Periton sivisi, Kt: Kateter ucu, BOS: Beyin omurilik sivisi, G: Goz striintust; IEF: Izoelektrik fokuslama.
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Tablo IV. Klebsiella oxytoca Suslarinin Belirlenen Fenotipik ve Genotipik Ozellikleri

izolasyon RAPD CAZ (CTX PCR Plazmid
Suslar  tarihi  Ornek grup MiK MIK TEM SHV CTX-M IEF pl sayisi
YD12 13.6.2003 T 1 6 32+ o+ + 54 76 84 2
ON5 3.11.2003 | 2a 050 1 - - + 70 84
TR4 19.11.2003 | 2b 2 1 - - + 7.6 -
HE6  7.7.2003 K 3 1.5 2 - - + 54 60 84 ¥

* Konjugatif plazmid saptanmamistir.
CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, T: Trakeal aspirat, I: idrar, K: Kan, IEF: izoelektrik fokuslama.

Tablo V. E.coli Suslarinin Fenotipik ve Genotipik Ozellikleri

izolasyon RAPD CAZ (CTX PCR Plazmid

Suslar  tarihi  Ornek grup MiK MIK TEM SHV CTX-M IEF pl sayisi
YD5 3.2.2003 i 1 2 16 + - + 5.4 8.6 1
HE2 31.12.2002 K 2 >32 0.06 - - + 5.4 7.0 8.4 -*
HE4 7.1.2003 i 3a >32 256 + - + 5.4 7.0 84 3
HES 3.3.2003 K 4 1.5 8 + - + 5.4 84 2
HE8  22.1.2004 K 2 16 - - + 8.4 -*
HE9  23.1.2004 K 5 > 32 16 + + - 5.4 8.0 1
ON2 12.6.2003 K 6 1.5 16 - + + 7.4 84 3
TR1  31.12.2002 D 3a > 32 64 + - + 5.4 8.0 9.0 2
TR3  14.11.2003 i 3a > 32 64 - - + 7.4 8.4 -*
YB3  14.7.2003 i 3a > 32 32 + + - 5.4 7.4 8.4 -*
YB5 13.11.2003 K 3b >32 64 + - + 5.4 84 2
CC5 27.9.2003 K 3a > 32 64 + - + 5.4 7.4 84 1

* Konjugatif plazmid saptanmamuistir.
CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, I: Idrar, K: Kan, D: Dren ucu, IEF: izoelektrik fokuslama.

TARTISMA

Son yillarda beta-laktamazlarin hidrolitik etkisine direncli yeni beta-laktam antibiyotik-
lerin gelistirilmesine karsin, muhtemelen bu antibiyotiklerin asiri kullanimi sonucu yeni
beta-laktamazlar ortaya ¢ikmistir?. Bu enzimler, genis bir aktivite spektrumuna sahip ol-
malari ve sefamisinler disindaki tim sefalosporinlere diren¢ olusturmalari nedeniyle ge-
nislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) olarak adlandirimistir'>. GSBL iireten sus-
lar giderek artan bir dneme sahiptir. GSBL Ureten bakteri oranlariyla ilgili olarak diinya-
da farkli bolgeler arasinda belirgin farklar vardir. Ornegin, uluslararasi bir calismada GSBL
ureten K.pneumoniae en sik (%45) Giiney Amerika Ulkelerinden bildirilmis, ayni oran Gu-
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neydogu Asya’da %25, Amerika Birlesik Devletleri’nde %8 olarak saptanmustir. Ulkemiz-
de ise bu oran E.coli'de %13-36 arasinda iken, K.pneumoniae’da %60’lara varan oranla-
ra cikabilmektedir?2. 2002 yilinda hastanemizde yapilan bir calismaya gére?3, iki yillik sii-
rede acil laboratuvarina gelen orneklerden izole edilen suslarda cift disk sinerji (CDS)
yontemi ile saptanan GSBL oranlari, K.pneumoniae’da %48, K.oxytoca’da %40, E.coli'de
ise %14 olarak bildirilmis; genel GSBL orani ise %28 olarak verilmistir. Bu suglar en sik
cocuk hastalardan ve cogunlugu idrar 6rneginden (%37) izole edilmistir.

GSBL'leri kodlayan plazmidler, ayni zamanda bagka sinif antibiyotiklere (aminogliko-
zidler, trimetoprim-siilfametoksazol vb.) direnci de kodlayabilirler>'. Calismamizda
K.pneumoniae suslarinin 8 (%29)'inde gentamisin ve netilmisin, 10 (%36)'unda tobra-
misin, 4 (%11)’Unde amikasin, 5 (%17.8)'inde florokinolon ve 24 (%86)'linde trimetop-
rim-silfametoksazol direnci gozlenmistir. K.pneumoniae suslarinin (n= 28) ikisi sefoksiti-
ne direncli, biri de orta direncli bulunmustur. K.pneumoniae’da sefoksitin direncine ya
plazmid aracili AmpC ve benzeri bir beta-laktamazin tretiminin ya da klavulanik asit et-
kisini maskeleyen OmpK35 veya OmpK36 gibi bir dis membran proteininin kaybinin yol
acabilecegi belirtilmistir>'”. Bu calismada, 4 K.oxytoca susunun 2’sinde siprofloksasin ve
levofloksasin, 1‘inde ofloksasin ve moksifloksasin, 3’linde ise trimetoprim-siilfametoksa-
zol direnci bulunmustur.

E.coli suglarinda (n= 12) amikasine diren¢ saptanmamis, 5 (%42) susta gentamisin,
8 (%67) susta tobramisin direnci ve 1 (%8.3) susta netilmisine orta diizeyde diren¢ bu-
lunmustur. E.coli suslarinin 9 (%75)’u kinolonlara, 10 (%83)u trimetoprim-stilfametok-
sazol direncli bulunmustur. E.coli suslarinda aminoglikozid ve kinolonlara olan direncin,
K.pneumoniae suslarinda bu antibiyotiklere olan direncten daha yilksek oldugu dikkati
cekmektedir. Giilay ve arkadaslari'®, GSBL olusturan E.coli suslarinda trimetoprim-siilfa-
metoksazole direnci %83 olarak saptamis olup, bu calismada da benzer sonug alinmis-
tir. Ayni suslarda belirlenen %25 gentamisin direnci, bu calismaya gore (%42) daha du-
stk bulunmustur.

CTX-M tipi enzimler, genellikle seftazidim ve aztreonama gore sefotaksimi daha etkin
bir bicimde hidrolize eder. Bunun sonucunda, bu enzimleri Ureten suglarda sefotaksim
MIK degerleri, seftazidim MIK degerlerinden 2-16 kez daha yiiksektir'?. Calismamizda
da, PCR ile CTX-M drettigi saptanan suslarin 3G hari¢ (bu 3 susun sefotaksim MIK de-
gerleri 2 pg/ml’den dustiktir) hepsinde sefotaksim MiK degerleri, seftazidim MIK deger-
lerinden en az 2 kati kadar yiiksek bulunmustur.

izoelektrik fokuslama (IEF) yontemiyle elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, cali-
silan suslarin 35 (%79.5)'inin, IEF ve PCR sonuglar birbiriyle uyumlu bulunmustur.
Uyumlu olmayan sonuclar arasinda, PCR ile saptandigi halde IEF ile bant gostermeyen
suslarin, bu beta-laktamazi icerdigi halde in vitro aktif olmadigi veya ekspresyonunun az
oldugu distnulmustir. Tam tersi olarak, PCR ile TEM, SHV veya CTX-M beta-laktamaz-
lari saptanmadigi halde, IEF ile bu beta-laktamazlara ait oldugu dstinilen pl’larda bant
gosteren suslarin ise ayni pl'ya sahip baska bir beta-laktamazi tasiyabilecegi dustnul-
mustur.
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Bu calismada, PCR sonuclarina gore K.pneumoniae ve E.coli suslarinda TEM, SHV ve
CTX-M beta-laktamazlarinin orani sirasiyla %64.3, %92.9, %64.3 ve %66.7, %25,
%83.3 olarak bulunmustur. Aktas ve arkadaslari®*, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
E.coli ve K.pneumoniae suslarinda GSBL varligini CDS, IEF ve PCR ile incelemisler; cogun-
lugu idrar 6rneklerinden izole edilen 35 E.coli ve 15 K.pneumoniae susunun CDS ile GSBL
olusturdugunu tespit etmislerdir. Bu calismada K.pneumoniae ve E.coli suslarinda TEM,
SHV ve CTX-M beta-laktamazlarinin orani sirasiyla %47, %73 ve %47 ve %71.4, %3 ve
%100 olarak bulunmustur.

Calismamizda, TEM ve SHV beta-laktamazlarinin orani beklenilen degerlerde saptan-
masina karsin, hem E.coli, hem de K.pneumoniae suglarindaki CTX-M beta-laktamazlari-
nin ylksek oranlar dikkat cekicidir. Son yillarda CTX-M tipi GSBL'ler, 6zellikle Giiney
Amerika, Asya ve Avrupa gibi bazi cografi bolgelerde E.coli ve K.pneumoniae’da en sik
rastlanan GSBL'ler olarak karsimiza cikmaktadir®. Ornegin, Tayvan’dan E.coli suslarinda
%89.7 ve K.pneumoniae’da %58.5 olarak bildirilen direng oranlari, ispanya’dan sirasiyla
%52.3 ve %12.5; Italya’dan ise %54.8 ve %12.3 olarak rapor edilmektedir®. Calisma-
mizda bu tip GSBL'lerin orani E.coli suslarinda %83.3, K.pneumonaie’da ise %64.3 olarak
bulunmustur. Edelstein ve arkadaslari?®?® Rus hastanesinden izole ettikleri 904 susu (494
E.coli ve 410 K.pneumoniae) GSBL Uretimi acisindan incelemisler; 115 susun CTX-M tipi
GSBL tasidigini, PCR-RFLP ile bunlarin %93’lGnin CTX-M-1, %7’sinin CTX-M-2 oldugu-
nu belirtmislerdir. PCR ile E.coli”de CTX-M pozitifligi %35.9, K.pneumoniae’da ise %34.9
olarak bulunmustur. Bu sonuclarin, bizim sonuglarimizdan (E.coli'de %83.3, K.pneumo-
niae’da %64.3) daha disiik oldugu gériilmektedir. Dokuz Eyliil Universitesinde yapilan
bir calismada®®, 3 aylik bir siirede izole edilen GSBL iireten 14 E.coli susunun tamamin-
da CTX-M-3 bulunmus, bu suslara IEF yapildiginda suslarin pl: 5.4 ve 8.4 olan 2 bant ta-
sidiklari saptanmugtir.

CTX-M tipi beta-laktamazlarin CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-45
olmak iizere bilinen 6 alt grubu vardir3. Bu calismada da rastgele secilen, CTX-M tipi be-
ta-laktamaz Ureten iki susun CTX-M-1 grubu oldugu saptanmustir. istanbul’da yapilan bir
calismada da, E.coli suslarinda %86.8 oraninda CTX-M-grup 1 bulundugu bildirilmistir?'.

Bakteri turlerine gore konjugasyon sonuglar incelendiginde; K.pneumoniae suslarin-
dan %78.6 (22/28)'sinin, E.coli suglarindan %66.7 (8/12)'sinin ve K.oxytoca suslarindan
%25 (1/4)'inin direng genlerini alici susa aktarabildigi gorilmustur. Toplam sus sayisina
gore ise 44 sustan 31 (%70.4)’inin konjugasyon deneyleri olumlu sonug vermistir. Alici
susa diren¢ genlerini aktaramayan suslarin konjugatif plazmid tagimadigi distindlmdis-
tur. Meksika’da yapilan bir calismada yenidogan-yogun bakim ve bebek tnitesinden izo-
le edilen 184 K.pneumoniae susunda sefotaksim direncinden sorumlu plazmidi tanimla-
mak icin tim suslara konjugasyon deneyi yapilmis, 50 susun 42 (%84)’sinin alici E.coli
susuna aktarabildigi gozlenmistir. Konjugasyonla aktarilan sefotaksim direnci %64.3 ola-
rak bulunmustur®®. Bizim calismamizda ise K.pneumoniae suslarinda direng genleri
%78.6 oraninda alici susa aktarilabilmis ve aktarilan sefotaksim direnci %91 olarak bu-
lunmustur.
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Calismamizda konjugasyonla elde edilen transkonjugatlara plazmid profil analizi ya-
pilmis ve toplam 31 susta (22 K.pneumoniae, 8 E.coli ve 1 K.oxytoca) 4 ayrn plazmid pro-
fili saptanmustir. Bir susta 4, 3 susta 3, 7 susta 2 ve 20 susta tek plazmid oldugu saptan-
mustir. Suslarin 20 (%64.5)'sinde ayni bilyuklikte (> 48 kb) tek plazmid oldugu gorul-
mstdr. iki plazmidi olan suslarin ikinci plazmidi yaklagik 57 kb buyukliginde olmasina
ragmen YD3 susunun 3 plazmidinden 2'sinin ve TR2 susunun tek plazmidinin ¢cok daha
blyuk oldugu gorilmustir. HE4 susunun, yaklasik 10, 20 ve 23 kb oldugu tahmin edi-
len Ug plazmidi oldugu gorilmistir. Calismaya alinan 44 susun 31 (%70.45)'i plazmid
profil analizi ile tiplendirilmistir.

Sonug olarak, bu calismada elde edilen E.coli ve K.pneumoniae suslarindaki CTX-M
oraninin yiiksek olmasi dikkat cekicidir. Suslarin biyiik bir bélimiinde plazmidlerin sap-
tanmis olmasi, direncin plazmid ile yayilimini dogrular niteliktedir. Ulkemizdeki yiiksek
GSBL ureten sus orani dikkate alindiginda, bu konudaki molekiler calismalarin artiriima-
si gerektigi aciktir.
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