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OZET

Genis spektrumlu sefalosporinlere direncli Enterobacteriaceae suslarinda, CTX-M tipi genislemis spekt-
rumlu beta-laktamaz (GSBL) Uretiminin yayginlasmasi, plazmid ile aktarilan antibiyotik direncinin hizl ve
global yayiimina en dikkat cekici érnektir. Bu calismaya, Subat-Temmuz 2009 tarihleri arasinda labora-
tuvarimiza gonderilen cesitli klinik orneklerden izole edilen 1640 Enterobacteriaceae susu arasindan GSBL
Urettigi saptanan ardisik 200 (%12) izolat (167 idrar, 11 yara, 7 bronkoalveoler lavaj, 3 periton sivisi, 2
beyin omurilik sivisi, 2 biyopsi, 2 trakeal aspirat, 2 konjunktiva, 1 apse, 1 kateter) dahil edilmistir. GSBL
Ureten 200 susun 141 (%70.5)"i Escherichia coli, 51 (%26)'i Klebsiella pneumoniae, 5 (%2.5)'i Enterobac-
ter spp., 1 (%0.5)’i Citrobacter freundii, 1 (%0.5)'i Klebsiella oxytoca ve 1 (%0.5)’i de Proteus mirabilis ola-
rak tanimlanmistir. GSBL pozitiflik orani toplum kokenli 123 izolatta %11, hastane kokenli 77 izolatta ise
%13 olarak saptanmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (p> 0.05). Bu suslarda
bla ., 4 beta-laktamaz genlerinin prevalansi, CTX-M-1, CTX-M-2 ve CTX-M-9 gruplari ile CTX-M-8 ve
CTX-M-25 gruplarini saptayabilen iki farkli genel primer seti (sirasiyla; CTX-MAT ve CTX-MA2 ile
CTX825-F ve CTX825-R) kullanilarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile arastirilmistir. Ca-
lismamizda, suslarin %83.5 (167/200)'inde bla, ,, genleri saptanmis; toplum ve hastane kékenli sus-
larda CTX-M lrretme oranlari sirasiyla %86.2 (106/123) ve %79.2 (61/77) olarak belirlenmis ve oranlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0.05). CTX-M dUreten 167 susun 132'sinin
E.coli, 35'inin ise Klebsiella spp. izolatlari oldugu ve bunlarin CTX-M-1, CTX-M-2 ve CTX-M-9 gruplarin-
dan enzim eksprese ettigi gozlenmistir. CTX-M-8 ve CTX-M-25 gruplarindan enzim Ureten susa rastlan-
mamistir. Toplum ve hastane kokenli GSBL Ureten E.coli suslarinda CTX-M Uretme oranlari sirasiyla %92.5
ve %95.7; GSBL Ureten Klebsiella spp. suslarinda ise %67.8 ve %66.7 olarak saptanmistir. Toplum ve has-
tane kokenli E.coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda CTX-M Uretim oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmamistir (p< 0.05). Sonug olarak calismamizda, GSBL Ureten E.coli ve Klebsiella spp. susla-
rinda CTX-M enzimlerinin yuksek oranda bulundugu saptanmis; bla,, ,, genlerinin kazaniminin siklikla
cogul direncli Enterobacteriaceae suslarinin ortaya ¢ikmasina yol agmasi nedeniyle, CTX-M iretiminin ta-
ranmasinin endemik hale gelen direncli suslarin izlenmesi agisindan énemli oldugu dustintimustdr.

Anahtar sézciikler: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz, CTX-M enzimleri, Enterobacteriaceae.

Gelis Tarihi: 18.11.2009 e Kabul Edilis Tarihi: 26.01.2010




Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Ureten Gram-Negatif Bakterilerde

bla,., \, Beta-Laktamaz Genlerinin Arastiriimasi

ABSTRACT

Widespread production of CTX-M type extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) in Enterobacteri-
aceae strains which are resistant to extended-spectrum cephalosporins is the most remarkable example
for rapid and global spread of plasmid mediated antimicrobial resistance in bacteria. Consecutive 200
ESBL producing Enterobacteriaceae strains out of 1640 isolates that were obtained from clinical samples
(167 urine, 11 wound, 7 bronchoalveolar lavage, 3 peritoneal fluid, 2 cerebrospinal fluid, 2 biopsy, 2
tracheal aspirate, 2 conjunctiva, 1 abscess, 1 catheter) between February to July 2009 in our laboratory
were included to this study. Among the 200 ESBL positive isolates 141 (70.5%) were Escherichia coli, 51
(26%) were Klebsiella pneumoniae, 5 (2.5%) were Enterobacter spp. and one of each (0.5%) Citrobacter
freundii, Klebsiella oxytoca and Proteus mirabilis. ESBL positivity was 11% among the 123 community-ac-
quired strains and 13% among the 77 hospital acquired strains, the statistical difference being insignifi-
cant (p> 0.05). The prevalence of bla, ,, beta-lactamase genes were detected by multiplex polymera-
se chain reaction with the use of two general primer sets: CTX-MA1 and CTX-MA2 primers for the amp-
lification of CTX-M-1, CTX-M-2 and CTX-M-9 enzymes group, and CTX825-F and CTX825-R primers for
the amplification of CTX-M-8 and CTX-M-25 enzymes group. bla, ,, genes were detected in 167 out
of 200 strains (83.5%). CTX-M production rates in community and hospital acquired strains were found
as 86.2% and 79.2%, respectively and no statistically significant difference was detected (p> 0.05). CTX-
M producing strains were either E.coli (n= 132) or Klebsiella spp. (n= 35) and were expressing one of the
enzymes from CTX-M-1, CTX-M-2 or CTX-M-9 groups. No strains carrying CTX-M-8 or CTX-M-25 gro-
up enzymes were detected. CTX-M production rates in ESBL producing E.coli strains in community and
hospital were found as 92.5% and 95.7%, respectively, whereas the same rates for ESBL producing Kleb-
siella spp. strains were 67.8% and 66.7%. The difference between the CTX-M production rates of com-
munity and hospital acquired strains was not statistically significant (p> 0.05). In conclusion, CTX-M pre-
valence was found high in ESBL producing strains of both E.coli and Klebsiella spp. Since bla_,, ,, gene
acquisition usually results in the emergence of multiple drug-resistant Enterobacteriaceae strains, scre-
ening for CTX-M type ESBL production in the laboratory has an important impact on monitoring the re-
sistant strains which have endemic potential.

Key words: Extended-spectrum beta-lactamase, CTX-M enzymes, Enterobacteriaceae.

GiRis

Genis spektrumlu sefalosporinlere direncli Enterobacteriaceae suslarinda genis spekt-
rumlu beta-laktamaz (GSBL) retimi yaygin direnc mekanizmalarindandir'. Enterobacte-
riaceae suglarinda, TEM ve SHV tipi GSBL mutantlarindan farkl, cesitli tiplerde kazanilmis
GSBL'ler tanimlanmistir. Bunlar; CTX-M, VEB, GES/IBC, PER, TLA, BES ve SFO enzimleri-
dir. Bu enzimler icinde, yayilimi TEM ve SHV turevleri ile karsilastirilabilir nitelikte olan,
hatta onlari da gecen CTX-M enzimleridir'-2. Diinya genelinde CTX-M yayilimi; bakteri-
yel patojenler arasinda plazmidle taginan diren¢ elemanlarinin hizli ve kiresel yayilimina
en dikkat cekici érnektir?.

Konjugatif plazmid kokenli CTX-M tipi GSBL'lerin, genis spektrumlu sefalosporinleri
hidrolize etme 6zellikleri, aminoasit degisiminden bagimsiz olarak intrensek niteliktedir®.
CTX-M {reten suslarda, sefotaksim minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degeri di-
rencli (> 64 ug/ml), seftazidim MiK degeri siklikla duyarli (2-8 ug/ml) olarak saptanirken,
aztreonam MIK degeri ise degiskendir®. Bir diger ayiric1 6zellikleri ise, tazobaktamin CTX-
M lizerine olan inhibitor etkisinin, klavulanik asitten 10 kat daha fazla olmasidir®.
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Guniimulzde CTX-M tipi enzimlerin 60'tan fazla allelik varyanti bilinmektedir. Bu en-
zimler, aminoasit dizi benzerlikleri esas alinarak 6 grup icinde incelenmektedir. Her grup,
ilk tanimlanan grup lyesinin adini almaktadir. (i) CTX-M-1 grubu; CTX-M-1, CTX-M-3,
CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15, CTX-M-28, CTX-M-30 ve FEC-1 enzimlerini, (ii) CTX-
M-2 grubu; CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20 ve Toho-1
enzimlerini, (iii) CTX-M-8 grubu; sadece CTX-M-8 enzimini, (iv) CTX-M-9 grubu; CTX-
M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-24,
CTX-M-27 ve Toho-2 enzimlerini, (v) CTX-M-25 grubu; CTX-M-25, CTX-M-26 enzimle-
rini, (vi) CTX-M-45 grubu; sadece CTX-M-45 enzimini icermektedir?>-,

Bu calismada, oncelikle laboratuvarimizda izole edilen GSBL ureten Enterobacteriace-
ae suslarinda CTX-M enzimlerinin sikh@inin arastiriimasi amaclanmis ve ayrica beta-lak-
tamaz genlerini tasiyan plazmidlerle aktarilan diger antibiyotik diren¢ genlerinin kazani-
mina bagl degisen antibiyotik diren¢ oranlarinin incelenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismaya, Subat-Temmuz 2009 tarihleri arasinda Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Has-
tanesi, Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 1079’u
toplum ve 561'i hastane kokenli olmak Uzere toplam 1640 Enterobacteriaceae susu da-
hil edildi. izolatlarin tanimlanmasinda konvansiyonel yéntemler ve BBL CRYSTAL™ En-
teric/Nonfermenter ID sistemi (Becton Dickinson, ABD) kullanild.

Antibiyotik Duyarlihk Testi

izolatlarin cesitli antibiyotiklere kargi in vitro duyarliliklari [ampisilin (10 ug), piperasi-
lin (100 pg), sefalotin (30 pg), sefuroksim (30 pg), sefoksitin (30 pg), sefiksim (5 pg),
seftriakson (30 pg), sefotaksim (30 ug), seftazidim (30 pg), aztreonam (30 pg), amoksi-
silin-klavulanik asit (30 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), sefoperazon-sulbaktam
(30/75 pg), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), gentamisin
(10 pg), amikasin (30 pg), tobramisin (10 pg), netilmisin (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
norfloksasin (10 pg), trimetoprim-silfametoksazol (TMP-SMZ; 25 ug) (Becton-Dickin-
son, ABD)], disk difiizyon yontemiyle “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” 6nerilerine gore arastirildi ve degerlendirildi®. Antibiyogramin kalite kontrol de-
gerlendirmesinde Escherichia coli ATCC 25922 standart susu kullanildi.

GSBL Uretiminin Fenotipik Olarak Taranmasi

GSBL Uretiminin taranmasinda cift disk sinerji testi kullanildi. Bulanikigi 0.5 McFar-
land olarak ayarlanmig bakteri inokiilumu Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine ekildi.
Petrinin merkezine amoksisilin-klavulanik asit diski ve bu diskin 20-25 mm uzagina se-
foksitin, sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefiksim, sefepim ve aztreonam diskleri (Bec-
ton-Dickinson, ABD) yerlestirildi. On alti-on sekiz saatlik inkiibasyondan sonra, t¢lnci
kusak sefalosporin, sefepim ve aztreonam disklerinin inhibisyon zonundaki genisleme ve
dreme olan bolimlerde alansal inhibisyonlarin goérilmesi GSBL Gretimi olarak kabul edil-
di*?. Testin degerlendirmesinde E.coli ATCC 25922 negatif kontrol, Citrobacter amanoly-
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tica (Université d'Auvergne Faculté de Médecine Service de Bactériologie, Fransa) ise po-
zitif kontrol susu olarak kullanildi.

CTX-M Genlerinin Arastirilmasi

Kalip DNA, suslarin bir gecelik (18-24 saat) MHA kilturinden hazirlandi. Secilen iki
koloni 100 pl distile su ile karistirildi ve hiicreler 95°C’de 10 dakika bekletilerek parcalan-
di. 15.000g’de 2 dakika santrifij yapilarak hiicresel debri uzaklastinldi. Siipernatan,
amplifikasyon icin kalip DNA kaynag olarak kullanildi'®.

bla;, 4 beta-laktamaz genleri, multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile,
MyCyclar'™ termal dongu cihazi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak arastirildi. CTX-M-1, CTX-
M-2 ve CTX-M-9 grubu CTX-M enzimlerini kodlayan genlerin PCR amplifikasyonu icin
550 baz cifti (bg) buyikliglinde PCR Urini veren CTX-MAT (5'-SCSATGTGCAGYAC-
CAGTAA) ve CTX-MA2 (5’-CCGCRATATGRTTGGTGG-TG) primerleri kullanildi (S= G ve-
ya C; Y= C veya T; R= A veya G). CTX-M-8 ve CTX-M-25 grubu CTX-M enzimlerini kod-
layan genlerin PCR amplifikasyonu ise, 307 b¢ biytkliglinde PCR Griini veren CTX825-
F (5’-CGCTTTGCCATGTGCAGCACC) ve CTX825-R (5'-GCTCA GTACGATCGAGCC) pri-
merleri ile yapildi. internal kontrol olarak 320 b¢’lik iriin elde edilen, 16s rRNA gen bol-
gesine 6zgll primer cifti rrs-1 (5'-GGATTAGATACCCTGGTAGTCC) ve rrs-2 (5'-
TCGTTGCGGGACTTAACCCCAC) kullanildi™.

PCR karigiminda Fermentas Taq polimeraz ve 2 mM dNTP (Fermentas, Glen Burnie,
Maryland, ABD) kullanildi. 22 pl olan PCR karigimi; 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl,, 100 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Fermentas), 0.1 pM CTX-MAT,
CTX-MA2, CTX825-F, CTX825-R primerleri, 0.125 pM rrs-1 ve rrs-2 primerleri, 2.5 U
Fermentas Taq icerecek sekilde hazirlandi™.

PCR karigimina 3 pl DNA eklendikten sonra, 10 dakika 37°C, 6 dakika 94°C'yi takiben;
1 dakika 92°C, 1 dakika 55°C, 1 dakika 72°C; 30 siklus ve 7 dakika 72°C son uzama ba-
samag olacak sekilde PCR uygulandi. PCR durtnleri, 0.5xTBE tampon (89 mM Tris, 89
mM borik asit, 2 mM EDTA) icinde %1.5’lik agaroz jellerde elektroforezi yapilincaya ka-
dar 4°C’de saklandi'®. Etidyum bromiir ile hazirlanan jeller elektroforez sonrasinda UV
istikta incelendi. bla,, ,, genlerinin saptanmasi icin yapilan PCR sonuclari Resim 1’de
gosterildi.

CTX-

PCR yénteminde kontrol olarak; istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobi-
yoloji Laboratuvarindan temin edilen E.coli [sinif 2b (A); TEM-1 pozitif (negatif kontrol
olarak)], Klebsiella pneumoniae [sinif 2b (A); SHV-1 pozitif (negatif kontrol olarak)] ve
E.coli [sinif 2be (A); CTX-M-15 pozitif, grup 1] suslari ile Auvergne Universitesi Tip Fakiil-
tesi, Bakteriyoloji Servisi, Fransa’dan temin edilen Citrobacter amonolytica [sinif 2be (A);
CTX-M-8 pozitif, grup 8] susu kullanildi.

istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel analizler SPSS versiyon 18.0 (Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Degis-
kenlerin arasindaki iliskilerin degerlendirilmesinde, ki-kare ve Fisher’s exact testleri kulla-
nildi; p< 0.05 anlamh kabul edildi.
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<<— 500 bp

<< 300 bp

Resim 1. bla ., ,, multipleks PCR driinlerinin UV isik altinda agaroz jel fotografi (L: 100 bg adirlik belirteci; H:

Distile su; N1: TEM-1 ireten E.coli negatif kontrol susu; P1: CTX-M-1/2/9 grubu enzim (ireten E.coli pozitif
kontrol susu; P2: CTX-M-8 tireten C.amanolytica pozitif kontrol susu; N2: CTX-M negatif E.coli calisma susu;
P3: CTX-M direttigi saptanan K.pneumoniae ¢alisma susu;, rrs: 16s rRNA internal kontrol bandl).

BULGULAR

Tarama testi ile toplam 1640 Enterobacteriaceae susunun 200 (%12)’tinde GSBL var-
g1 saptanmistir. Bunlarin 123G ayaktan basvuran, 77’si ise hastanede yatan hastalara ait
klinik 6rneklerden (167 idrar, 11 yara, 7 bronkoalveoler lavaj, 3 periton sivisi, 2 beyin
omurilik sivisi, 2 biyopsi, 2 trakeal aspirat, 2 konjunktiva, 1 apse, 1 kateter) izole edilen
suslardir. GSBL orani toplum kokenli suslarda %11 (n= 123), hastane kékenli suslarda ise
%13 (n= 77) olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 0.172).
GSBL ureten 200 susun 141 (%70.5)'i E.coli, 51 (%26)’i K.pneumoniae, 5 (%2.5)'i Ente-
robacter spp., 1 (%0.5)i Citrobacter freundii, 1 (%0.5)'i K.oxytoca, 1 (%0.5)'i de Proteus
mirabilis olarak tanimlanmustir.

GSBL pozitif izolatlarin %83.5 (167/200)’inde PCR ile bla ., ,, genlerinin varligr gos-
terilmistir. Toplum kokenli suslarin %86.2 (106/123)'sinde, hastane kokenli suglarin ise
%79.2 (61/77)'sinde CTX-M tipi GSBL saptanmis ve oranlar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p= 0.197). Bu suslarin timi CTX-M-1, CTX-M-2 ve CTX-
M-9 gruplarindan enzim eksprese eden E.coli (n= 132) ve Klebsiella spp. (n= 35) olup,
CTX-M-8 veya CTX-M-25 gruplarindan enzim Ulreten susa rastlanmamistir.

Toplam 1640 susun 1221'i E.coli (881'i toplum, 340’1 hastane kokenli) ve 263’0 Kleb-
siella spp. (130"u toplum, 133l hastane kokenli) olarak tanimlanmis; E.coli izolatlarinin
GSBL ve CTX-M dUretim oranlari sirastyla %11.5 (141/1221) ve %10.8 (132/1221), Kleb-
siella spp. izolatlarinin ise sirasiyla %19.7 (52/263) ve %13.3 (35/263) olarak bulunmus-
tur. Toplum ve hastane kokenli GSBL lireten E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda, CTX-M
gorulme oranlari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (sirasiyla; p=
0.718, p= 0.857).
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Tablo I. Suslarin Antibiyotiklere Direng Oranlari

T™MP-
CRO CTX CAZ FEP ATM AMC TZP SCF AK NETGN NN CiP NOR SMZ

Hastane 91 95 43 63 78 76 20 12 10 20 49 66 65 61 80
kokenli
Toplum 97 96 38 60 73 75 13 8 7 17 51 67 64 63 72
kokenli

Toplam 95 96 40 61 75 75 16 10 8 18 50 66 65 62 75

CRO: Seftriakson, CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, ATM: Aztreonam, AMC: Amoksisilin-klavulanik
asit, TZP: Piperasilin-tazobaktam, SCF: Sefoperazon-sulbaktam, AK: Amikasin, NET: Netilmisin, GN: Gentamisin, NN:
Tobramisin, CIP: Siprofloksasin, NOR: Norfloksasin, TMP-SMZ: Trimetoprim-siilfametoksazol.

Toplum kokenli E.coli izolatlarinin 9%10.6 (94/881)’sinin GSBL Urettigi ve bunlarin da
%92.5 (87/94)'inin bla;, ,, tasidigi; hastane kokenli E.coli izolatlarinin ise %13.8
(47/340)'inin GSBL urettigi ve bunlarin da %95.7 (45/47)'sinin bla., ,, tasidigi saptan-
mistir. Toplum ve hastane kokenli E.coli suslarinda, GSBL ve CTX-M oranlar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (sirasiyla; p= 0.123; p= 0.136). Diger taraf-
tan toplum kokenli Klebsiella spp. izolatlarinin %21.5 (28/130)’inin GSBL Urettigi ve
bunlarin da %67.8'inin (19/28) bla ., ,, genleri bulundurdugu belirlenirken; hastane
kokenli Klebsiella spp. izolatlarinin %18 (24/133)'inin GSBL dUrettigi ve bunlarn da
%66.7 (16/24)'sinin bla., ,, genleri bulundurdugu izlenmistir. Toplum ve hastane ko-
kenli Klebsiella spp. suslarinda da, GSBL ve CTX-M oranlari arasindaki fark istatistiksel ola-
rak anlamli bulunmamustir (sirasiyla; p= 0.151; p= 0.169).

Antibiyotik duyarllik testlerinde penisilin tlrevlerine ve birinci kusak sefalosporine du-
yarli olan sus saptanmamigtir. Beta-laktam-beta-laktamaz inhibitori kombinasyonlari
icinde suslarin en fazla sefoperazon-sulbaktam (%55) kombinasyonuna duyarli oldugu
belirlenmistir. Beta-laktam ve beta-laktamaz inhibitorleri digindaki antibiyotikler icinde
en yuksek oranda direng¢ TMP-SMZ (%75)’ye aittir (Tablo I). Karbapeneme diren¢ goz-
lenmemistir. CTX-M enzim gruplari saptanan E.coli suglarinda gentamisin, siprofloksasin
ve TMP-SMZ direnc¢ oranlari sirasiyla %51, %69 ve %72 olarak; Klebsiella spp. suslarin-
da ise sirasiyla %50, %79 ve %88 olarak saptanmugtir.

Disk diftizyon yéntemi ile orta diizey sefotaksim duyarliigr g6zlenen 9 susta bla, .
genleri saptanmamistir. Bununla birlikte, seftazidim direnci gozlenen 80 susun 57'sinde
blay \, genleri bulunmustur. Sefoksitin direnci gézlenen 17 susun ise 14’tinde bla
genleri saptanmistir.

TARTISMA

CTX-M

Enterobacteriaceae turleri arasinda GSBL uretim orani diinya genelinde cesitlilik goster-
mektedir. Tigesiklin Degerlendirme ve Siirveyans Calismasi (Tigecycline Evaluation and
Surveillance Trial; TEST) sonuclarina gore, GSBL Uretim oranlar 6zellikle Latin Amerika
bslgesinde izole edilen K.pneumoniae suslarinda yiiksek oranda bildiriimektedir'"'2, Bu
bolgeyi, Asya/Pasifik kiyisi, Avrupa ve Kuzey Amerika takip etmektedir (sirasiyla saptanan
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GSBL uretim oranlari; %44, %22.4, %13.3 ve %7.5). Ayni bolgelerde izole edilen E.coli
suslarinda bildirilen oranlar ise sirasiyla; %13.5, %12, %7.6 ve %2.2 olmak Ulzere daha
disuk seyretmektedir. Ayni calismanin sadece Avrupa ulkelerini kapsayan sonuglarina go-
re, K.pneumoniae suslarinda GSBL retim orani %15.5 olarak bildirilirken, E.coli suslarinda
%9.8 oraninda bildirilmistir. Ayrica, en ylksek oranda GSBL Uretiminin gozlendigi tilke Yu-
nanistan, en dusuk Ulke ise Danimarka olarak bildirilmistir. Calismalarda incelenen sugla-
rin cogunlugunu, hastane kokenli enfeksiyon etkeni olarak izole edilen suslar olusturmak-
tadir''12, Ulkemizin de icinde bulundugu Akdeniz Bélgesinde yapilan calismalarda; ge-
nellikle daha duslik oranda GSBL urettigi bildirilen E.coli suglar da dahil olmak lzere En-
terobacteriaceae {iyelerinde GSBL iretiminin yayginlastigi bildirilmektedir'3. Ulkemizde
yapilan bircok calismada, GSBL uretimi K.pneumoniae suslarinda %50-75, E.coli suglarin-
da %1-15 oranlar arasinda bildiriimektedir'*. Calismamizda, literatiirle uyumlu olarak
GSBL uretimi Klebsiella tirlerinde (%19.7), E.coli (%11.5) suslarina gore daha yiiksek oran-
da saptanmistir. Klebsiella tirlerinde saptanan GSBL orani, Avrupa’dan bildirilen oranlara
yakin degerlerde gozlenirken, llkemizden bildirilen oranlardan dusiik bulunmustur. Bu
durumun, tlkemizden bildirilen oranlarin agirlikh olarak hastane kokenli suslara ait olma-
sindan kaynaklanabilecegi diistintlmustir. E.coli suslarinda gozlenen GSBL uretim oranla-
ri ise, hem Avrupa’dan hem de llkemizden bildirilen oranlarla yakinlk gostermektedir.

Ginudmiizde, CTX-M enzim ailesi, cogunlukla toplumda olmak lizere, hastane orta-
minda da en sik karsilasilan GSBL tipidir'>'>. Cogu Avrupa lkesi, Asya ve Giiney Ame-
rika’da CTX-M tipi GSBL'ler endemik olarak bulunurken, Kuzey Amerika’da Kanada ha-
ricinde Amerika Birlesik Devletleri’nden sporadik olgular bildiriimektedir'®. ingiltere’den
bildirilen sonuglar, toplum (%37.9) ve hastane (%49.4) kokenli suslarda en yaygin GSBL
enziminin CTX-M oldugunu géstermistir'2. Pitout ve arkadaslar'’, Kanada’da toplum
kokenli E.coli suslarinda CTX-M oranini %64 olarak bildirmistir. Avrupa’dan bildirilen ¢a-
lismalarda CTX-M Uretim oranlari, E.coli suslarinda %52-76 arasinda, Klebsiella suslarin-
da ise %12-24 arasinda degismektedir?®. Ulkemizde CTX-M tipi enzimlerin prevalansi ve
dagihimi ile igili veriler simirhdir. Gondillii ve arkadaslar'®, GSBL (reten E.coli suslarinin
%86.8’'inde CTX-M-1 grubu enzimlerin uretildigini ve CTX-M-15 insidansinin yiksek ol-
dugunu bildirmislerdir. Yumuk ve arkadaslari'®, toplum kékenli idrar yolu enfeksiyon et-
keni GSBL Ureten E.coli suslarinda CTX-M Uretimini %76.5 oraninda saptarken, CTX-M-
15’in en yaygin enzim oldugunu rapor etmiglerdir. Calismamizda, toplum ve hastane ko-
kenli GSBL ureten suslarda CTX-M tipi enzim varldi sirasiyla %86.2 ve %79.2 oranlarin-
da gozlenmis ve Avrupa’dan bildirilen oranlardan yiiksek oldugu izlenmistir. Toplum ve
hastane kokenli GSBL ureten E.coli suslarinda CTX-M gorilme orani (sirasiyla; %92.5 ve
%95.7), toplum ve hastane kokenli Klebsiella spp. suslarindan (sirasiyla; %67.8 ve
%66.7) yuksek saptanmistir. Bu veriler, CTX-M Ureten suglarin gerek hastane ortaminda
gerekse toplumda yaygin olarak bulundugunu dustindtirmektedir.

Fransa, ispanya, Kanada, ingiltere ve Kore gibi bircok lkede yapilan ¢alismalarda,
CTX-M dreten E.coli suslarinda, TMP-SMZ, siprofloksasin, gentamisin ve tetrasiklin kore-
sistansinin bulundugu bildirilmektedir'2. Calismamizda ise, GSBL ireten suslarin en yiik-
sek oranda TMP-SMZ (%75)’ye direncli oldugu goézlenirken, CTX-M tipi GSBL Ureten
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E.coli suslarinda TMP-SMZ direnci %72, K.pneumoniae suslarinda ise %88 olarak saptan-
mistir. Glinimizde, CTX-M tipi GSBL Ureten epidemik Enterobacteriaceae suslari ile flo-
rokinolona direnc gelisimi arasinda genetik iliski bulundugu bildirilmektedir'2. Bu direnc,
susun cesitli gnrA ve qnrB genlerini kazanimi ile iliskilendirilmektedir. Yapilan calismalar-
da gnrA geni, bla, \, o, blac1y 114 Ve diger bla,, \, disi genlerle iliskilendirilirken, gnrB
geni, bla, \, 5 Ve blag,, ,, genleriile iliskilendirilmistir'®. Calismamizda incelenen sus-
larin tamaminin CTX-M-1, CTX-M-2 ve CTX-M-9 gruplarina ait enzim cesitlerini bulun-
durdugu saptanmigtir. CTX-M-15 ise grup 1’'de bulunmaktadir ve lilkemizde prevalansi
yuksek olarak bildirildiginden, siprofloksasine karsi gozlenen direncin gelisiminde gnr
genlerinin kazaniminin da etkili olabilecegini distindirmektedir. Ayrica, florokinolon di-
rencine benzer sekilde, GSBL Ureten suglarda 6zellikle gentamisin olmak lGizere aminog-
likozid grubu antibiyotiklere direnc oranlari da yiiksektir®. Calismamizda, gentamisin di-
renci, TMP-SMZ ve siprofloksasin direnclerinden daha disiik oranda gozlenmistir. Gu-
nimiizde, aminoglikozid modifiye edici enzim armA, CTX-M-3 enzimi ile iliskilendiril-
mektedir?®. Gentamisin direncinin daha diisiik oranda gézlenmesi Tiirkiye’de CTX-M-15
enzimin yaygin olarak bulunuyor olmasi ile aciklanabilir'®9.

CTX-M ailesine ait enzimlerin hastane kokenli suslara ilaveten toplum koékenli suslar-
da da hizl yayihmi CTX-M pandemisi ile sonuglanmistir'>. Dolayisiyla, klinik érneklerden
izole edilen, oncelikli olarak E.coli ve K.pneumoniae suslari olmak tizere, GSBL Ureten En-
terobacteriaceae Uyelerinde, enzimin CTX-M tipi olup olmadiginin tanimlanmasi, direng
kazaniminin takibi acisindan 6nem arz etmektedir. CTX-M tipi GSBL'ler, TEM- ve SHV-
tlrevi GSBL'lerin aksine seftazidimden ziyade sefotaksimi daha ¢ok hidrolize edebilen en-
zimlerdir'>. Bununla birlikte Eckert ve arkadaslari?!, yiiksek diizeyde seftazidim direnci
gozledikleri 10 susun CTX-M-15 enzimi Urettigini bildirmislerdir. Ayrica, mutant CTX-M-
3, CTX-M-9 ve CTX-M-15, CTX-M-16 ve CTX-M-19 enzimlerini lreten suslarda da yuk-
sek diizey seftazidim direnci bildirilmektedir??. Giincel calismalar, CTX-M tipi GSBL'lerin
prevalansinin takibi amaciyla yapilan strveyanslarda, seftazidim direncinin belirtec ola-
rak kullaniimamasi gerekliligi tizerinde durmaktadir?>. Sefalosporini parcalayan, klavula-
nik asitle inhibe olmayan enzim tipi treten E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda plazmidle
kazanilan AmpC beta-laktamaz varligi bildiriimektedir?*2%. Ayni plazmid iizerinde AmpC
beta-laktamaz genine ek olarak siklikla diger direng genleri ile GSBL genleri de buluna-
bilmektedir?®?’. Fenotipik degerlendirmede, CTX-M tipi GSBL ile benzerlik gésteren
AmpC beta-laktamaz ilave olarak sefamisinleri de parcalamaktadir?®2°, Yukarida aktari-
lan direng ozelliklerini gosteren bakterilerde, tarama ve dogrulama testleriyle CTX-M ti-
pi GSBL tanimlamasi gliclesmektedir. Calismamizda, ¢cok sayida CTX-M enziminin tek bir
multipleks PCR ile saptanmasi ve suslarin CTX-M enzim Uretimi agisindan taranmasi, de-
gerlendirilmesi gug suslarin saptanmasini olanakh kilmistir. Boylece, seftazidime direncli
80 susun 57’sinde bla_,, ,, geni saptanirken, sefoksitin direnci gézlenen 17 susun 14’tn-

de bla,, \, geni saptanmistir.

Sonug olarak; GSBL Ureten Enterobacteriaceae suslarinin hastane kokenli enfeksiyon-
lardan sikca izole edilmelerinin yani sira, toplum kékenli enfeksiyonlarda da sik karsilasa-
bilecek bakteriler olduklari gozlenmistir. Ayrica, GSBL ureten suslarda CTX-M enzimleri-
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nin ytiksek oranda bulundugu saptanmistir. CTX-M enziminin yayihminin, plazmid lize-
rinde bla., ,, genleri ile birlikte bulunma ihtimali olan antibiyotik diren¢ genlerinin ka-
zanimina bagh olarak, birden cok antibiyotik sinifina direncli E.coli ve Klebsiella spp. sus-
larinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecedi dustiniilmektedir. Bu nedenle, CTX-M tipi
GSBL uretiminin taranmasi, enzimin yayilma sekli hakkinda bilgi birikimi olusturarak, ¢o-
gul direncli Enterobacteriaceae suslarinin takibine olanak saglayacaktir.
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