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OZET

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina basvuran hastalara ait cesitli Kiiltiir 6rneklerinden izole edilen
toplam 94 sus incelenmistir. Suslarin %53,2°si Escherichia coli, %?20,2’si
Acinetobacter baumanniii, %18,1°i Klebsiella pneumoniae, %4,3’ui Klebsiella
oxytoca, %2,1’i Klebsiella terrigena, %2,1’i ise Klebsiella ornithinolytica olarak
adlandirilmistir. Suslardaki genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
varhg cift disk sinerji testi (CDST) ile tespit edilmistir. CDST sonucunda
suslarin %69’unun GSBL enzimi irettigi, %31’inin ise iretmedigi
saptanmstir. Suslarin plazmit DNA’lan izole edilmistir. 71 izolatta plazmit
DNA tespit edilmis, 23 izolatta ise plazmit DNA’ya rastlanmamistir. izolatlarin
0,4 kb ile 19,3 kb arasinda degisen biiyiikliiklerde 1-10 adet plazmit DNA
tasidiklar: belirlenmistir. Plazmit tasiyan GSBL pozitif 58 izolat akridin oranj
(AQ) cozeltisi (mg/ml) ile muamele edilmis ve tekrar plazmit DNA izolasyonuna
alinmistir. AO uygulanan suslarin %81’inde plazmit DNA bantlarinin AQO
uygulanmayanlara gore daha ince oldugu goriilmiistiir. CDST sonucunda AO
uygulanan izolatlarin %6,9’unda antibiyotik direncinin azaldig1 saptanmstir.

Bu nedenle suslarin %6,9’unda GSBL iiretiminin plazmit kaynakh olabilecegi



diisiiniilmiistiir. Geriye kalan suslarda (%93,1) GSBL yapimimin plazmit
kaynakli olmadig1 belirlenmistir. Bu durumun AO’nun tiim suslarin
plazmitlerini gideremediginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. izolatlarin
GSBL enzim tiplendirilmesi icin TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleri
tasarlanmis ve bu primerler kullamlarak Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
hedef diziler cogaltilmistir. PZR iiriinlerinin dizi analizleri yapilarak DNA gen
veritabaminda BLAST yazilim ile karsilastirnlmalar: yapilmis ve buna gore
suslarin %50’sinde TEM, %14,87’sinde SHV, %11,7’sinde CTX-M tipi GSBL
oldugu tespit edilmistir. %23,43’iinde GSBL tiplerine rastltanmamistir. PZR’de
CDST’de tespit edilemeyen iki izolatin GSBL pozitif oldugu bulunmustur.

Bilim Kodu : 203.1.104
Anahtar Kelimeler : GSBL, CDST, Akridin oranj, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Sayfa Adedi : 105

Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Leyla ACIK
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ABSTRACT

In this study, total of 94 strains isolated from various culture samples which
belong to patients applied to Microbiology Laboratory of Gazi University
Medical Faculty Hospital were investigated. 53,2%, 20,2%, 18,1%, 4,3%, 2,1%
and 2,1% of isolates were termed as Escherichia coli, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella terrigena and Klebsiella
ornithinolytica respectively. In strains existence of extended spectrum beta
lactamase (ESBL) was determined by double disk sinergy test (DDST). In a
result of DDST, it was detected that 69% of strains produced ESBL, 31% of
strains didn’t produce ESBL. Plasmid DNAs of the isolates were isolated. 71 of
the isolates contained from 1 to 10 plasmid DNA changing from 0,4 kb to 19,3
kb in size while 23 isolates had no plasmid DNA. ESBL positive 58 strains were
treated with acridine orange (AO) solution and plasmid DNA reisolated.
Plasmid DNA bands which 81% of strains treated with AO were thinner than
plasmid DNA bands not threated with AO. In a result of DDST, antibiotics
resistance of 6,9% of strains were more less than strains not treated with AQO.
So, it was thought that existence of ESBL was as a plasmid origin in 6,9% of
strains. 93,1% of strains were thought to be as a chromosomal origin because of
all plasmids weren’t cured with AO. TEM, SHV, CTX-M and OXA primers

were designed for enzyme typing of isolates. Target sequence were amplified by
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polimerase chain reaction (PCR). PCR products were sequenced and they were
compared with DNA gene bank sequences in BLAST software. According to
this, 50%, 14,87% and 11,7% of strains were detected as TEM, SHV and CTX-
M types ESBL respectively. There is no ESBL types in 23,43% of strains. In
PCR two isolate which couldn’t detected in DDST were found ESBL positive.
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Key Words : ESBL, DDST, Acridine orange, Polimerase chain reaction
Page Number :105
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.
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1. GIRIS

Antibiyotiklerin enfeksiyon tedavisinde kullanilmaya bagslanmasiyla birlikte
antibiyotiklere karst diren¢ gelisimi sorun olmaya baslamistir [1]. Bakterilerin
antimikrobik ilaglara kars1 gosterdigi direncte en sik kullandiklar1 mekanizmalardan
birisi, sentezlenen enzimler ile ilacin aktifliginin giderilmesidir. B-laktam grubu

antibiyotikleri hidroliz eden B-laktamaz enzimleri bu tip dirence en iyi drnektir [2].

Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler beta-laktamaz
enzimleri tarafindan hidroliz edilerek etkisiz sekle doniistiiriilmektedir. En az 340
farkli beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir ve en 6nemli enzim gruplar1 plazmitle
kodlanan sefalosporinaz, metallo-beta-laktamaz ve genislemis spektrumlu beta-

laktamaz (GSBL)’ lardir [3].

GSBL’ler, Gram negatif comaklarda bulunan, genis spektrumlu sefalosporinler ve
aztreonama kars1 direngten sorumlu olan enzimlerdir [4]. 11k olarak 1983 yilinda
Avrupa’da Klebsiella pneumoniae kokenlerinde tanimlanan bu enzimler, daha sonra
Enterobacteriaceae ailesinin diger iiyelerinde de gosterilmistir [5]. GSBL’ler
cogunlukla TEM ve SHV tiirevi enzimler; bazi1 oksasilini hidroliz eden (OXA)
enzimler, CTX-M ve AMC-tip beta-laktamaz enzimleridir [6].

GSBL tasiyan bakteriler tiim diinyada yayilmay:r siirdiirdiigi i¢in antibiyotik
tedavilerinin planlanmasinda etkenin GSBL pozitif olup olmadig:i bilinmelidir.
Bunun i¢in ¢esitli testler gelistirilmistir. GSBL tireten kdkenlerin saptanmasinda ¢ift
disk sinerji testi (CDST), E-testi ve lic boyutlu test gibi degisik yontemler
kullanilabilir. Molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak GSBL’lerin  ayirici
tanimlanmas1 yapilabilir. Molekiiler teknikler GSBL alt tiplerinin tam olarak

ayrilmasi igin gerekli olup yalnizca arastirma amacli kullanilmaktadir [3, 4].



Bu c¢alismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda izole edilen Escherichia coli, Klebsiella ve Acinetobacter suslarinda
genislemis spektrumlu beta-laktamaz varliginin ¢ift disk sinerji testiyle saptanmasi,
akridin oranj ile bu varhigin plazmit veya kromozomal kokenli olup olmadiginin
arastirilmasi, molekiiler tan1 yontemlerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
TEM, SHV, CTX-M ve OXA tipi GSBL’lere ait suslarin belirlenmesi, PZR ve ¢ift
disk sinerji testi yontemlerinin GSBL pozitifligi ag¢isindan giivenilirliginin
kiyaslanmasi ve son olarak PZR sonuclarinda farkli bir tip oldugu diisiiniilen

enzimlerin dizi analizi ile tespit edilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Antibiyotiklere kars1 artan direng¢ sorunu biitiin diinyay1 tehdit etmektedir. Kiiresel
bir sorun haline doniisen direng Gram negatif bakterilerde 6zellikle genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varligi ile kendini gostermektedir. Gelismekte
olan {ilkelerde rasyonel olmayan antibiyotik kullanimi ve kisisel hijyen kurallarina

uyulmamasi nedeniyle direng sorunu gittik¢e artmaktadir [7] .

Bakteriler beta-laktam antibiyotiklere en sik beta-laktamaz enzimlerini {reterek
direng gelistirirler. Bu enzimler kromozomal veya plazmit kokenli olabilirler ve
kolaylikla yayilabilirler. Bu diren¢ genlerinin se¢ilmesi ve yayilmasi i¢in en uygun
yer antibiyotiklerin yogun olarak kullanildig1 hastanelerdir. GSBL olusturan suglarla
hastane enfeksiyonu epidemileri olusabilmekte ve bu suslar genellikle ¢oklu ilag

direncine sahip olduklarindan tedavide sorunlar yasanabilmektedir [8].

GSBL iireten bakterilerle enfeksiyon riskini arttiran c¢esitli faktorler; uzun siire
hastanede yatis, yogun bakim {initesinde bulunma, idrar, vendz ve diger kateter
uygulamalart gibi ¢esitli girisimler ve genis spektrumlu beta-laktam antibiyotik

kullanimi gibi faktorlerdir [4].

2.1. Beta-Laktamazlarin Genel Ozellikleri

Beta-laktamazlar en ¢ok Gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenen, niikleotit
dizilerinden dolay1 penisilin baglayic1 proteinlerden tiiredigine inanilan ve beta-
laktam halkas1 tasiyan antibiyotiklere (penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta-
laktam antibiyotikler) karsi dirence neden olan enzimlerdir. Penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlerin beta-laktamaz ailesindeki

enzimlerden biri veya birkagi tarafindan etkinligi giderilebilir [9, 10].

Beta-laktamazlar, hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerce iiretilmelerine
karsin beta-laktamaz yapimi basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere Gram

negatif bakterilerin beta-laktam direncindeki en 6nemli mekanizmadir [9].



Ilk beta-laktamaz tibbi uygulamalarda penisilin kullanimmin yaygmlasmasindan
once Escherichia coli bakterisinde tanimlanmistir. Bu enzimler peptidoglikan
tabakada bazi fizyolojik rollere sahip olabilir veya ¢evresel bakteriler ve mantarlar
tarafindan tiretilen beta-laktamlara kars1 bakteriyi korumak amagh olusabilirler [11].
Gilinlimiizde substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik, hidrolitik
etkinlik gibi 0Ozellikler agisindan 350°ye yakin farkli beta-laktamaz enzimi

tanimlanmistir [12].

2.2. Beta-Laktamazlarin Hiicredeki Yeri ve Sentezi

Gram pozitif bakterilerde beta-laktamazlar bol miktarda tiretilir ve ekzoenzimler
olarak dig ortama salgilanir. Bu bakterilerin enzimleri genellikle indiiklenebilir
nitelikte olup ortamda antibiyotik varsa sentezlenir. Gram negatif bakteriler ise daha
az miktarda, ancak cok sayida beta laktamaz tiirii iretirler ve beta laktamaz
enzimlerini periplazmik aralia salgilarlar. Gram negatif bakterilerde beta-
laktamazlarin bir kismi indiiklenebilir, bir kism1 da konstitiitif yapida olup ortamda
antibiyotik olsa da olmasa da enzim sentezi devam eder. Dolayisiyla az miktarda
enzim bile, antibiyotiklerin sitoplazmik membrana bagli penisilin baglayan

proteinlere ulasmalarindan once etkisiz hale getirilmesini saglar [13, 14, 15].

2.3. Beta-Laktamazlarin Tasinma Sekli

Beta-laktamazlarin sentezi ya Pseudomonas aeruginosa bakterisinde oldugu gibi
kromozomal ya da Staphylococcus aureus ve Aeromonas hydrophila bakterilerindeki
gibi plazmit kaynakli olabilir. Plazmitler, bakteriyel direncin yayilmasinin esas
nedenidir. Clinkii Gram negatif bakteriler arasinda konjugasyonla ve Gram pozitif
bakteriler arasinda bakteriyel viriisler ile bunlar taginabilir. Bu tasinabilirlik, uygun
enfeksiyon kontrol Ol¢limii  hastane ortamlarinda bozuldugunda direncin

yayilmasindan sorumludur [14].



2.4. Beta-Laktamazlarin Etki Mekanizmalari

Beta laktam grubu antibiyotikler, bakterilerin peptidoglikan (murein) tabakasinin
sentezini bozarak etki ederler. Bu tabaka N-asetil muramik asitin yapisinda yer alan
D-alanin D-alanin molekiillerinin transpeptidasyon reaksiyonu ile birlesmeleri
sonucu olusur. Transpeptidaz reaksiyonu olusturan enzimlere penisilin baglayan
proteinler (PBP) adi verilir. Bunlar beta-laktam antibiyotiklerin temel hedefidir.
Beta-laktam antibiyotiklerin yapisi ve uzaydaki konfigiirasyonlar1 D-alanin D-alanin
molekiiliine ¢cok benzediginden, beta-laktam antibiyotikler PBP ile reaksiyona girip
D-alanin D-alanin molekiiliiniin yerini alarak transpeptidasyonu engeller. Bdylece
hiicre duvar yapis1 bozulan bakteride ozmotik diren¢ kaybi ve 6liim meydana gelir

[16].

Beta-laktamazlar, antibiyotikleri hedef bolgesine erismeden beta-laktam halkasini
hidroliz ederek etkisiz hale getirirler (Sekil 2.1) [14, 15]. Bu enzimler, beta-laktam
halkasindaki amid bagin1 pargalarlar. Substratlar1 olan antibiyotik ile karsilikli
etkileserek kompleks bir ara iirtin olustururlar. Daha sonra bu kompleks su ile
hidroliz olur, aktif enzim tekrar serbestlesir ve yeni beta laktam molekiilleriyle
etkilesime girer. Aciga ¢ikan beta laktam antibiyotiklerin asidik tiirevleri etkisiz hale

gelir ve antibakteriyel 6zelliklerini kaybederler [9, 17, 18].

B-laktam halkasi
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Sekil 2.1. Penisilin direncinin saglanmasi: Beta-laktamaz, molekiilii etkisiz hale
getirmek i¢in penisilinin beta-laktam halkasindaki bagi kirar. Bu enzime
sahip bakteri penisilinin ve diger beta-laktam antibiyotiklerin etkilerine
direng gosterir [19]



2.5. Beta-Laktamazlarin Simiflandirma Semasi

Birgok arastirmaci tarafindan gesitli siniflandirma semalart 6ne siiriilmiigtiir. 1973
yilinda ortaya atilan Richmond ve Sykes semasi substrat profilini temel almistir.
Richmond ve Sykes semasinin Sykes ve Mathew (1976) tarafindan genisletilmesi
izoelektrik fokuslama ile ayrima dayanmaktadir. 1981°de Mitsuhashi ve Inoue
tarafindan Onerilen semada sefuroksimi hidroliz eden beta-laktamaz kategorisi
penisilinaz ve sefalosporinazi siniflandirilmasina eklemistir. Bush (1989) tarafindan
Onerilen diizenleme, substrat korelasyonuna ve molekiiler yapiyla inhibitor
ozelliklere dayandirilmistir. Buna ragmen, sayr ve enzim cesitliligi semanin
siirlarinin 6tesinde artmistir [20]. Bu siniflandirmalar i¢inde en ¢ok ikisi tercih
edilmektedir. Bunlardan birincisi Bush ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir.
Substrat profilleri ve B-laktamaz inhibitorlerine duyarlilik temel alinarak enzimler 4
grupta toplanmistir (Cizelge 2.1). Ambler tarafindan yapilmis olan ikinci
simiflandirma ise enzimleri kodlayan niikleotit dizilerine dayanan molekiiler
siiflandirmadir [2]. 1995°te, Bush-Jacoby-Medeiros en son smiflandirma planin

dort grupta ve takiben alt gruplarda gostermislerdir [21].

Grup 1: Molekiiler smmif C’ye ait klavulanik asit tarafindan inhibe olamayan

sefalosporinazlar igerir [21].

Grup 2: Orijinal TEM ve SHV genlerini gosteren molekiiler sinif A ve D’ye ait,
klavulonik asit tarafindan inhibe edilen penisilinazlar ve sefalosporinazlardir. TEM
ve SHV kokenli beta-laktamazlar artan sayida olmasindan dolay1 bunlar iki alt sinifa

(2a ve 2b) ayrilmstir [21].

Altgrup 2a: Sadece penisilinazlart igerir. Buna ragmen 2b, penisilinleri ve
sefalosporinleri ayn1 oranda aktifligini giderme yeteneginde olan genis spektrumlu

beta-laktamazlardir. Ayrica yeni alt-altgruplar, altgrup 2b’den ayrilir [21].



Altgrup 2be: e harfi genis spektrumlu aktiviteyi gosterir. Monobaktamlarin yaninda
(aztreonam) li¢lincili kusak sefalosporinlerin aktifligini gideren GSBL’leri temsil eder

[21].

Altgrup 2br: r harfiyle klavulonik asit ve sulbaktama baglanmanin azaldig:
gosterilmektedir. Bu altgrup ayni zamanda inhibitdr direngli TEM kdkenli enzimler

olarak isimlendirilirler. Buna ragmen hala tazobaktama duyarhdirlar [21].

Altgrup 2c: Bu enzimler kloksasilin iizerindeki bazi etkileri ile karbenisilinin
benzilpenisilinden daha fazla aktifligini giderdikleri i¢in Grup 2b’den ayrilmislardir
[21].

Altgrup 2d: Karbenisiline kars1 bazi etkinlikler ile kloksasilinin benzilpenisilinden
daha fazla aktifligini giderirler. Bu enzimlerin klavulanik asit tarafindan yetersiz

olarak aktiflikleri giderilir. Altgrup 2d nin baz1 enzimleri GSBL’lerdir [21].

Altgrup 2e: Monobaktamlari1 da hidroliz edebilen sefalosporinazlardir ve klavulonik

asit tarafindan engellenirler [21].

Altgrup 2f :Grup 3°deki ¢inko kaynakli karbepenemazlara zit olan serin kaynakli

karbapenemazlar oldugu icin ilave edilmistir [21].

Grup 3: Cinko kaynakli veya metallo beta-laktamazlardan olusurlar. Molekiiler sinif
B’de bulunurlar ve metal iyonu ¢inko ile etki eden tek enzimlerdir. Bunlar
karbapenemleri, penisilinleri ve sefalosporinleri hidroliz edebilirler. Bu yiizden
karbapenemler hem grup 2f (serin kaynakli mekanzima) hem de grup 3 (¢inko

kaynakli mekanizma) tarafindan engellenirler [21].

Grup 4: Klavulonik asit tarafindan engellenmeyen penisilinazlar1 igerir ve heniiz

uygun bir molekiiler sinifa sahip degildir [21].



Molekiiler Siniflandirma

Beta-laktamazlarin molekiiler siiflandirmasi bu enzimlerdeki niikleotit ve amino
asit dizilerine dayanir. Bugiine kadar fonksiyonel siniflandirma ile iliskili olarak dort
siift (A-D) tanimlanmustir. Smif A, C ve D serini temel alan mekanizma araciligiyla
hareket ederken, sinif B veya metallo beta-laktamazlar aktivasyonlar1 i¢in ¢inkoya
ihtiyac duyarlar. GSBL’lerin ¢ogu 29 000 Da agirligindadir. Aktif bolgelerinde serin
tagirlar. Oncelikli olarak penisilinleri tercih eden Ambler molekiiler siif A’ya ait

enzimlerdir [21].



Cizelge 2.1. Ana beta-laktamaz gruplarinin fonksiyonel ve molekiiler 6zellikleri [21]

Fonksiyonel Ana Molekiiler Fonksiyonel Grupta Beta-Laktamazlarin Ozellikleri
Grup altgrup siif
1 C Gram negatif bakterilerdeki siklikla kromozomal olan

enzimlerdir fakat plazmitle de kodlanabilirler.
Karbepenemler hari¢ beta-laktamlarin biitiin sinifina
diren¢  saglarlar.  Klavulonik  asit tarafindan

engellenmezler.
2 A,D Cogu enzim klavulonik asit tarafindan engellenir.
2a A Stafilokok ve enterokokal penisilinazlar1 kapsarlar.

Penisilinlere direng saglarlar.

2b A Baslica Gram negatif bakterilerde TEM-1 ve SHV-1"i
iceren GSBL’lerdir.

2be A Oksiimino sefalosporinler ve monobaktamlara direng
gosteren GSBL’lerdir.

2br A Inhibitére direngli TEM (IRT) tipi beta-laktamazlar ile
bir inhibitdre direngli SHV tiirevlerini igerirler.

2c A Karbenisilini hidroliz eden enzimlerdir.

2d D Kloksasillini (oksasilin) hidroliz eden enzimlerdir.

Klavulonik asit tarafindan etkili sekilde engellenirler

2e A Klavulonik asit tarafindan engellenen
sefalosporinazlardir.
2f A Klavulonik asit tarafindan engellenirler.  Aktif
kisimlarindaki serin aminoasitleri karbepenemi hidroliz
eder.
3 3a, B Monobaktamlar hari¢ tiim beta-laktam smiflar1 ve
3b karbepenemlere direng saglayan metallo beta-
’ laktamazlardir. Klavulonik asit tarafindan
3c engellenmezler.

Diger gruplara uymayan ¢esitli dizileri ¢ikarilmamis
enzimlerdir.
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2.6. Beta-Laktamazlarin isimlendirilmesi

Beta-laktamazlarin  isimlendirilmesindeki  farkli  yaklasimlar, bu enzimleri
goriindiiklerinden daha karmasik bir hale getirmistir. Bazi enzimler tercih ettikleri
substratlara gére (CARB, FUR, IMP, OXA), bazilar1 biyokimyasal 6zelliklerine gore
(SHV, NBC), bazilar1 genlerine (Amp, CepA), bazilar1 izole edildikleri bakterilere
(AER, PSE), suslara (P99), hasta isimlerine (TEM, ROB), hastaneye (MIR, RHH),
eyaletlere (OHIO), bazilar1 da bulan kisilere gore (HMS) isim almislardir. Buna
karsin, bunlardan bazilart gecerliliklerini yitirmistir. Ornegin SHV  sulfhydryl
variable’dan kisaltilmistir, buna karsin arttk SHV-1 enziminin aktif bolgesinin
siilthidril degil, serin hidroksil oldugu anlasilmistir. Benzer sekilde, ilk kez
Pseudomonas  bakterisinden izole edilmis olan PSE enziminin artik
enterobakterilerde de bulunabildigi bilinmektedir. Son yillarda biiyiik bir hizla
artmakta olan TEM enziminden tiireyen enzimlere ise CAZ (seftazidimaz), CTX
(sefotaksimaz) veya IRT (inhibitor rezistan) gibi tanimlayici isimler verilmis ve bu
da bir karmasaya yol agmistir. Bu konuda onerilen ise, TEM’den koken alan tiim

enzimlerin TEM 26, TEM 43 gibi numara ile belirtilmesidir [2].

2.7. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlarin Genel Ozellikleri

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, plazmit kaynakli sinmif A TEM ve SHV
tirevli enzimler gibi, kodlanan enzimlerdeki tek veya c¢oklu aminoasit
degisiklikleriyle sonuglanan yapisal genlerindeki mutasyonlar ile gelismektedirler.
Bu enzimler, siklikla Enterobacteraceae familyasimin iiyelerinde, basta E. coli ve
Klebsiella pneumoniae olmak tizere sefalosporinler ve monobaktamlara kars1 dirence
sebep olurlar [22, 23]. GSBL’ler oksiiminosefalosporinleri etkisiz hale getirirler ve
GSBL iireten organizmalar siklikla amiloglikozidler ve fluroquinolonlar gibi belki de
piperasilin-tazobaktam ve sefepim gibi diger antibiyotik siniflarina karsi direng
faktorlerine sahiplerdir [24]. Genelde TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri ilk
penisilinlere yliksek seviyeli, birinci kusak sefalosporinlere diisiik seviyeli direng
gosterirler. Ugiincii kusak sefalosporinler ve aztreonamin yaygm kullammimin

GSBL’lerin  olusumuna sebep olan mutasyonlarin esas sebebi olduguna
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inanilmaktadir. Bu enzimler sefotaksime, seftazidime ve diger genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonam gibi monobaktamlara karsi direngte aracilik
etmektedirler. Fakat sefamisin ve imipeneme kars1 saptanabilir bir aktiviteye sahip
degildirler. Bu enzimler oldukca genislemis substrat dagilimlarindan dolay1

genislemis spektrumlu beta-laktamazlar olarak isimlendirilirler [20].

GSBL’ler genelde bir veya daha fazla baz degisikligi ile TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
beta-laktamazlardan veya CTX-M olarak adlandirilan hizlica degisen bir siniftan elde
edilir. Ik bilinen GSBL iireten organizma Almanya’da bir hastada 1983 yilinda rapor
edilen K. pneumoniae izolatidir. Merak uyandiran bir sekilde GSBL’ler en ¢ok K.
pneumoniae suslarinda belirlenmektedir. Son yirmi yilda, GSBL iireten bakteriler
biiylik epidemik salginlara neden olmustur. Bu konuda Amerika Birlesik Devletleri

dahil tiim diinya iilkelerinden bir¢ok vaka rapor edilmistir [6, 11, 25-27].

2.8. GSBL Tipleri ve Bakteriyel Tiirler

GSBL’ler Tiirkiye de dahil biitiin diinyada genis bir oranda bulunmakta ve ciddi bir
problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. GSBL’lerin ¢ogu TEM veya SHV tiirevidirler
[20]. Su an tanimlanan GSBL'lerin toplam sayis1 200'den fazladir. Bunlar George
Jacoby and Karen Bush tarafindan takdim edilen GSBL'lerin siniflandirilmasinda
yetkili web sayfasinda ayrintili olarak verilmistir (www.lahey.org/studies/webt.asp)

[11,26].

SHV Tipi GSBL’ler

SHV tipi GSBL enzimleri klinik izolatlarda GSBL’lerin diger tiplerine gore daha sik
bulunabilir [20]. Bu tip GSBL enzimler dar spektrumlu sefalosporini hidroliz eden
enzimden (SHV-1) tek bir aminoasit degisikligi ile olusurlar [28]. SHV-1 beta-
laktamazi en yaygin olarak K. pneumoniae bakterisinde bulunur ve bu tiirde plazmit
kaynakli ampisilin direncinin %20’den daha fazlasindan sorumludur. SHV tipi enzim

diinya capinda 50’den fazla tanimlanmistir [11].
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Son 20-25 yildir, SHV-2’den SHV-26’ya kadar isimlendirilen SHV tipi GSBL

enzimleri tammmlanmistir (www.lahey.org/studies/webt.html) [28].

SHYV tipi GSBL’ler Enterobacteraceae’de yaygin olarak belirlenmistir [27]. Bunlar
E. coli K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella ozaenae,
Acinetobacter spp., Salmonella, Enterobacter, Proteus, Citrobacter diversus,
Morganella morganii, Shigella dysenteriae, Serratia marcescens, Burkholderia

cepacia bakterilerinde bulunabilmektedir [11, 28-30].

TEM tipi GSBL’ler

TEM tipi GSBL’ler TEM-1 ve TEM-2’den kokenlenirler. TEM-1 ilk olarak Atina’da
Temoneira (bu yiizden TEM olarak isimlendirilmektedir) adli bir hastanin E. coli
izolatindan 1965°te rapor edilmistir [20]. E. coli bakterisinde ampisilin direncinin
%90°dan fazlas1t TEM-1 iiretimine baghdir. Bu enzim ayn1 zamanda Haemophilus
influenzae ve Neisseria gonorrhoeae’de artan sayida goriilen penisilin ve ampisilin
direncinden sorumludur. TEM-1, penisilinleri ve sefalotin ve sefaloridin gibi birinci
kusak sefalosporinleri hidroliz edebilir. TEM-2 (TEM-1’in ilk tiirevidir) orijinal

beta-laktamazdan tek bir aminoasidin degisimiyle olusmustur [30].

Fransa’da 1984'ln erken doneminde belirlenen K. pneumoniae izolatlarinin
sefotaksime kars1 arttirillmis aktivitesinden dolay1 orijinal olarak CTX-1 olarak
isimlendirilen plazmit kaynakli yeni bir beta-laktamaz tasidigi bulunmustur. Bu
enzim (su an TEM-3 olarak adlandirilmistir) iki aminoasidin yer degistirmesiyle
TEM-2"den farklilik gostermektedir. TEM tipi beta-laktamaz sayis1 100'den fazladir
ve bunlarin ¢ogu da GSBL dir [11] .

TEM tipi GSBL, E. coli ve K. pneumoniae suslarinda bulunmasina ragmen artan
siklikla Gram negatif bakterilerin diger tiirlerinde de saptanmistir. Bunlar; M.

morganii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis ve
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Salmonella spp. izolatlaridir. ilaveten TEM tipi GSBL’ler, P. aeruginosa gibi
Enterobacteraceae olmayan diger familyalarda da bulunmaktadirlar [11].
2007 yilinda Italya’da yapilan bir ¢alismada, Acinetobacter baumannii izolatmin

TEM-92 tipi GSBL iirettigi rapor edilmistir [31].

CTX-M Tipi GSBL’ler

Almanya’da 1989’un baslarinda Bauernfeind ve arkadaslari, TEM ve SHV olmayan
GSBL iireten, CTX-M olarak adlandirilan sefotaksime karsi hidrolitik aktivitesi olan
enfeksiyonlari sefotaksim tedavisine direnen E. coli suslar rapor etmislerdir [32]. Bu
enzimler TEM ve SHV beta-laktamazlar ile yaklasik olarak sadece %40 oraninda
benzedikleri icin TEM ve SHV tipi enzimlerle ¢ok yakindan iligkili degildirler [30].

CTX ismi bu beta-laktamazlarin sefotaksime kars1i gii¢lii hidrolitik aktivitesini
gosterir. Bu enzimler sefalotini benzilpenisilinden daha iyi hidroliz eder. Bu enzimler

ayricalikli sekilde seftazidimden fazla sefotaksimi hidroliz ederler [11].

CTX-M tipi beta-laktamazlarin sayisi hizla artmaktadir. CTX-M enzimleri aminoasit
dizi benzerligi ile alt siniflara ayrilabilir. Filogenetik calismalar CTX-M enzimlerinin
bes esas gruba ayrildigini géstermektedir [33]. Yunsong Yu ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢alismada CTX-M-3 ve CTX-M-14 en yaygin tipler olarak bulunmustur [34].
40’dan fazla CTX-M varyantlarn giincel olarak bilinmektedir. Bunlar Salmonella
spp.’yi igeren farkli Enterobacteraceae’de bulunmaktadir [11]. CTX-M enzimleri E.
coli, Salmonella enterica, Citrobacter freundii, P. mirabilis, E. cloacae, E.
aerogenes, Citrobacter amalonaticus ve A. baumannii bakterilerinde rapor edilmigtir

[31, 32, 35-37].

OXA Tipi GSBL’ler

OXA tip beta-laktamazlar oksasilini hidroliz etme yeteneginden dolayr bu
isimlendirmeyi almislardir. Bu beta-laktamazlar (molekiiler sinif D, fonksiyonel grup

2d) oksasilin ve kloksasilini benzilpenisilinden %50 daha fazla hidroliz ederler.
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Bunlar baskin olarak P. aeruginosa bakterisinde olusmaktadir fakat diger bircok
Gram negatif bakteride de belirlenmistir. Gergekte, en yaygin OXA tipi beta-
laktamaz, OXA-1 E. coli izolatlarinda %1-10 aras1 bulunmaktadir [29, 30].
OXA-tipi GSBL’ler OXA-10 beta-laktamazdan (OXA-11, -14, -16 ve -17)
kokenlenmektedir. OXA-14, OXA-10’dan sadece bir, OXA-11 ve OXA-16’dan iki,
OXA-13 ve OXA-19’dan dokuz aminoasit ile farklilik géstermektedir [38].

OXA tipi GSBL’ler ilk basta Tiirkiye Ankara’da tek bir hastaneden izole edilen P.
aeruginosa’da kesfedilmistir [12, 39]. Fransa’da OXA-10’un yeni bir tiirevi (OXA-
28 olarak numaralandi) P. aeruginosa izolatinda bulunmustur. GSBL OXA tipi beta-
laktamazlarin gelisimi SHV ve TEM tipi GSBL’lerin gelisimiyle bir¢ok benzerlige
sahiptir. Ne yazik ki, OXA-tipi GSBL’lerin cografik yayilisina yonelik cok az

epidemiyolojik veri vardir [29].

Inhibitérlere Direncli Beta-Laktamazlar

Beta-laktamaz inhibitorleri klinikte kullanilmaya baglandiktan sonra 1997 yilindan
itibaren bazi amoksisilin-klavulonik aside direngli E. coli bakterileri bildirilmeye
baslanmigtir.  Inhibitérlere  direngli olan beta-laktamazlar, {iciincii kusak
sefalosporinleri hidroliz edememelerine karsin TEM ve SHYV tiirli enzimlerden kdken
aldiklar1 i¢cin GSBL’ler ile birlikte ele alinmaktadirlar. Giliniimiizde inhibitorlere
direncli enzimlerin (IRT) sayis1 22 civarindadir. IRT’ler en sik olarak E. coli’de
bulunmakla birlikte K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis ve C. freundii’de de

bildirilmektedir [30, 40, 41, 42].

Diger GSBL’ler

Plazmit veya transpozonla iliskili sinif A enzimler olan ¢esitli diger beta-laktamazlar
son zamanlarda kesfedilmistir. Bunlar bilinen her beta-laktamazin basit nokta

mutasyonlar1 degildirler. Cografik ¢esitlilikleri ile karakterize edilmektedirler [11].
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PER Tipi GSBLler

PER tipi GSBL’ler bilinen TEM ve SHV tipi GSBL’ler ile sadece 9%25-27 arasi
benzerlik gosterirler. PER-1 beta-laktamaz etkili sekilde penisilinleri ve

sefalosporinleri hidroliz eder ve klavulonik asit inhibisyonuna duyarhdir [11].

Genisletilmis direngli Pseudomonas (PER-1) ilk kez Fransa’da P. aeruginosa
susunda bulunmus ve daha sonra sirasiyla; Tiirkiye ve Italya’da Acinetobacter spp.
ve P. aeruginosa izolatlarinda belirlenmistir [39]. PER-1 GSBL iireten 4. baumannii
suslart Tirkiye, Kore ve Fransa’dan rapor edilmistir. PER-1 ile %86 benzerlik
gosteren PER-2, Salmonella enterica serovar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae,

E. cloacae, P. mirabilis ve Vibrio cholera O1’de belirlenmistir. [11, 43].

VEB Tipi GSBL ’ler

VEB-1, PER-1 ve PER-2 ile en fazla benzerlik (%38) goOsteren GSBL’lerdir.
Klavulonik asit tarafindan tersine ¢evrilen seftazidim, sefotaksim ve aztreonama
kars1 yliksek seviyede direng gosterirler. VEB-1 Vietnam’da bir E. coli izolatinda ilk
olarak tespit edilmistir. Ayni beta-laktamaz K. pneumoniae, E. cloaca ve P.
aeruginosa izolatlarinda Tayland’da bulunmustur. Diger VEB enzimleri ayni
zamanda Cin ve Kuveyt’te belirlenmistir [11]. VEB-1’1 kodlayan genin plazmit
kaynakli oldugu bulunmustur. Béyle plazmitler ayn1 zamanda beta-laktam olmayan

antibiyotiklere kars1 da direng gostermektedirler [29].

GES tipi GSBLler

GES tipi GSBL’ler Ambler simnif A ig¢indedirler fakat farkli substrat 6zgiinliigiine
sahiptirler. Fransa’da K. pneumoniae izolatinda belirlenen GES-1 sefoksitine karsi
aktivite gosterirken, Gliney Amerika’da P. aeruginosa’da saptanan GES-2
imipenemi etkilemektedir. Son zamanlarda GES tipi GSBL’lerin birka¢ kdokeni

Yunanistan ve Japonya’da izole edilmistir [44].
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Diger Enterobacteraceae’de bulunan nadir GSBL’ler BES, SFO, IBC, TLA,
Japonya'da TOHO-1 ve TOHO-2 sayilabilir [11, 29].

2.9. GSBL Saptama Yontemleri

GSBL saptama yontemleri ikiye boliinebilir:
e Fenotipik yontemler

e Molekiiler yontemler [20].

2.9.1. Fenotipik yontemler

Bu yontemler, oksiimino-beta-laktamlara karst (6rne8in seftriakson, sefotaksim,
seftazidim ve aztreonam) GSBL’lerin gosterdigi dirence ve bu direnci engellemek
icin beta-laktamaz inhibitor yetenegine (genellikle klavulonat) baghdir [20]. GSBL
saptama yontemleri, Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) kurallar
dogrultusunda tarama ve dogrulama olmak iizere iki agamalidir. Tarama testinde zon
cap1 seftazidim i¢in < 22 mm veya sefotaksim i¢in < 27 mm veya seftriakson i¢in <
25 mm veya aztreonam i¢in < 27 mm veya sefpodoksim i¢in < 17 mm bulunursa
GSBL kuskusu duyulur. GSBL dogrulama testi olarak ¢ift disk sinerji testi, E-test
GSBL stripleri (AB Biodisk), kombine disk yontemi, E-testi, ii¢ boyutlu test, GSBL
kartlar1 (Vitek, bioMerieux) kullanilmaktadir [3].

GSBL Dogrulama Testleri

Cift Disk Sinerji Testi

Jarlier cift disk yaklastirma veya ¢ift disk sinerji 1980’lerde tanimlanan ilk belirleme
testidir. Cift disk sinerji seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX), seftriakson (CRO) ve
aztreonamin (ATM) 30 pg antibiyotik disklerinin amoksisillin/klavulonik asit
(AMC) (20png/10png) diskinden 30 mm wuzaklikta (merkezden merkeze) olacak
sekilde plakta yerlestirilen bir disk difiizyon testidir. Etiivdeki 24 saatlik inkiibasyonu
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takiben, CRO, CAZ, CTX veya ATM inhibisyon zonlarinda AMC diskine dogru
belirgin genisleme olmasi ya da iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri lireyen alanda
tiremenin engellendigi bolgenin goriilmesi GSBL pozitifligi olarak kabul edilir
(Resim 2.1). GSBL tasidig: siipheli izolatlarda, diskler aras1 30 mm standart mesafe
kullanimu ile sonug negatif ise, test daha yakin diskler (6rnegin 20 mm) veya daha

uzak diskler (6rnegin 40 mm) ile tekrarlanilabilir. Test GSBL taramada giivenli,

uygun ve ekonomik bir yontemdir [4,11].

Resim 2.1. Cift disk sinerji yontemi. GSBL (+) suslarda amoksisilin/klavulonik asit
diskinin etrafina (20-30 mm) yerlestirilen seftazidim, sefepim,
sefoksitin, aztreonam inhibisyon zon c¢aplarinin geniglemesi [45]

Kombine Disk Yontemi

McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan bakteri
siispansiyonunun yayildigi Mueller-Hinton Agar (MHA) plaklarina klavulonik asit
iceren ve icermeyen CTX ve CAZ diskleri yerlestirilir. Bir gece 35°C’de
inkiibasyondan sonra klavulonik asit iceren ve igcermeyen disklerin etrafindaki

inhibisyon zonlar1 6l¢iilerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki zon,
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klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla > 5 mm ise izolat GSBL

iretimi agisindan pozitif kabul edilir [46].

E Test Yontemi

Test stripleri bir ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim ve klavulonik asit
(TZL) igerecek sekilde hazirlanmistir. Disk diflizyon i¢in bildirilen standartlarda
hazirlanan plaklarda inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi
deger MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) degerini vermektedir. TZ ve TZL
MIK degerleri birbirine oranlandiginda MiK degerinde > 8 kat fazla azalma olmasi
GSBL varligin1 gosterir. Benzer sekilde sefotaksim ve sefotaksim-klavulonik asit
(CT-CTL) igeren E-test stripleri de bulunmaktadir. Ozellikle CT-CTL striplerinde
klavulonik asitin diger tarafa da difiize olmasi nedeniyle stripin ortasinda bir fantom

zon goriilebilmektedir. Bu zon GSBL gostergesi olarak kabul edilmektedir [46].

Mikrodiliisyon Yontemi

Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek basina hem de klavulonik asit
varhginda saptanir. Klavulonik asit varhginda MIK degerlerinde >3 log2 (8 kat)
azalma GSBL gostergesi olarak kabul edilir [46].

Uc Boyutlu Test

Denenecek mikroorganizma agar yiizeyine yayildiktan sonra agarda bir yarik acilir.
Yanigin igi test edilecek mikroorganizmanin tiretildigi sivi besiyeri ile doldurulur.
Antibiyotik diskleri bu yariktan 3 mm uzak olacak sekilde dizilir. Yarga bakan

tarafta inhibisyon zonunda bozulma, daralma pozitif olarak degerlendirilir [46].

Vitek GSBL

Vitek (Biomerieux, Hazlewood, MO) seftazidim veya sefotaksimin yalniz ve
klavulonik asit (4pw/ml) ile kombinasyonu kullanilarak yapilan otomatize bir
duyarlilik test sistemidir. Klavulonik asit ve ilag kombinasyonunun bulundugu

kuyucuklarda, tek basina sefotaksim veya seftazidim bulundugu kuyucuga gore
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tiremenin diismesi GSBL varligin1 gosterir. Sanders ve arkadaslarinin yaptigt GSBL
tirettigi bilinen Klebsiella spp. ve E. coli suslarmin kullanildig1 bir ¢alismada, Vitek
GSBL testinin duyarlilik ve 6zgiilliigliniin %99 oldugu gosterilmistir [47].

2.9.2. Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemler, enzimlerin tanimlanmasinda laboratuvarlar i¢in ¢ok uygun
yontemler olmamakla birlikte aragtirma maksadiyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
GSBL caligmalarinin ilk zamanlarinda izoelektrik noktanin belirlenmesi GSBL
varliginin tespiti i¢in genelde yeterlidir. Buna ragmen, 90’dan fazla TEM tipi beta-
laktamaz ile bunlarin ¢ogu aymi izoelektrik noktaya sahip oldugundan izoelektrik
nokta ile GSBL’nin belirlenmesi daha fazla miimkiin degildir. Benzer bir durum
GSBL’lerin SHV, CTX-M, ve OXA tipi ailelerinde de bulunmaktadir. Beta-laktamaz
genlerinin ilk belirlenmesi TEM ve SHV enzimlerine 6zgii olan DNA problarinin
kullanimiyla gerceklestirilmistir. Bu ilk GSBL’ler TEM ailesine ait problarla
calisilmigtir.  DNA  problarinin  kullanimi  bazen olduk¢a yogun is giicl
gerektirebilmektedir. Bu nedenle bu problar GSBL ve GSBL olmayanlari, TEM ve
SHV tipleri arasindaki farki ayirt edememektedir [21, 30].

Oligo Tiplendirme

Beta-laktamazlarin belirlenmesinde TEM-1 ve TEM-2 ayrimini yapmak ig¢in
kullanilan Quellette ve arkadaslar tarafindan gelistirilen ilk molekiiler yontem oligo
tiplendirme yontemidir. Bu yontemin kullanimi ile ¢esitli yeni TEM varyantlar
birtakim klinik izolatlarda tanimlanmistir. Bu yodntemde, zorlu hibridizasyon
kosullar1 altinda nokta mutasyonlarin1 belirlemek i¢in tasarlanan oligoniikleotit
problar1 kullanilmakta ve bu problar radyoizotop veya biyotin ile isaretlenmektedir.
Sonradan Mabilat ve Courvalin blatpm genindeki alti pozisyondaki mutasyonlari

belirlemek i¢in ilave oligoniikleotit problar1 gelistirmislerdir [21, 30].
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Beta-laktamazlarin ait oldugu enzim ailesinin varligini belirlemek i¢in kullanilan en
yaygin ve en kolay molekiiler yontem polimeraz zincir reaksiyonudur [21, 30].
Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiilinde hedef dizilere iki
oligoniikleotit primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Oligoniikleotit
primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten
sonra, tek iplikli DNA molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerle
baz eslesmesi yapar. Primerlerin 6zgilin olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik
sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort
cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan
uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii
sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama
olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur. Art arda tekrarlanan denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcalart iissel
olarak artar (Sekil 2.2). Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen
tirlintin, ardisik dongiide diger primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Béylece her
PZR dongiisii, DNA molekiilii {izerinde istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile

sonuglanir [48].

PZR’nin temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi, primerler, ANTP karigimi, tampon ve MgCl, dir [48].

Kalip DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunda genomik DNA, plazmit ve faj DNA,
cesitli genler ve hatta herhangi bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip
DNA molekiilleri amaca gore cDNA, genomik DNA, genom kitapliklar1 halinde ya
aragtirma laboratuvarlar1 ve kliniklerden ya da ticari olarak elde edilir. PZR’de kalip

olarak tek ya da cift iplikli DNA’nin yan1 sira RNA da kullanilabilir [48].

Polimerazlar: Taq DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayic1 bir DNA

ipligi meydana getirmek tiizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort
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cesit deoksiriboniikleozit trifosfattan uzun poliniikleotit zincirin sentezini kataliz
ederler. Bu enzimler, sentezi baslatmak icin kalip molekiildeki tamamlayici diziye
baglanan kisa DNA parcalarina (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii 5’ugtan 3’
uca dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP ile arasina
niikleotitler eklenerek, fosfodiester baglar katalizler. Sicakliga dayanmikli DNA
polimerazlardan PZR’de en yaygin olarak kullanilan1 Thermus aquaticus izolatindan

elde edilen Taq DNA polimerazdir [48].

Primerler: Gen ¢ogaltilmasi dahil PZR’nin bir¢ok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya
tamamen tamamlayict olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kullanilan
kalip ile yiiksek oranda baglanma saglamak iizere primerler 20-30 niikleotit
uzunlugundadir. Oligoniikleotit primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya
da ticari olarak elde edilebilirler. Bu primerler genellikle olusumu bilinmeyen ¢esitli
nokta mutasyonlarinin oldugu boélgelere baglanma amaciyla secilir. Buna ragmen

PZR, TEM ve SHV nin farkl: tipleri arasinda ayrim yapamaz [21, 48].

dNTP Karisimi: Deoksiriboniikleozid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek
saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. Taqg DNA
polimeraz diisik dNTP konsantrasyonlarinda (10-100uM) kaliba uygun dogru
bazlar1 segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100uM dNTP

konsantrasyonu ile gerceklestirilir [48].

Tamponlar ve MgCl,: PZR’de kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en c¢ok
kullanilam Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan tamponlardir. Mg™ iyonlari
dNTP’ler ile ¢oziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve
¢ift iplikli DNA’nin Ty, degerini' arttirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar.
Bu nedenle MgCl,’iin PZR 6zgiilliigii ve tirlin verimi {izerinde ¢ok dnemli bir etkisi
vardir. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mM’lik degerler
tercih edilir [48].

"' T, degeri: Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz giftlerinin yarismin ortadan kalkmasina yol
agan sicaklik derecesi
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Sekil 2.2. PZR dongiisiiniin sistematik sekli 1. 96°C’de denatiirasyon 2. 68 °C’de
(6rnek) primerin baglanmasi 3. 72° C de uzama (P= DNA polimeraz) 4.
[k déngiiniin bitimi iki DNA ipligi diger dongii igin kalpp DNA’y1 yapar
DNA miktar1 her bir dongii i¢in iki katina gikar [49]
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (PZR-

RFLP)

TEM beta-laktamaz geninin molekiiler karakterizyonuna diger bir yaklasim PZR’ye
restriksiyon parca uzunluk polimorfizminin kullanilmasidir. Bu denemede, ¢ogaltilan
PZR friinleri ¢esitli restriksiyon endoniikleazlar ile kesilir ve elektroforezle
pargalarin sayisi ve biiyiikliigline gore ayrim yapilir. Her bir restriksiyon enzimi ile
olusturulan parcalarin biiyiikliikleri blatem yapisal genindeki nokta mutasyonlarini
gosterir. Birka¢ farkli test SHV tiirevlerinin belirlenmesi ve tanimlanmasi icin

onerilmektedir. Bunlarin en kolay1 ise PZR-RFLP yontemidir [21].

Polimeraz Zincir Reaksiyvonu-Tek Iplikli Konformasyonel Polimorfizm (PZR-SSCP)

SHV tip GSBL’leri belirlemek i¢in kullanilan diger yontem PZR-SSCP analizidir
[20, 30]. PZR-SSCP, ilk Orita ve arkadaslar tarafindan (1989) insan genlerindeki
mutasyonlarin belirlenmesi i¢in tanimlanarak bu genlerin karakterize edilmesinde
kullanilmistir. PZR-SSCP, tek iplikli DNA’nin ¢ok kisa dizilerinin elektroforetik
hareketini etkileyen tek niikleotit mutasyonlarmi gdézlemlemeye dayanir [39]. Bu
testte, 475 bp’lik bir PZR tirlinii Pst [ restriksiyon enzimi ile kesilen blagyy geninin
kodlama dizisini i¢ine alan primerler kullanarak c¢ogaltilir. Fragmentler sonra
denatiire edilir ve %20’lik poliakrilamid jelde ayrilir. SHV-1,-2,-3,-4,-5 ve —7 beta-
laktamaz genleri amplimerin elektroforetik modelleri ile tanimlanabilir. PZR’yi
takiben Chanawong ve arkadaglar1 blagyy yapisal genindeki 11 pozisyonda 12
mutasyonu belirlemek i¢in ¢esitli restriksiyon endoniikleazlar kullanmislardir. PZR-
SSCP ile PZR-RFLP kombinasyonu 17 farkli SHV geninin tanimlanmasini
saglamigtir [21, 30].

Ligaz Zincir Reaksiyonu (LZR)

LZR, niikleotit ¢cogaltilmasi amaciyla gelistirilmis bir prob hibridizasyon-ligasyon
yontemidir. Bu sistem, primerlerden {irlin liretmek yerine problarin ¢ogaltilmasini
saglar. PZR gibi termal dongii cihazina ihtiyag duyulur. Sicakliga dayanikhi ligaz

enziminin kullanildigi LZR ile sadece iki primer boyu uzunlukta PZR iiriinleri
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tiretilir. Denatilirasyon isleminden sonra, kalip tek zincirli DNA {izerindeki hedef
dizilere pes pese yerlesen oligoniikleotit problar, yiiksek sicakliga direngli ligaz
enzimi yardimi ile birlestirilirler (ligasyon). Ligasyona ugramis oligoniikleotit ¢iftler
ve orijinal diziler bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir. Boylece birinci
dongiide iki adet kalip DNA olusur. Tekrarlayan denatiirasyon, baglanma ve ligasyon
dongiileri sonunda milyarlarca hedef dizi iiretilir. Bazt SHV tiirevlerinin ayriminda

LZR kullanilmaktadir [50-52].

Niikleotit Dizi Analizi

DNA dizi analizi tekniklerinden en iyi bilineni Sanger ve arkadaslarinin enzimatik

yontemi (1977) ve Maxam ve Gilbert’in kimyasal pargalama yontemidir [53].

Sanger Yontemi

Sanger ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve DNA polimeraz enziminin DNA
molekiiliinii 5°-3” yoniinde sentezlenmesi esasina dayanan enzimatik bir yontemdir
[54]. Bu yonteme gore tek iplikli DNA ve bunun igin yapilan radyoaktif (floresan
etiketli) primer (DNA ipligi de primer de ¢ok sayidadir) ile her bir tiipe 4 ¢esit
niikleotit (ATP, GTP, CTP, TTP) ve her bir tiip icin farkli bir dideoksiniikleotit
trifosfat (Dideoksintikleotit trifosfat bir niikleotite eklenirken, kendisine niikleotit
eklenemeyeceginden DNA sentezi herhangi bir ddNTP’nin girdigi yerde durur)
eklenerek reaksiyonun her bir niikleotitin bulundugu yerde durmasi saglanir.
Radyoaktif isaretli bu fragmetler, elektroforez kullanilarak otoradyografi ile

DNA’nin niikleotit dizisi belirlenir (Sekil 2.3) [55].
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Sekil 2.3. Sanger tarafindan gelistirilen niikleotit dizi analizi 1. Dideoksiribo
niikleotit geren DNA sentez reaksiyonu karisiminda bilinmeyen dizili tek
iplikli DNA’nin inkiibasyonu 2. Reaksiyonlarin {iriinleri 3. Reaksiyon
karisiminin elektroforezi 4. Asagidan yukari bantlarin okuma diizeniyle
yeni sentezlenen DNA ipliginin 5°-3” dizisinin belirlenmesi ve bantlarin
goriintiilenmesi i¢in otoradyografi [56]

Maxam- Gilbert Yontemi

Bu yontem, DNA niikleotitlerinin baz1 kimyasal maddeler ile reaksiyona girmesi ve
DNA zincirinin reaksiyon noktalarinda kirilmasi esasina dayanir. Bunun igin,

niikleotit dizilisi saptanacak olan DNA parcast 5’ucundan radyoaktif fosfat (**P) ile
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isaretlenir; daha sonra bu DNA molekiilii uygun bir restriksiyon enzimiyle kesilerek
yalnizca bir ucunda igaret kalmasi saglanir. Bundan sonraki islem; bir ucu isaretli
milyarlarca DNA molekiiliiniin dort deney tiipiine ayrilmasi ve her birinde G, A, T ya
da C niikleotitlerini kiracak gerekli kimyasal reaksiyonun gergeklestirilmesidir.
Reaksiyon sirasinda her DNA zincirinde bir ya da birkac niikleotit kirilir. Ucunda
isaret tastyan DNA parcgalar1 dikkate alindiginda, bunlarin gittikge kisalan seriler
olusturdugu goriiliir. Olusturulan seriler poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak
uzunluklarina gore birbirlerinden ayrilirlar ve sonugta otoradyografi yontemiyle
gozle goriilebilir duruma getirilirler. Bu sayede niikleotit dizisinin okunmasi

miimkiin olur (Sekil 2.4) [54].

Maxam Gilbert ve Sanger yontemleri incelenirse, iki yontemin ana prensibi tam
birbirinin tersine c¢aligmaktadir. Maxam-Gilbert yonteminde, DNA yikima
ugratilarak dizi tespit edilirken, Sanger yonteminde DNA polimeraz araciligi ile

sentez yapilirken dizi tespit edilmektedir [55] .
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Sekil 2.4. Maxam-Gilbert yontemiyle oligoniikleotit dizileme 1. Tek iplikli homojen
DNA’nin hazirlanmasi 2. 5 fosfat olarak P**’nin eklenmesi 3. Spesipik
niikleotitlerin kirilmasi 4. Elektroforez 5. Otoradyografi 6. Dizinin
okunmasi [57]

Niikleotit dizi analizi yoOntemi, beta-laktamaz saptamada altin standarttir. Bu
yontemle yeni enzimler belirlenebilmekte, farkli enzim tipleri ve mutasyonlar
saptanabilmektedir. Yontem pahalidir ve uygulanabilmesi i¢in 6zel cihaz gerektirir

[58].
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2.10. GSBL Belirlenmesinin Klinik Onemi

GSBL pozitif Gram negatif basiller, 6zellikle bu enzimleri {ireten organizma tiirleri
arttig1 icin artan bir endisedir. Bu direngli organizmalar hastalik ve 6liim oraninin
artisina neden olduklari igin klinik olarak o&nemlidirler. Ilaveten, GSBL pozitif
bakteriler siklikla enfeksiyonlarin tedavi zorluklariyla sonuglanan, bir¢ok antibiyotik
siifina direnglidir. GSBL pozitif bakterilerle ilgili diger problemler GSBL varligin
belirlemedeki zorluklari, sinirli tedavi segeneklerini ve klinik sonugta sagliga zararl

etkileri kapsamaktadir [21].

2.11. Plazmitler, Transpozonlar ve GSBL’leri Kodlayan Plazmitlerin Ozellikleri

Kromozomlarin disinda, bakterilerin iginde bulunabilen elementlere plazmit adi
verilir. Plazmitler bakterilerin sitoplazmasinin igerisinde ¢ift iplikli bir DNA
molekiilinden yapilmis, ¢ogu halkasal nadiren dogrusal yapida, bakteri
kromozomundan bagimsiz replikasyon gosteren ve bulunduklari bakterinin bazi
Ozelliklerini genetik kontrol altinda tutan, bakteri kromozomundan kiiciik DNA
pargalaridir. Plazmitlerin biiyilikliigii 1-2 milyon Daltondan (1-2 mega Dalton) 150
mega Daltona kadar degisir. Hepsinde kendi replikasyonlarini saglayan genler ile

cesitli fenotipik karakterleri kodlayan 1-2 ile ¢ok sayida gen bulunur (Sekil 2.5) [59].

GSBL iiretiminden sorumlu plazmitler, biiyilkk olmaya egilimlidirler (80 kb veya
daha fazla) ve tedavi alternatiflerinin tasarlanmasinda 6nemli bir kisitlama olan
cesitli ajanlara kars1i direng tasimaktadirlar (Cizelge 2.2). GSBL iireten
organizmalarda en sik c¢oklu diren¢ amiloglukozidler, fluoroquinolonlar,
tetrasiklinler, kloramfenikol ve sulfamethaksazol-trimethoprime kars1 goriilmektedir

[20].

Bir replikon (bakteri veya plazmit DNA’s1) {izerinde bulunan, iki yanlarindan zit dizi
diizenindeki yinelenmis siralarla palindromik diizende sinirlandirilmig ve belirli bir

gorevi (direng vb.) kodlayan, zaman zaman ayni replikon iizerinde ya da replikonlar
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arasinda yer degistirme yetenegindeki dogrusal, ¢ift ipcikli DNA pargalarina
transpozonlar denir. Transpozonlarin tagidiklar: genler antibiyotiklere direng genleri
olabilir [59]. Transpozonlar kendi kendilerini replike edemezler, bu yiizden kendi
kendilerini replike eden ayn1 zamanda gecisin aracilart olarak hizmet eden plazmit
gibi genetik elementlere baghdirlar. Buna ragmen transpozonlar plazmitler arasinda
ve kromozomlar arasinda hareket edebilirler (Sekil 2.6) [60]. Gergekte bazt GSBL
kodlayan genlerin transpozonlara bagli olduklar1 bilinmektedir. Bu yiizden bunlarin

tiretimi ifadeleri ve yayilimlari i¢in transpozonlar gereklidir [61].

Hindlll
Pstl—u 4 BamHI1
= Sall
Ampisiline
gl;'lenr;: Geni v Tetrasikline Direnc
P f,r geni (tet")

Sekil 2.5. pBR322 plazmiti (kirmiz1 okla gosterilenler restriksiyon enzimleri i¢in
tanima bolgesidir) [62]
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Sekil 2.6. Transpozon hareketi [63]
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Cizelge 2.2. GSBL genlerini tagiyan plazmitlerin 6zellikleri [64-66]

Kisaltmalar: Cm: kloramfenikol, Gm:gentamisin, Hg: civa, Km:kanamisin, Sm:
Streptomisin, Sp: spektinomisin, Su: siilfonamid, Tc: tetrasiklin, Te: potasyum tellurit,
Tm: tobramisin, Tp: trimetoprim, UV: UV radyasyon, Ak:amikasin, Nm: neomisin,
As: sodyum arsenit.

* Beta-laktamaz olmayan direng genleri

**Uyumsuzluk Grubu: Bakterilerde barinma ve konjugasyon i¢in ayni mekanizmalar1
kullanan iki plazmit ayn1 bakteride bulunamazlar, diyer bir deyisle ayn1 uyumsuzluk
grubunda yer alirlar

Beta-Laktamaz Plazmit Ek Direngler* Uyumsuzluk Biiyiikliik(Kb)
Tiirii Grubu**

TEM-3(CTX-1) pMG227 KmSuTcTmHg M 85
TEM-3 pCFF04 AKKmNmSuTcTmHg M 80
TEM-4 pUD16 GmKmNmSmSpSuTcTmTpUV C 190

TEM-5(CAZ-1) pCFF14 KmNmSmSuTc F1 185
TEM-6 pMG226 CmKmNmSmAsTeUV HI12 240
TEM-7 pIF100 AkGmKmSuTcTmHg M 90

TEM-8(CAZ-1) pCFF34 AKKmNmSuTcTmHg M 80
TEM-9 pMG228 CmGmSmSpSuTcTp C 190

TEM-10 pMG223 AKCmGmKmNmSmSpSuTcTmTpHgTe H12 285
TEM-11 pMG224 GmSuTcTmTpHg - 68
TEM-12 pMG224 CmGmKmNmSmSpSuTcTpHgTe H12 260
TEM-26 pMG225 CmGmKmNmSmSpSuTcTpHgTe H12 240
SHV-2 pMG229 SmSpSuTcTp C 205
SHV-3 pUDI18 AKGmKmNmSmSpSuTcTmTpAs F1 300
SHV-4 pUD24 AKGmKmNmSmSpSuTcTmTpAs F1 275
SHV-5 pAFF2 GmSmSpSuTc M 95
SHV-5 pMG242 AkKmsmSpTm N 140
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2.12. Akridinler (Priflavin, Akriflavin, Akridin Oranj) ve Akridinlerin DNA
Uzerine Mutajenik Etkileri

Akridin ve tiirevleri DNA’ya sikica araya girme ile iki yonlii baglanan diizlemsel
polisiklik aromatik molekiillerdir. Genellikle sar1 veya turuncu renktedirler. Araya
giren ajanlar (interkalatdr) kovalent baglar olusturmaksizin DNA igerisine dikey
olarak giren molekiillerdir ve biyoaktif molekiillerin en eski ve en basarili
simifidirlar. Akridinler genis spektrumlu bir biyolojik aktiviteye sahiplerdir ve
bunlarin birkag tiirevi genis ¢apta antibakteriyel, antikanser ve antiprotozoal ilaglar

olarak kullanilir [67, 68].

Genellikle kii¢iik molekiillerin DNA ¢ift ipligine baglanmasiyla ilgili ii¢ baglanma
seklinin oldugu kabul edilir. Bunlar, araya ilave edilerek baglanma, oluk acarak
baglanma, elektrostatik baglanmadir. Elektrostatik etkilesim DNA c¢ift ipliginin dis
kism1 boyuncadir ve segicilige sahip degildir. Araya girerek baglanma ilk olarak
1961°de Lerman tarafindan Onerilmistir ve tipik olarak araya giren kii¢ctik molekiiller,

bitisik iki baz ¢ifti arasina girebilen diizlemsel bir aromatik sisteme sahiptir [38].

Akridin’lerin temel yapilart Sekil 2.7°de gosterilmektedir. Bu maddeler, genellikle
(C-G) —(A-T) veya (A-T) —(T-A) seklinde transversiyonlara yol agarak mutasyona
sebep olurlar. Bu mutasyonlar bazen kendiliginden ya da yine akridinlerin etkisiyle
normale doniisebilirlerse de diger mutajenlerle geri doniistiiriilemezler. Bir geri
doniisiim oldugu zaman, bunun mutasyonun olustugu gen i¢cinde meydana gelen

onarici nitelikte bir baskilayici mutasyonun sonucu gosterilebilir [69].

Akridin boyalar1 rekombinasyon esnasinda bir iplik¢igi kopan DNA molekiiliine
baglanmakta ve iplik¢iklerin onarilmasinda yanlisliklara neden olabilmektedir.
Akridin mutasyonlari, diger transversiyon mutasyonlarindan farkli olarak daima gen
fonksiyonlarinin tiimiiyle kaybolmasina yol agarlar. Bu mutasyonlarda, birden fazla
baz ¢ifti iceren biiyilk DNA segmentleri gen yapisindan ¢ikmakta (delesyon) ya da

uzun DNA segmentleri gen yapisina girmektedir (insersiyon) [69].
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Akridin boyalar1 floresan maddelerdir. Bu boyalar, DNA molekiillerinin yapisina
girerek bakterileri ve fajlar1 goriinen 1518in fotodinamik etkisine duyarli hale
getirmek suretiyle de mutajenik etki gosterebilirler (Fotodinamik etki organik
maddelerin fotosentetik oksidasyonu olarak tanimlanmaktadir). Bu sekilde bir
degisiklige ugramis olan DNA molekiilleri, oksijen varliginda goriinen 151831

etkisiyle okside olurlar ve bu yolla da mutasyonlar olusabilir [69].

Akridin boyalarinin mutasyona yol agtiklar1 noktalar, DNA {iizerinde gelisigiizel
dagilmis bulunurlar ve bunlar sicak noktalar denilen yiiksek oranda mutasyona

ugrama egilimi gosteren bolgeler halindedirler [69].

= =
—
o
H,N T NH,
Akricin Halkass CH; CI
Alcriflavin
7z
~
(CH;}N T N(CHs)
+H Cl
Alcridin oranj

Sekil 2.7. Akridin boyalarinin molekiiler yapilar1 [68]
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2.13. Akridin Oranj ve Kullanim Alanlar

Akridin oranj (AO) diizlemsel yapist antrasenden (katrandan ¢ikarilan bir
karbonhidrat) koken alan temel bir boyadir. Niikleik asitler i¢in yiiksek afinite
gosterir ve ¢ift ipligin arasina girer veya UV 151k altinda sirayla 530 nm’de yesil 151k
ve 640 nm’de kirmuzi 151k yayan tek iplikli niikleik aside elektrostatik olarak
baglanir. Bu 6zellik boyaya metakromatik 6zellik kazandirir [70].

AO, replikasyon iizerinde niikleotit bazlarinin delesyon ve insersiyonlarina elverisli
olan DNA’daki baz ciftlerinin arasina giren aromatik bir bilesiktir. Meydana gelen
mutasyon mRNA kopyasinda kodlanan bilginin doniistiiriilmesinde degisiklige neden
olur. Bu yiizden insersiyon veya/ve delesyon noktasinda aminoasit dizisinin
degisimine ve ekstra-kromozomal elementlerin kaybina neden olur. E. coli’nin
AO’ya maruz birakilmast DNA’da hizli fakat tamir edilebilir bir hasara sebep
olmaktadir. Bu yiizden AO o6zellikle plazmitlerin yok edilmesinde etkilidir ve siklikla
bu amag i¢in kullanilir [71].

AO’nun suda diisiik konsantrasyonlar da bile dimerize oldugu bilinir [70]. Floresan
mikroskobunda kullanildig1 i¢in ¢ok tercih edilen bir boyadir [66]. Enfeksiyoz
mononiikleozda lenfositlerin tipik olmayan aktivasyonu, spermatogenez boyunca
hiicre aktifliginin giderilmesi ve yiliksek hiicre yogunluklarindaki kiiltiirde hiicre
aktifliginin giderilmesi {izerine yapilan calismalarda kullanish bir floresan mikroskop

probudur [72].

AO bundan bagka yaygin olarak sitometri (kan hiicrelerinin sayimi) akisini izlemek
icin sitokimyada, niikleer pargalanmada ve biyolojik membranlardaki pH
gradiyentleri ve diger c¢esitli uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Deneysel
sitopatolojide, akridin oranj herpes viriisii ile enfekte edilen kiiltiir hiicrelerinde ve

sonradan tek iplik igeren viriislerden ¢ift ipligi ayirt etmek i¢in kullanilmistir [73].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri ornekleri

Bu caligmada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarina 8-21 Eyliil 2006 ve 1-26 Mayis 2007 tarihleri arasinda bagvuran
ayakta ve yatarak tedavi olan hastalara ait ¢esitli kiiltiir 6rneklerinden elde edilen E.

coli, Klebsiella ve Acinetobacter izolatlarina ait 94 sus incelemeye alinmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve aywraclar

Nutrient Agar (NA) Besiyeri (Oxoid): 1g Bt Oziitii (beef extract), 2g maya oziitii
(yeast extract) 5g pepton, 5g sodyum kloriir (NaCl) ve 15g agar son hacim 1000 ml

olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Nutrient Stvi (NB) Besiyeri (Oxoid): 1g Et Oziitli, 2g Maya Oziitii, 5g Pepton, 5g
NaCl, pH, 0,01 N HCI ve 0,01 NaOH ile 7,8’e ayarlanarak son hacim 1000 ml

olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Luria Bertani Sivi (LB) Besiyeri (Oxoid): 5g Maya 06ziitii, 10g pepton ve 10g NaCl

son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su i¢cinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Eozin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri (Oxoid): 10g Pepton, 5g laktoz, 5¢g siikroz,
2g KoHPO,, 13,5g agar, 0,4g (%2’°lik eriyikten 2 ml) eozin Y ve 0,065g (% 3,25
eriyikten 0,2 ml) metilen mavisi son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ig¢inde

¢oziilerek hazirlanmigtir.

TSI (Ug sekerli demirli) Agar Besiyeri (Oxoid): 20g Polipepton, 10g laktoz, 10g
stikroz, 1g dekstroz, 5g NaCl, 0,2g ferrik amonyum siilfat, 0,2g sodyum tiyosiilfat,
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13g agar ve 0,025g fenol kirmizis1 son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su iginde

¢oziilerek hazirlanmstir.

Indol Besiyeri (Oxoid): 20g Pepton/Pankreatik kazein, Sg NaCl son hacim 1000 ml

olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmastir.

Kovaks Aywaci: 150 ml Saf amil/izoamil alkol, 50 ml konsantre HCI, 10 gr p-

dimetilaminobenzaldehit karistirilarak hazirlanmstir.

Metil kirmizisi/Voges proskauer Besiyeri (Oxoid): 7g Pepton, 5g glukoz, 5g K,;HPO4
hafifce 1sitilarak suda eritilmistir. Slizge¢ kagidiyla siiziilerek soguduktan sonra
pH’s1 6,9’a ayarlanarak son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Metil kirmizisi Aywraci: 0,05g Metil kirmizis1 6nce 150 ml %95°lik etil alkolde
eritilmistir. Sonra 100 ml distile su eklenerek hazirlanmistir. Ayirag oda sicakliginda

saklanmustir.

Voges Proskauer Aywaci: 5g Alfa naftol, 100 ml %100’lik etil alkol ve 10g

potasyum hidroksit 100 ml distile su iginde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Simon’s Sitrat Agar (Oxoid): 2g Sodyum sitrat, 5g NaCl, 0,2g MgSO4, 1g
NH;H,PO4, 1g KoHPOy4, 0,08g bromtimol mavisi ve 15g agar son hacim 1000 ml

olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Ureli Agar (Oxoid): 1g Pepton, 5g NaCl, 2g KH,PO,, 1g D-Glukoz, 20g Ure, 12¢g
fenol kirmizisi 100 ml distile su i¢inde eritilerek iire eriyigi hazirlanmis ve eriyik
stizme iglemi ile steril edilmistir. Daha sonra 900 ml distile su igerisine 15g agar
katilmis 121 °C’de 15 dk steril edilmistir. Agar 50-55 °C’ye sogutulmus iire eriyigi
de ayni derecede isitilmistir. Steril olarak birbirine eklenerek deney tiiplerine

dagitilip yatik durumda katilastirilmistir.
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%15 Gliserollii Beyin Kalp Infiizyon Stvi Besiyeri (Oxoid): 27,5g Nutrient substrat
(Beyin oziitii, kalp oziitii ve et 6ziitii), 2g glukoz, 5g NaCl, 2,5¢ Na,HPO,4 ve 15¢g
agar karnstirtlarak son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Besiyerini %15’in1 gliserollii yapmak i¢in son hacmin %15 gliserol
geri kalam1 distile su olacak sekilde besiyerine ilave edilip karistirilarak

hazirlanmistir.

Mueller-Hinton Agar (MHA) Besiyeri (Oxoid): 300g Et oziti, 17,5g kazein
hidrolizat, 1,5g nisasta ve 10g agar son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su
i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Mio (Motility Indole Ornithine) Besiyeri (Oxoid): 3g Maya 06ziitii, 10g pepton, 10g
tripton, 5g L-ornithin HCI, 1g dekstroz, 2g agar ve 0,02g brom kresol moru son
hacim 1000 ml olacak sekilde distile su i¢inde karistirilip kaynatilarak eritilmistir.
Calismada kullanilan biitiin besiyerleri 121 °C” de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Tampon ve cozeltiler

Gram (-) Bakterilerden Plazmit DNA Izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

- Cozelti I: 50 mM glukoz, 25 mM Tris-Cl (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8.,0)
karistirilarak hazirlanmis ve +4 °C” de saklanmustir.

- Cozelti II: 0,2 N NaOH (taze hazirlanan 10 N stoktan) ve %1 SDS karistirilarak
hazirlanmustir.

- Cozelti III: 5 M 60 ml potasyum asetat, 11,5 ml glasiyel asetik asit son hacim 100
ml olacak sekilde suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

- Fenol:Kloroform (1:1) ¢ozeltisi: Fenol ve kloroform esit hacimde karistirilarak
hazirlanmustir.

-%76'lik alkol: %100’lik 76 ml etil alkol, 24 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
- %100’liik alkol kullanilmistir.
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- RNaz Cozeltisi: RNaz 10 mg/ml olacak sekilde 0,01 M sodyum asetat (pH 5,2)
cozeltisi iginde ¢ozilmiistiir. 15 dakika 100 °C’ de bekletilmis ve oda sicakliginda
yavas yavas sogutulmustur. Cozeltinin pH’sin1 ayarlamak i¢in 1 M Tris-HCI (pH 7,4)
¢Ozeltisinden 0,1 hacim ilave edilmis, karistirilarak -20 °C’ de saklanmustir.

- Tris-EDTA tamponu (TE): 10 mM Tris, 1 mM EDTA’da ¢oziilerek hazirlanmstir.

Plazmit Izolasyonunda Kullanilan Cozelti

Akridin Oranj Cozeltisi (mg/ml): Akridin oranj once belli bir miktar suda ¢oziiliip
sonra milipor filtreden gecirilerek steril edilmis ve son konsantrasyon 100 ml distile

suda 100 mg akridin oranj olacak sekilde hazirlanmustir. +4 °C’de saklanmustir.

Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Cozeltiler

-Tris asetik asit EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH 8.0): 242 g Tris, 57,1 ml glasiyel
asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde ¢oziilerek hacim 1000
ml’ye tamamlanmistir.

-Agaroz:  %0,8’lik  ve %2’lik (w/v) agaroz TAE tamponunda c¢oziilerek
hazirlanmistir.

-Yiikleme tamponu: 40 gr siikroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen siyanol
100 ml distile su i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

-Etidyum bromiir: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde

muhafaza edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksivonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

- Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCI, 1 mg/ml
jelatin karistirilarak hazirlanmistir.

- MgCl,: 25 mM kullanilmistir.

- Niikleotit Karisimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) kullanilmistir.

- Taq polimeraz: 5 v/pl kullanilmstir.
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-Primerler: GSBL tiplerinin belirlenmesi i¢in tasarlanan primerler Cizelge 3.1°de
verilmigtir.

Cizelge 3. 1. GSBL tiplerinin belirlenmesi i¢in tasarlanan primerler ve ¢ogaltilan gen
bolgelerinin biiyiikliikleri

Primerler Niikleotit Dizisi (5°-3°) Baglanma PZR Gen Bank
sicakligi Uriinii Erisim
‘O Biiyiikliigii | Numarasi
(bp)
SHV-F CGCCTGTGTATTATCTCCCT 60
SHV-R CGAGTAGTCCACCAGATCCT 62 293 EF125011
TEM-F TTTCGTGTCGCCCTTATTCC 60
TEM-R ATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGG 62 403 AB282997
CTX-M-F CGCTGTTGTTAGGAAGTGTG 60
CTX-M-R GGCTGGGTGAAGTAAGTGAC 62 569 DQ303459
OXA-F ATGGCGATTACTGGATAGATGG 64
701 L07945
OXA-R AGTCTTGGTCTTGGTTGTGAG 62
3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin secilmesi

Idrar, kan, balgam, beyin omurilik sivis1 (BOS), yara yeri, periton, katater, abse ve
brons lavajindan alinan kiiltiir 6rnekleri steril sartlarda klinisyenler tarafindan
hastadan alinip laboratuvara ulagtirildiktan sonra EMB agara (Oxoid) ekilmis ve 37 °
C’lik etiivde iiremeye birakilmistir. EMB agarda (Oxoid) iireyen kolonilerin koloni
morfolojileri, Gram boyanma Ozellikleri ve biyokimyasal reaksiyonlarina bakilarak

tanimlanmustir.

3.2.2. Bakterilerin tanimlanmasi

Bakteriler, EMB agara tek koloni olusturmalar1 i¢in pasajlanmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra saf koloniler TSI agara (Oxoid) ekilmis ayrica IMVIC testine
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alimmiglardir. Daha sonra {iireli agara (Oxoid) ve mio besiyerine (Oxoid) ekilerek
adlandirilmislardir. Izole edilen bakteriler klasik yontemlere ek olarak Analitik Profil
Indeks API 20E (Biomerieux, Marcy I’ Etoile, France) ticari kitleri kullanilarak da

adlandirilmustir.

TSI agara (Oxoid) igne 6ze yardimiyla alinan saf koloniler besiyerinin dik kismina
batirilmak suretiyle ekilmis, yatik kisminin yiizeyine de zik zaklar ¢izilerek ekim
tamamlanmistir. Sonuglar 37°C’de bir gece bekletildikten sonra degerlendirilmistir.
Bu besiyeri bakterilerin glukoz, laktoz ve siikroz iizerindeki etkilerini ve H,S

olusturup olusturmadiklarini aragtirma temeline dayanmaktadir.

IMVIC test grubu Indol, Metil kirmizisi, Voges Proskauer ve Sitrat testlerinden
olusmustur. Indol testinde, bir gece 37°C’deki inkiibasyon sonunda bakteri
triptofonaz enzim aktivitesine sahipse Kovaks ayiract damlatildiginda (2ml’ye 5
damla) indol halkasi olusturur. Halka kirmizi renkte ise indol testi pozitif, sar1 renkte
ise negatif olarak degerlendirilir. E. coli i¢in indol testi pozitif, Klebsiella ve

Enterobacter tiirleri i¢in negatiftir [74].

Metil kirmizis1 testinde bakteriler glukoz fosfatli besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon
sonunda glukozu kullanarak, karigik asit fermentasyon son iiriinleri nedeniyle pH
4.5’in altinda asit olusturduysa besiyerine metil kirmizis1 damlatildigi zaman (2,5
ml’ye 5 damla) besiyerinin rengi kirmiziya doner. Besiyeri kirmizi ise pozitif, sar1
kalmigsa negatif olarak degerlendirilmistir. Metil kirmizis1 testi E. coli i¢in negatif,

Klebsiella ve Enterobacter tirleri i¢in pozitiftir [74].

Voges- Proskauer testinde glukoz fosfatli besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda
glukoz fosfattan asetil metil karbinol olusturmussa alfa-naftol (2,5 ml’ye 6 damla) ve
potasyum hidroksit (2 damla) damlatildiginda besiyeri yaklagik 20 dakika sonra
kirmiziya doniisiir. Kirmizi pozitif sar1 renkte kalmigsa negatif degerlendirilmistir. E.

coli i¢in negatif, Klebsiella ve Enterobacter tiirleri i¢in pozitiftir [74].
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Sitrat testinde bakterilerin karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadigina
bakilmaktadir. Besiyeri i¢inde bromtimol mavisi bulunmaktadir. Besiyeri yesilden
maviye doniiyorsa bakteri sitrati kullaniyor demektir ve test pozitiftir. Renk degisimi
olmazsa test negatiftir. Sitrat testi £. coli i¢in negatif, Klebsiella ve Enterobacter

tiirleri i¢in pozitiftir [74].

izole edilen bakteriler TSI agara (Oxoid) ekim ve IMVIC testi sonrasinda iireli agara
(Oxoid) ve mio besiyerine (Oxoid) ekilmistir. igne 6ze yardimiyla alinan saf koloni
besiyerlerine dik bir sekilde bir hatta batirilip ¢ekilmis 37°C’de bir giinliik
inkiibasyon sonucunda besiyerleri degerlendirilmistir. Ureli besiyerinin (Oxoid) sar1
renginin kirmiziya doniismesi bakterilerin iireaz aktivitelerinin pozitif oldugunu
gostermektedir. Mio besiyerinde (Oxoid) ise bakterilerin hareket yetenekleri test
edilmistir. Mio besiyerine (Oxoid) yapilan ¢izgi ekimi sonucu bakterilerin ekim

yerinin yaninda bulanik olarak goriilen tireme hareket 6zelligini gosterir.

API test kitleri ile bakterilerin tanimlanmasi

API 20 E Enterobacteraceae familyasina ait Gram (-) bakterileri ve diger Gram (-)
bakterilerin adlandirilmasinda kullanilan hizli tanimlama sistemidir. API 20 E
tanimlamasi i¢in bakteriler NA besiyerine ekilmis ve 37°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda koloniler steril bir 6ze yardimiyla toplanarak API
20 E i¢in igerisinde % 0,8’lik NaCl bulunan 2 ml’lik deney tiiplerine aktarilarak
stispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyon icerisindeki bakterilerin yogunlugu 3
No’lu McFarland standardina esitlenmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 API
20 E test kuyucuklara (strip) ekilmistir. Stripler 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 24 ve 48 saatlik siireler sonunda test kuyucuklarinda meydana gelen
renk degisimlerine gore degerlendirmeler yapilmistir. Alinan pozitif sonuglar
bilgisayar ortamina girilerek bakterilerin tiir seviyesinde tanimlamalar1 yapilmistir
[75]. Bakteri suslar1 % 15 gliserollii beyin kalp inflizyon besiyerine inokiile edilerek
—20 °C’de saklanmistir [76].
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3.2.3. Cift disk sinerji testi

Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI= eski NCCLS) onerilerine gore disk
difiizyon yonteminin standartlarina uygun olarak 0,5 McFarland eseline gore
bulaniklig1 ayarlanan bakteri silispansiyonu Mueller Hinton agar1 yiizeyine
yayildiktan sonra merkeze amoksisilin-klavulonik asit (10+20ug) diski
yerlestirilerek, ¢cevreye merkezden uzakligi 30 mm olacak sekilde seftazidim (30pg),
sefotaksim (30pg), seftriakson (30png) ve aztreonam (30ug) diskleri yerlestirilmistir.
Plaklar 18-24 saat 35°C’de inkiibe edilmistir. Antibiyotiklere ait inhibisyon
zonlarinin inhibitor diskine dogru genislemeleri veya iki inhibisyon zonu arasindaki
bakteri lireyen alanda tiremenin olmadig1 bir bolgenin goriilmesi GSBL pozitifligi

olarak yorumlanmistir [77, 78].

Antibiyotik diskleri etrafindaki inhibisyon zon capinin azaldigi ve sifir oldugu
durumlarda diskler merkezden 25 mm, 20 mm ve 15 mm uzakliga yerlestirilmis ve

test tekrarlanmistir [61].

3.2.4. Gram (-) bakterilerden plazmit DNA izolasyonu

Tanimlanan tiirlerin plazmit DNA izolasyonlar1 Maniatis’in tanimladig1 yontemle
yapilmistir. izole edilen suslar Sml’lik LB besiyerine ekilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iireyen bakteri kiiltiiriiniin tamami asamali
olarak ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 12 000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
¢oktiiriilmiis ve besiyeri uzaklastirilmistir. Pelletin {izerine 100 pl ¢ozelti I” den ilave
edilmis vortekslenerek homojen hale getirilmistir. Sonra {lizerine 200 pl ¢ozelti II’den
ilave edilmis, pelet 3-4 kez alt iist edilerek karistirilmistir. Daha sonra buzda 5 dk
bekletilmistir. Uzerine 150 pl ¢ozelti III’den koyulmus ve hafifce vortekslenmistir.
Buzda yine 5 dk bekletilmistir. Sonra 12 000 rpm' de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz
steril bir ependorf tiipiine aktarilmis ve tizerine 450 ml fenol-kloroform (1:1) ilave
edilerek hizla karistirilmistir. Daha sonra sivi faz 12 000 rpm’de 2 dk santrifiij

edilmistir. Tekrar iist faz steril bir ependorf tiipiine aktarilmis ve iizerine 500 ml saf
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etil alkol eklenerek 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 12 000 rpm’de
2 dk santrifiij edilmistir. Uzerine 1 ml %76'lik etil alkol ilave edilmis ve 12.000
rpm'de 2 dk santrifiij edilmistir. Sonra iist faz uzaklastirilarak kurumaya birakilmstir.
Elde edilen plazmit DNA’lar kurutulmus ve {izerlerine 70 ul Tris-EDTA c¢ozeltisi
ilave edilmistir. Plazmit DNA’lar -20°C’de saklanmustir [79].

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

Plazmit DNA’larn yiiriitilmesinde 1xXTAE tamponu i¢inde kaynatilarak ¢6ziildiikten
sonra etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmis % 0,8’lik agaroz jel kullanilmistir.
Kullanilan elektroforez (BIORAD) yatay konumda olup jel tabaklarinin biiytikliigii
70x70 mm’dir. Elektroforez isleminden 6nce RNA’nin parcalanmasi igin plazmit
DNA’lara 1 pl RNaz ¢ozeltisi ilave edilmis ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Orneklerin 20 ul’si boyama tamponu ile boyanmis ve hazirlanan jele
yiiklenmistir. Yiiklenen 6rnekler 1XTAE tamponu i¢inde 70 V’ta 3-3,5 saat siire ile
yuriitiilmiistir. Yirtitme isleminin sonunda plazmit DNA’larin goriintiilenmesi DNA
goriintiileme cihazinda (Biometra BioDoc Analyze) UV 1sik altinda yapilmstir.

Jellerin fotograflar dijital olarak bilgisayar ortaminda ¢ekilmistir [79].

3.2.6. Plazmit DNA biiyiikliiklerinin hesaplanmasi

Suslarin plazmit DNA biiyiikliiklerinin saptanmasinda, molekiiler agirliklar1 bilinen
DNA belirteglerinin elektroforetik hareketlilikleri ile biiyiikliiklerinin logaritmalari
arasinda belirlenen dogrusal iligkiden yararlanilmistir. Belirteg DNA molekiillerinin
agaroz jel fotograflar1 iizerinde Olgiilen go¢ araliklari ile bilinen biiyiikliiklerinin
logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri ¢ikarilmustir. Istatistiksel analizlerle her
farkli jel i¢in korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek bakterilerden izole

edilen plazmitlerin biiytikliikleri saptanmistir [80].



_E-(G.O)

M= B-(G.A)

Egrinin Egimi
0 E—(G.C)
Korelasyon Katsayisi J[D-(HO)L{[B-(G.A)]

Molekiiler biiyiiklik (W) = Antilog10 [I. (a- G) + H]

A= X+ X0t Xat o + X,

B= X+ Xo ™ X5, + X,

C=logo Y+ logio Yot logio Yt .oooeneennnnn. +logio Yn

D= (logio Y1)’ + (logio Y2)*+ (logio Y3)*+......... + (log1o Yn)?

E=Xi(logio Y1) + Xa2(logio Y2) + X3(logl0 Y3) +......... + Xn(logio Yn)
A

Ortalama X (G)= N
C

Ortalama Y (H)= N
X= Belirteg DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligi (mm)
Y= Belirteg DNA molekiillerinin biiytikliigii (kilobaz)

A= Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmitin jel {izerindeki gocii

3.2.7. Akridin oranj ile plazmitlerin giderilmesi
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(3.1)

(3.2)
(3.3)

(3.4)
(3.5)
(3.6)
(3.7)
(3.8)

(3.9)

(3.10)

Akridin oranjin (AO) damitik su i¢inde yogunlugu 1 mg/ml olacak sekilde stok

¢Ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra test edilecek sus sayis1 (GSBL pozitif sus sayisi)

kadar tiipe pH’st 7,6 olacak sekilde 5 ml NB sivi besiyeri hazirlanmistir. Bakteri

kiiltiirleri bir 6ze dolusu NB besiyerlerine ekilmis ve 1 gece 37°C’de inkiibe

edilmistir. Ertesi gilin, 6nceki giin lireyen her bir bakteri kiiltiirii i¢in iki deney tiipii

olacak sekilde tekrar Sml pH’s1 7,6 olan NB besiyerleri hazirlanmustir. i1k tiiplere her

bir bakteri kiiltiiriinden 500 pl alinarak aktarilmistir. Bu tiipler kontrol tiipleri

(bakteri+NB) olarak degerlendirilmistir. ikinci NB’li tiiplere ise 6nce stok AO

cozeltisinden 250 pl alinarak aktarilmis ve daha sonra yine bakteri kiiltlirlerinden
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500 pl eklenmistir. Bu ikinci tiipler (AO+NB+bakteri) ise esas deney tlipleri olarak
degerlendirilmistir. AO, besiyerlerine 20 ml i¢in 1 ml olacak sekilde hesaplanarak

eklenmistir. Bakteriler tekrar 1 gece 37°C’de inkiibe edilmislerdir [69].

Ertesi giin kontrol ve esas deney tiiplerinin 3 ml’si steril ependorflara aktarilarak
plazmit DNA izolasyonuna alinmigtir (Maniatis). izole edilen plazmitler % 0,8°lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek AO’nun plazmitlere etkisi gozlenmistir. Daha
sonra siv1 kiiltiiriin geri kalan kism1 CDST’ine alinarak suslarin AO’lu ve AO’suz
ortamda GSBL enzimi iiretimleri incelenerek suslarin GSBL iiretiminin plazmit veya

kromozom kdkenli olup olmadiklari arastirilmistir [79].

3.2.8. Kromozomal DNA izolasyonu

Suslar NB agara tek koloni olarak ekilmis ve 12 saat 37°C'de inkiibe edilmistir.
Ertesi giin tek kolonilerden segilerek birka¢ koloni 0,1 ml steril distile suya
aktarilmistir. Hiicreleri pargalamak icin karisim 10 dakika kaynatilmistir. Olusan
hiicre lizat1 10 sn 10 000 rpm’de santrifiij edilmis ve 15 pl siipernatant alinarak - 20

°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir [81] .

3.2.9. Primerlerin tasarlanmasi

Primer tasarimi i¢in 6nce hedef genotipler belirlenmistir. Daha sonra Genbank erisim
numaralarima (SHV, EF125011; TEM, AB282997; CTX-M, DQ303459; OXA,
L07945) ve hedef genotipleri iceren gen bankasi kayitlarina ulasilmistir. Bulunan
dizilere 6nce CLC Free Workbench programi kullanilarak ¢oklu hizalama (multiple
aligment) yapilmistir. Artemis programinda dizinin kodlanan gen bolgeleri alinarak
Perl Primer programinda her bir GSBL tipi icin farkli biiyiikliikte PZR iiriinii

olusacak sekilde 20-22 baz uzunlugunda primerler tasarlanmstir.
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3.2.10. PZR ile GSBL genlerinin analizi ve GSBL tiplerinin belirlenmesi

PZR islemi i¢in 5 ul Taq tamponu (10x), 4 ul MgCl,, 1 ul ANTP, 0,5 pl primer, 1 pl
kalip DNA ve 0,1 pl Taq enzimi ilave edilmis ve reaksiyon hacmi distile su ile 50 pl’
ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu karisim PZR cihazina (Biometra) yerlestirilmis ve

her bir GSBL tipi i¢in asagida verilen program kullanilmigtir.

94°C’de 45sn Baslangic denatiirasyon asamasi

45 dongii Primerin baglanmasi ve uzama

60°C>de 45sn
72°C’de 1dk }

72°C’ de 3 dk Son uzama agamasi

Elde edilen PZR fiirlinleri Bolim 3.2.5 belirtildigi sekilde %2’lik agaroz jeller
hazirlanarak jel iizerinde yliriitiilmiistiir. Jellerin goriintiilenmesi goriintiileme cihazi

ile yapilmustir.
3.2.11. DNA dizi analizi ile GSBL tiplerinin belirlenmesi

Calismamizda PZR’de SHV, TEM, CTX-M ve OXA tipi GSBL’ler igin tasarlanmig
primer ile iirlin veren ornekler ticari bir firmaya gonderilerek DNA dizi analizi
gerceklestirilmistir. Kromatogram dosyalar1 seklindeki firmanin verdigi sonuglar
acilarak Finch TV programi ile diziler ¢ikartilmig, gelen dizilerin DNA dizi
veritabanlar1 ile BLAST yaziliminda karsilastirilmalari  yapilmistir.  Coklu
hizalamalar ile elde edilen dizilerin toplu karsilastirilmasi da yapilarak GSBL tipleri

belirlenmistir.



4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina bagvuran
yatarak ve ayakta tedavi edilen hastalardan toplam 94 adet Klebsiella, Escherichia
coli ve Acinetobacter susu izole edilmistir. izole edilen bu suslarin TSI agar
reaksiyonlar1, IMVIC test sonuglari, lireaz aktiviteleri ve hareket yetenekleri Cizelge
4.1 ve 4.2°de verilmistir. Bu testlerle tam olarak adlandirilamayan suslar API 20E
test kitlerinden alman sonuglarin API Software programinda degerlendirilmesiyle
tanimlanmistir (Bkz. Resim 4.1). Bu tanimlama testlerine gére 94 susun 50 tanesi
(%54) Escherichia coli, 19 tanesi (%20) Acinetobacter baumanniii, 17 tanesi (%18)

Klebsiella pneumoniae, 4 tanesi (%4) Klebsiella oxytoca, 2 tanesi (%2) Klebsiella

terrigena, 2 tanesi (%2) Klebsiella ornithinolytica olarak adlandirilmustir.
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Cizelge 4.1. 1zole edilen bakterilerin TSI agar reaksiyonlar1 ve IMVIC test sonuglar1

TSI Agar Reaksiyonlari IMVIC Test Grubu
) Glikoz Laktoz | Siikroz Gaz | H,S | Indol | Metil Voges Sitrat
Bakteriler kirmizist | Proskauer
E. coli + + + + _ + + _ _
Klebsiella + + + + _ _ _ + +
Acinetobacter +

Cizelge 4.2. 1zole edilen bakterilerin iireaz aktiviteleri ve hareket yetenekleri

Bakteriler Ureaz aktivitesi Hareket yetenenegi
E. coli _ *
Klebsiella +

Acinetobacter
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Resim 4.1. A. baumannii 88, K. pneumoniae 79 ve K. oxytoca 52 suslarinin API 20E
test kiti ile verdikleri reaksiyonlar

Incelenen bakterilerin %68°i idrar, %9,6’s1 kan, %8,5°1 balgam, %6,4’ii yara yeri, %
2,171 periton, %2,1°1 katater, %]1,1’1 BOS, %1,1°1 abse ve %]1,1’1 brons lavajindan
izole edilmistir. Bunlarin %17’s1 ayaktan, %83’ii yatarak tedavi edilen hastalarin
cesitli klinik orneklerinden alinmustir. Bakterilerin tiirlere gore yiizde dagilim
oranlar1 Sekil 4.1°de verilmistir. Bakterilerin klinik 6rneklere ve tiirlere gore dagilimi

Cizelge 4.3 te ve Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

20% O E.coli

m K. pneumoniae
O K. ornithinolytica
O K. oxytoca

2%
4%

2% 54%

B K. terrigena

| A. baumannii

Sekil 4.1. Bakterilerin tiirlere gore yiizde dagilim oranlari



Cizelge 4.3. Bakterilerin klinik 6rneklere ve tiirlere gore dagilimi
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Idrar | Kan | Balgam | Yara | Periton | Katater | BOS Abse Brons Toplam
Lavaji (%)
E.coli 42 2 2 1 - 2 - 1 - 50
(54)
K. pneumoniae 9 2 3 - 2 - 1 - - 17
(18)
K. oxytoca 4 - - - - - - - - 4
@
K. terrigena 1 1 - - - - - - - 2
@
K. ornithinolytica 2 - - - - - - - - 2
(@)
A. baumannii 6 4 3 5 - - - - 1 19
(20)
Toplam 64 9 8 6 2 2 1 1 1 94
(%) 68 | 06 | B85 |64 | 21D @hH | adbh | @D ()]
45
=]
40|
357
30|
25 O E.coli
H Klebsiella
20| O Acinetobacter
1511
10|
5 —
AN
idrar  Kan Balgam  Yara Periton ~ Katater =~ BOS Abse  Brons Lavajt

Sekil 4.2. Bakterilerin klinik 6rneklere gore dagilimi
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Hastalardan elde edilen bakterilerin genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
enzim iretimleri ¢ift disk sinerji testi (CDST) ile incelenmistir. CDST’ye gore 94
adet E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter susunun 29 tanesinin (%31) GSBL (-)
oldugu saptanirken, 65 tanesinin (%69) (+) oldugu saptanmistir. GSBL (+) 65 susun
42 tanesi (%64,6) E. coli, 15 tanesi (%23,1) K. pneumoniae, 1 tanesi (%1,5) K.
ornithinolytica, 4 tanesi (%6,2) K. oxytoca, 2 tanesi (%3,1) K. terrigena ve 1 tanesi
(%1,5) A. baumannii olarak; GSBL (-) 29 susun ise 18 tanesi (%62) A. baumannii,
8 tanesi (%28) E. coli, 2 tanesi (%7) K. pneumoniae ve 1 tanesi (%3) K.

ornithinolytica olarak tespit edilmistir.

GSBL (+) 42 adet E. coli susunun 34 tanesi (%81) idrar, 2 tanesi (%4,8) kan, 2
(%4,8) tanesi balgam, 1 tanesi (%2,4) yara, 2 tanesi (%4,8) katater ve 1 tanesi (%2,4)
abseye ait kiiltiirlerden; 15 K. pneumoniae susunun 8 tanesi (%53,3) idrar, 2 tanesi
(%13,3) kan, 2 tanesi (%13,3) balgam, 2 tanesi (13,3) periton ve 1 tanesi (%06,8)
BOS’a ait kiiltiirlerden; 4 adet K. oxyfoca susunun 4 tanesi (%100) idrar kiiltiiriinden;
2 adet K. terrigena susunun 1 tanesi (%50) idrar ve 1 tanesi (%50) kan kiiltiiriinden,
1 adet (%100) K. ornithinolytica susunun idrar kiiltiiriinden ve 1 adet (%100) A.
baumannii sugunun balgam kiiltiirtinden izole edildigi tespit edilmistir. Cizelge 4.4’te

GSBL (+) bakterileri tiirlerinin klinik 6rneklere gore dagilimlart gosterilmektedir.

GSBL (-) 8 adet E. coli susundan 8§ tanesinin (%100) idrar, 2 K. pneumoniae
susundan 1 tanesinin (%50) idrar ve 1 tanesinin (%50) balgam, 1 adet (%100) K.
ornithinolytica susundan idrar ve 18 adet A. baumannii susundan 6 tanesinin (%33,3)
idrar, 5 tanesinin (%27,8) yara yeri, 4 tanesinin (%22,2) kan, 2 tanesinin (%11,1)
balgam ve 1 tanesinin (%35,6) brong lavaji kiiltiirlerinden izole edildigi saptanmistir.
Cizelge 4.5’te GSBL (-) bakterileri tiirlerinin klinik Orneklere gore dagilimlari
gosterilmektedir. Sekil 4.3’te ise klinik o6rneklere goére GSBL (+) ve GSBL (-)

suslarin dagilimi verilmistir.
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Cizelge 4.4. GSBL (+) bakteri tiirlerinin klinik 6rneklere goére dagilimlar:

*GSBL enzimi iireten bakterilerin toplam sayilar1 ve yiizde degerleri

*GSBL enzimi iireten bakterilerin klinik Grneklere gore toplam sayilart ve yiizde

degerleri
Idrar | Kan | Balgam | Yara | Periton | Katater | BOS | Abse | GSBL (+)
Toplam*
(%)
E. coli 34 2 2 1 - 1 42
(64.6)
K. pneumoniae 8 2 2 - 1 - 15
(23.1)
K. oxytoca 4 - - - - - 4
(6,2)
K. terrigena 1 1 - - - - 2
G.D
K. 1 - - - - - 1
ornithinolytica (1,5
A. baumannii - - 1 - - - 1
(1,5)
GSBL (+) 48 5 5 1 1 1 65
#r0 0
Toplan'®o) | B9 [ g | an las| en | en | ey | ey [0

Cizelge 4.5. GSBL (-) bakteri tiirlerinin klinik 6rneklere gore dagilimlari
*GSBL (-) bakterilerin toplam sayilar1 ve yiizde degerleri
*GSBL (-) bakterilerin klinik drneklere gére toplam sayilari ve yiizde degerleri

Idrar Kan Balgam Yara Brons lavaji GSBL(-)
Toplam (%)*
E. coli 8 - - - - 8 (27,5
K. pneumoniae 1 - 1 - - 2 (6,9)
K. ornitholytica 1 - - - - 1(3,5)
A. baumannii 6 4 2 5 1 18 (62,1)
GSBL(-) Toplam(%)# | 16(55,2) | 4(13,7) | 3(10,3) | 5(17,3) 1(3,5) 29
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50

45-

40-

351 @ GSBL(+

301 suslarin
saylsi
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201 E GSBL(-)

151 suslarin
sayIsi
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5,

0 idrar Kan Balgam Yara Periton Katater BOS Abse Brong Lavaji

Sekil 4.3. Klinik drneklere gore GSBL (+) ve GSBL (-) suslarin dagilimi

4.2. Cift Disk Sinerji Testi

Cift disk sinerji testinde antibiyotikler arast uzaklik 30 mm olarak ayarlandiginda 65
susun 16’s1 GSBL (+) olarak bulunmustur. Kalan 49 susta diskler aras1 uzaklik 25
mm’ye indirilip test tekrarlandiginda 19 susta daha GSBL saptanmistir. Yine kalan
30 susta diskler arasi uzaklik 20 mm’ye indirildiginde ise 29 susta daha GSBL
saptanmistir. Sadece A. baumannii susu i¢in 23 mm’de testin pozitifligi tespit
edilmistir. Diskler aras1 uzaklik sadece A. baumanni suslarinda GSBL negatifligini
ayirt edebilmek i¢in 15 mm’ye kadar indirilmis, GSBL (+) suslar i¢in diskler arasi
uzakligin 15 mm’ye indirilmesine gerek duyulmamistir. Resim 4.2°de CDST’de

GSBL (+) ve GSBL (-) baz1 suglar gosterilmektedir.
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GSBL (+) E. coli GSBL (-) K. ornithinolytica

GSBL (+) K. pneumoniae GSBL (-) A. baumannii

Resim 4.2. CDST’de GSBL (+) ve GSBL (-) baz1 suslar
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4.3. E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter Suslarinin Plazmit DNA Profil Analizleri

CDST sonrasinda toplam 94 adet E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter susunun
plazmit DNA’lar1 Bolim 3.2.4’te anlatildigi gibi izole edilmis ve agaroz jel
elektroforezi ile yiiriitiilmiis ve gorlintiilenmesi DNA goriintiileme cihazinda

(Biometra BioDoc Analyze) UV 151k altinda yapilmistir.

Incelenen izolatlarin 71 (%75,5) tanesinde plazmit DNA’sina rastlanmus, 23 (%24,5)
tanesinde ise plazmit DNA tespit edilememistir. 23 sustan 12 tanesi (%52,2) A.
baumannii, 5 tanesi (%21,8) E. coli, 2 tanesi (%8,7) K. pneumoniae, 2 tanesi (%8,7)
K. oxytoca, 1 tanesi (%4,3) K. terrigena ve 1 tanesinde K. ornithinolytica (%4,3)
plazmit DNA elde edilememistir. Geriye kalan 71 susun plazmit DNA biiytkliikleri
A-pUC mix-Markir 4 ile karsilastirilarak hesaplanmustir. izolatlarin tasidigi plazmit
sayisinin 1-10 arasinda degistigi ve plazmit DNA biiyiikliiklerinin ise >19,3 kb ile
0,4 kb arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6). GSBL (+) 65 izolatin 7 tanesinde
(%10,7) plazmit DNA bulunmazken, 58 tanesinde (%89,3) plazmit DNA tespit
edilmistir. GSBL (-) toplam 29 izolatin ise 13’ilinde (%44.8) plazmit DNA elde
edilmis, 16’sinda (%55,2) plazmit DNA’ya rastlanmamugtir.



Cizelge 4.6. E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter tiirlerinin plazmit DNA sayilar1 ve

plazmit biiytikliikleri
Bakteri Sus No | Plazmit Sayist Plazmit Biiyiikliikleri ( kb)

1 - -

2 2 >19,3- 19,3

3 8 4 adet plazmit > 19,3-19,3-7,7-3,2-2,4
8 2 2 adet plazmit > 19,3

9 4 >193-19,3-42- 1,4

11 5 >19,3-19,3-4,2-3,1- 1,1

13 2 >19,3- 19,3

14 6 3 adet plazmit > 19,3- 19,3- 6,4- 1,8
16 4 >19,3- 19,3- 1,8- 0,9

17 4 >19,3-19,3- 2,6- 1

25 3 >19,3-19,3-1,3
26 - -
27 - -
28 - -

30 - -

38 1 19,3

39 4 >19,3-19,3-11,6-3
40 2 >19,3-19,3

E.. coli 41 5 2 adet plazmit > 19,3- 19,3- 3,7- 0,9

42 2 >19,3- 19,3

51 7 19,3- 11,8- 2,8-2-1,2-0,9- 0,6

53 2 19,3-0,7

54 2 19,3-9,5

55 3 2 adet plazmit >19,3- 19,3

56 3 >19,3-19,3- 0,6

57 3 2 adet plazmit > 19,3- 19,3

58 6 19,3-5,5-3,5-2,1-1,2- 0,6

59 6 2 adet plazmit >19,3- 19.3- 11,8-9,5- 3- 2.8
60 2 2 adet plazmit > 19,3- 19,3

61 4 19,3-14-3,7- 1,8

62 1 19,3

63 5 >19,3-19,3-7,4-2,8-0,9

64 1 19,3

67 3 19,3- 3,6- 0,9

68 1 19,3

69 5 2 adet plazmit > 19,3-19,3- 5,3-2,4- 0,9
70 2 >19,3-19,3

71 3 19,3-9,5- 2,6

72 2 193-12

73 3 2 adet plazmit > 19,3- 19,3

74 2 19,3- 0,4

75 8 19,3-9,5-4,9-2,8-2-1,4-1,2-0,8
76 4 >19,3- 19,3- 1,2- 0,8

77 3 2 adet plazmit > 19,3- 19,3

78 10 2 adet plazmit > 19,3- 19,3- 9,5-4,9- 2,8- 2,2- 1,4- 0,8- 0,6
80 4 19,3-9,5- 1,2- 0,4

81 5 19,3-9,3-6,2-3,2- 2,6

90 1 19,3

91 1 19,3

92 2 19,3-3,4




Cizelge 4.6. (Devam) E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter tiirlerinin plazmit DNA
sayilar1 ve plazmit biiyiikliikleri
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Bakteri Sus No Plazmit Sayis1 Plazmit Biytiklikleri (kb)
4 1 19,3
5 1 19,3
15 7 3 adet plazmit >19,3-19,3-7,5-5,1-2
18 - -
19 4 2 adet plazmit > 19,3- 19,3- 9,6
) 20 3 19,3-3,1-2

K. pneumoniae 21 7 4 adet plazmit > 19,3- 19,3-3,1-2
22 6 4 adet plazmit > 19,3-19,3- 6,7
23 4 19,3- 5,1- 3,6- 2,6
24 2 19,3- 6,3
32 5 19,3-3,6- 1,8-1,2- 1,1
34 - -
36 4 19,3-10,7-3,1- 2,6
37 7 4 adet plazmit > 19,3- 19,3-2.8- 1,6
47 6 4 adet plazmit > 19,3- 19,3-4,8
65 5 19,3-9,6- 7,7-3- 2,8
79 1 19,3

K. ornithinolytica 6 5 19,3-3,3-2,6-1,2- 1
31 - -

K. oxytoca 7 - -
33 - -
52 2 19,3- 6,5
86 3 19,3-11,8- 2,8
35 - -

K. terrigena
66 2 19,3-3
10 - -
12 - -
29 2 >19,3-19,3
43 2 19,3-7,7
44 6 >19,3- 19,3- 13- 6- 1,4- 1,1
45 - -
46 - -
48 5 2 adet plazmit > 19,3- 19,3- 13- 6

. 49 - -

A. baumannii 30 . .
82 1 19,3
83 - -
84 - -
85 - -
87 - -
88 - -
89 1 19,3
93 1 19,3

94
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

Resim 4.3. Klebsiella suslarma ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez
gorlintiileri
M. A-pUC mix 1. K. pneumoniae 4 2. K. pneumonaie 5 3. K.
ornithinolytica 6 4. K. pneumoniae 15 5. K. pneumoniae 19 6. K.
pneumoniae 20 7. K. pneumoniae 21 8. K. pneumoniae 22 9. K.
pneumoniae 23 10. K. pneumoniae 24 11. K. pneumoniae 32 12. K.
pneumoniae 36 13. K. pneumoniae 37 14. K. pneumoniae 47
Klebsiella suslarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri Resim
4.3’te verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore Resim 4.3’te gosterilen 14 Klebsiella
tiirlinden K. pneumoniae 15, 21 ve 37 nolu izolatlarin sirasiyla 3 adet >19,3- 19,3-
7,5- 5,1- 2 kb; 4 adet >19,3- 19,3- 3,1- 2 kb ve 4 adet >19,3- 19,3- 2,8- 1,6 kb
biiytlikliigiinde 7 adet, K. pneumoniae 22 ve 47 nolu izolatlarin sirastyla 4 adet >19,3-
19,3-6,7 kb ve 4 adet >19,3-19,3-4,8 kb biiyiikliiglinde 6 adet, K. ornithinolytica 6 ve
K. pneumoniae 32 izolatlarinin sirasiyla 19,3- 3,3- 2,6- 1,2- 1 kb ve 19,3- 3,6- 1,8-
1,2- 1,1 kb biiyiikliigiinde 5 adet, K. pneumoniae 19, 23 ve 36 nolu izolatlarin
strastyla 2 adet >19,3- 19,3- 9,6 kb; 19,3- 5,1- 3,6- 2,6 kb ve 19,3- 10,7- 3,1- 2,6 kb
buytkligiinde 4 adet, K. pneumoniae 20 nolu izolatinin 19,3- 3,1- 2 kb
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biiytlikliigiinde 3 adet, K. pneumoniae 24 nolu izolatinin 19,3 ve 6,3 kb biiytikliigiinde
2 adet, K. pneumonia 4 ve 5 nolu izolatlarinin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet plazmit
DNA tasidiklari belirlenmistir.

M1 2 3 456 7 8 910 1112 1314 15 16 17 M

—»l33 kb

—»7 T kb
—w»55 kb
—*4I kb
—#»ilkh
—»l.6 kb
—*likh
—*1.5 kb

—»1l.4 kb

—#*1.1kb
— 0.9 kh

2]
-—
—
—
—
—
—

Resim 4.4. E. coli ve Acinetobacter suslarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 2 2. E. coli 3 3. E. coli 8 4. E. coli 9 5. E. coli
116.E coli 137.E. coli 14 8. E. coli 16 9. E. coli 17 10. E. coli 25 11.
E. coli 39 12. E. coli 40 13. E. coli 41 14. A. baumannii 29 15. A.
baumannii 43 16. A. baumannii 44 17. A. baumannii 48
Resim 4.4’te E. coli ve Acinetobacter suslara ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore E. coli 14 ve A.
baumannii 44 izolatlarinin sirastyla 3 tane >19,3- 19,3- 6,4- 1,8 kb ve >19,3- 19,3-
13- 6- 1,4- 1,1 kb biyiikligliinde 6 adet, E. coli 11, 41 ve A. baumannii 48
izolatlarinin sirastyla >19,3- 19,3- 4,2- 3,1- 1,1 kb; 2 tane >19,3- 19,3- 3,7- 0,9 kb
ve 2 tane >19,3-19,3-13-6 kb biiyiikliglinde 5 adet, E. coli 9, 16, 17 ve 39
izolatlarinin sirasiyla >19,3- 19,3- 4,2- 1,4 kb; >19,3- 19,3- 1,8- 0,9 kb; >19,3- 19,3-
2,6- 1 kb ve >19,3- 19,3- 11,6- 3 kb biiyiikliiglinde 4 adet, E. coli 25 izolatinin >
19,3- 19,3- 1,3 kb biiyiikliigiinde 3 adet, A. baumannii 29 ve 43 izolatlarinin

sirastyla >19,3- 19,3 ve 19,3- 7,7 kb biiyiikligiinde 2 adet, E. coli 2, 13 ve 40
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izolatlarinin sirastyla >19,3- 19,3 kb biiyiikliiglinde 2 adet, ve E. coli 8 izolatinin 2
tane >19,3 kb biiyiikliiglinde 1 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir.

—»12.3 kb

— 7. 7kh
—»5.5 kb
—4{l kb
—»3il kb
—»l1.6 kb
—»1.3kb
—*1.5 kb
—»l.4 kh

—»1.1 kb
—*0.9kh

Resim 4.5. Klebsiella ve E. coli suslarma ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. K. oxytoca 52 2. K. pneumoniae 65 3. K. terrigena 66
4. K. pneumoniae 79 5. K. oxytoca 86 6. E. coli 51 7. E. coli 53 8. E.
coli 54 9. E. coli 55 10. E. coli 56 11. E. coli 57 12. E. coli 58 13. E.
coli 59 14. E. coli 60
Resim 4.5’te Klebsiella ve E. coli suslarima ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore E. coli 51 izolatinin
19,3- 11,8- 2,8- 2- 1,2- 0,9- 0,6 kb biiylikliigiinde 7 adet, E. coli 58 ve 59
izolatlarinin sirasiyla 19,3- 5,5- 3,5- 2,1- 1,2- 0,6 kb ve 2 tane >19,3- 19,3- 11,8- 9,5-
3- 2,8 kb biiyiikliigiinde 6 adet, K. pneumoniae 65 izolatinin 19,3- 9,6- 7,7- 3- 2,8 kb
biiytlikliigiinde 5 adet, E. coli 55, 56, 57 ve K. oxytoca 86 izolatlarinin sirasiyla 2 tane
>19,3- 19,3 kb; >19,3- 19,3- 0,6 kb; 2 tane >19,3- 19,3 kb; 19,3- 11,8- 2,8 kb
buytkliginde 3 adet, K. oxytoca 52, E. coli 53, 54, 60 ve K. terrigena 66
izolatlarinin sirastyla 19,3- 6,5 kb; 19,3- 0,7 kb; 19,3- 9,5 kb; > 19,3- 19,3 kb ve
19,3— 3 kb biyiikliigiinde 2 adet ve K. pneumoniae 79 izolatimin 19,3 kb
biiytlikliigiinde 1 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 M

—»12.3 kh

— 7. Tkh
— 55 kb
—»42kb
—#32kh
—»2.6kb
—*23kb
—*1.8kb
—»14kb

—»l.1kb
—*0.0kh

Resim 4.6. E. coli suslarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 61 2. E. coli 62 3. E. coli 63 4. E. coli 64 5. E.
coli 67 6. E. coli 68 7. E. coli 69 8. E. coli 70 9. E. coli 71 10. E. coli 72
11. E. coli 73 12. E. coli 74 13. E. coli 75 14. E. coli 76 15. E. coli 77
16. E. coli 78 17. E. coli 80 18. E. coli 81
Resim 4.6’da E. coli suslarima ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez
goriintiileri verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore E. coli 78 izolatinin 2 tane >
19,3- 19,3- 9,5- 4,9- 2,8- 2,2- 1,4- 0,8- 0,6 kb biiyiikligiinde 10 adet; E. coli 75
izolatinin 19,3- 9,5- 4,9- 2,8- 2- 1,4- 1,2- 0,8 kb biiyiikliigiinde 8 adet; E. coli 63, 69
ve 81 izolatlariin sirasiyla >19,3- 19,3- 7,4- 2,8- 0,9 kb; 2 tane > 19,3- 19,3- 5,3-
2,4- 0,9 kb ve 19,3- 9,3- 6,2- 3,2- 2,6 kb biiyiikliigiinde 5 adet, E. coli 61, 76, 80
izolatlarinin sirastyla 19,3- 14- 3,7- 1,8 kb; >19,3- 19,3-1,2- 0,8 kb ve 19,3- 9,5- 1,2-
0,4 kb biiyiikliigiinde 4 adet; E. coli 67, 71, 73 ve 77 izolatlarinin sirastyla 19,3- 3,6-
0,9 kb; 19,3- 9,5- 2,6 kb, 2 tane >19,3- 19,3 kb; 2 tane >19,3- 19,3 kb biiylikliiglinde
3 adet; E. coli 70, 72 ve 74 izolatlarinin sirasiyla >19,3- 19,3 kb; 19,3- 1,2 kb ve
19,3- 0,4 kb biiylikliigiinde 2 adet; E. coli 62, 64 ve 68 izolatlarinin 19,3 kb
buytikliigiinde 1 adet plazmit DNA tasidiklari belirlenmistir.
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Resim 4.7. E. coli ve Acinetobacter suslarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 90 2. E. coli 91 3. E. coli 92 4. A. baumannii
82 5. A. baumannii 89 6. A. baumannii 93 7. E. coli 38 8. E. coli 42
Resim 4.7°de E. coli ve Acinetobacter suslarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore E. coli 92 izolatinin
19,3 ve 3,4 kb biiyiikliigiinde 2 adet; E. coli 39, 90, 91 ve A. baumannii 82, 89, 93
izolatlarinin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet, plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir. 7

adet E. coli susu, 2 adet K. pneumoniae, 1 adet K. ornithinolytica, 2 adet K. oxytoca,

1 adet K. terrigena ve 12 adet A. baumannii susunda plazmit DNA bulunamamastir.

4.4. GSBL Uretiminin Plazmit veya Kromozomal Kékeninin Arastirilmasi

GSBL iiretiminin plazmit veya kromozomal kokenli olup olmadiginin
incelenebilmesi i¢cin CDST sonucunda plazmit tasiyan GSBL (+) 58 izolat akridin
oranj ¢ozeltisiyle (mg/ml) muamele edildikten sonra (Bkz 3.2.7) plazmit DNA
izolasyonu yapilmistir (Bkz 3.2.4). GSBL (+) suslarin akridin oranj (AO)
uygulanmayan (kontrol grubu) ve uygulanan (esas deney grubu) plazmit DNA’lar1
agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmiistiir (Bkz 3.2.5). Plazmit DNA’lar1 incelenen

58 susun (58 adet AO uygulanan ve 58 adet AO uygulanmayan sus) 11 (%19)
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tanesinde AO uygulanan plazmit DNA bantlarinda bir degisiklik goriilmezken, 47
(%81) adet susun plazmit DNA’sinda akridin oranjin etkili oldugu goriilmiistiir.

GSBL (+) suslarin akridin oranjli jel elektroforez goriintiileri Resim 4.8-Resim

4.15te gosterilmektedir.

—»18.3 kb

— 7.7 kh
—»55 kb
—»42 kb
—»3.1 kb
—»l16Lkb
—»13 kb
—*1.8 kb
—»l4Lkb

—=1.1khb
—*0.9 kb

Resim 4.8.GSBL (+) Klebsiella ve E. coli suslarin akridin oranjli ve akridin oranjsiz
agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 8 2. E. coli 8+AO 3. E. coli 9 4. E. coli 9+AO
5. E. coli 13 6. E. coli 13+A0 7. E. coli 14 8. E. coli 14+A0 9. K.
pneumoniae 15 10. K. pneumoniae 15+A0 11. E. coli 17 12. E. coli 17
+AO 13. K. pneumoniae 19 14. K. pneumoniae 19 +AO
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193 kb +

Resim 4.9. GSBL (+) Klebsiella ve E. coli suslarmin akridin oranjli ve akridin
oranjsiz agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. K. pneumoniae 20 2. K. pneumoniae 20+A0 3. K.
pneumoniae 21 4. K. pneumoniae 21+AO 5. K. pneumoniae 22 6. K.
pneumoniae 22+A0 7. K. pneumoniae 23 8. K. pneumoniae 23+A0
9. K. pneumoniae 24 10. K. pneumoniae 24+A0 11. E. coli 25 12. E.

coli 25+A0
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

—»193 kb

—»7.7kb
—pi5 kb
—*4ilkb
—#ilkb
—»lbkb
—*1ikb
—*1.5kb

—#1l4kb

—#1l1kb
—*0.9kh

Resim 4.10. GSBL (+) Klebsiella ve E. coli suslarimin akridin oranjli ve akridin
oranjsiz agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. K. pneumoniae 32 2. K. pneumoniae 32+A0 3. K.
pneumoniae 36 4. K. pneumoniae 36+A0 5. K. pneumoniae 37 6. K.
pneumoniae 37+AO 7. E. coli 38 8. E. coli 38 +AO 9. E. coli 39 10.
E. coli 39+A0 11. E. coli 40 12. E. coli 40+AO 13. E. coli 41 14. E.
coli 41+AO 15. E. coli 42 16. E. coli 42+A0

—»193 kh

—»7.Tkh
—»5i kb
—»4lkh
—»ilkh
—#l.6 kh
—®»13 kh
—*1.5kh

—#1.4 kh

—#1l.1kh
—®0.0kh

Resim 4.11. GSBL (+) Acinetobacter ve E. coli suslarinin akridin oranjli ve akridin
oranjsiz agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. 4. baumannii 43 2. A. baumannii 43+A0 3. K.
pneumoniae 47 4. K. pneumoniae 47+A0
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—»10.3kb

—»77k
—piikh
—*ilkh
—»ilkb
—»lGkh
—*1ikh
—*15 kb

—l4ikb

—»L1kb
— 0k

Resim 4.12. GSBL (+) Klebsiella ve E.coli suslarinin akridin oranjli ve akridin
oranjsiz agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 51 2. E. coli 51+AO 3. K. oxytoca 52 4. K.
oxytoca 52+A0 5. E. coli 53 6. E. coli 53+A0 7. E. coli 54 8. E. coli
54+A0
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

Resim 4.13. GSBL (+) E. coli suslarinin akridin oranjli ve akridin oranjsiz agaroz jel
elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 55 2. E. coli 55+A0 3. E. coli 56 4. E. coli
56+A0 5. E. coli 57 6. E. coli 57T+AQO 7. E. coli 58 8. E. coli 58+A0
9. E. coli 59 10. E. coli 59+A0O 11. E. coli 69 12. E. coli 69+A0 13. E.

coli 70 14. E. coli 70+AO 15. E. coli 71 16. E. coli 71+AO 17. E. coli
72 18. E. coli 72+A0
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Resim 4.14. GSBL (+) Klebsiella ve E. coli suglarinin akridin oranjli ve akridin
oranjsiz agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 60 2. E. coli 60+AQO 3. E. coli 61 4. E. coli
61+AO 5. E. coli 62 6. E. coli 62+A0 7. E. coli 63 8. E. coli 63
+AO 9. E. coli 64 10. E. coli 64+A0 11. K. pneumoniae 65 12. K.
pneumoniae 65+A0 13. K. terrigena 66 14. K. terrigena 66+A0 15.
E. coli 67 16. E. coli 67+AO 17. E. coli 68 18. E. coli 68+A0
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Resim 4.15. GSBL (+) Klebsiella ve E. coli suslarinin akridin oranjli ve akridin
oranjsiz agaroz jel elektroforez goriintiileri
M. A-pUC mix 1. E. coli 73 2. E. coli 73+A0 3. E. coli 74 4. E. coli
74+A0 5. E. coli 75 6. E. coli 75+A0 7. E. coli 76 8. E. coli 76
+AO 9. E. coli 77 10. E. coli 77+AO 11. E. coli 78 12. E. coli
78+A0O 13. K. pneumoniae 79 14. K. pneumoniae 79+AO 15. E. coli
80 16. E. coli 80+AO 17. E. coli 81 18. E. coli 81+AO 19. K.
oxytoca 86 20. K. oxytoca 86+AO 21. E. coli 90 22. E. coli 90+AO
23. E. coli 91 24. E. coli 91+AQO 25. E. coli 92 26. E. coli 92+A0

GSBL (+) suglar akridin oranj (AO) ile muamele edildikten sonra tekrar CDST’ ye
(Bkz. 3.2.3) alinmistir. CDST’de AO uygulanmayan ve uygulanan suslarin zon
caplar1 ve GSBL enzim iiretimi kiyaslanmistir. Buna gore; CDST’ye alinan toplam
58 susun (58 adet AO uygulanmayan, 58 adet AO uygulanan) 4’linde bakterilerin
olusturdugu zon caplariin AO uygulanmayan suslara gore bazi antibiyotikler i¢in
degisiklik gosterdigi, fakat suslarin GSBL enzim iiretimlerinde bir degisiklik
olmadig1 saptanmistir. Cizelge 4.7°de E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter susglari igin
CDST’de kullanilan antibiyotiklerin direng, duyarlilik ve orta duyarlilik zon ¢aplari
verilmistir. Cizelge 4.8’de AO uygulanan ve uygulanmayan suslarin antibiyotik zon
caplar1 verilmistir. Resim 4.15 ve 4.16’da ise CDST’de AO uygulamasi ile zon

caplar1 degisen suslar verilmistir.



Cizelge 4.7. E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter suslari i¢cin CDST’de kullanilan

antibiyotiklerin direng, duyarlilik ve orta duyarlilik zon ¢aplari

Antibiyotikler Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)

Direngli (R) Orta duyarli (I) | Duyarli (S)
Seftriakson (30ug) <13 14- 20 >21
Seftazidim (30 pg) <14 15-17 > 18
Sefotaksim (30ug) <14 15-22 >23
Aztreonam (30 png) <15 16- 21 >22
Amoksisilin/Klavulonik asit <13 14 -17 > 18
(20/10 pg)

Cizelge 4.8. Akridin oranj uygulanan ve uygulanmayan suslarin antibiyotik zon

caplari

AMC: Amoksisilin-klavulonik asit, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CTX:
Sefotaksim, ATM: Aztreonam

Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)

CRO* CAZ* AMC* CTX* ATM*
K. oxytoca 52 25 30 15 30 27
K. oxytoca 52+A0 25 35 15 35 30
E. coli 53 20 25 - 20 24
E. coli 53 +AO 20 25 - 20 26
E. coli 56 13 15 - 9
E. coli 56+A0 10 18 15 10 15
E. coli 67 15 - - 10
E. coli 67+AO 10 20 - 12 20
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CDST sonuglaria gore AO uygulanan suslarin %6,9’unun AMC, CRO, CAZ, CTX

ve ATM antibiyotikleri i¢in zon ¢aplarinda 2-10 mm arasinda degisen genislemeler

goriilmiistiir.
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K. oxytoca 52 K. oxytoca 52+A0

E. coli 5 E. coli 53+A0

Resim 4.16. AO uygulamasi ile CDST’de zon ¢aplar1 degisen E. coli ve K. oxytoca
suslari
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E. coli 56 E. coli 56+A0

E. coli 67 E. coli 67T+A0O

Resim 4.16. (Devam) AO uygulamasi ile CDST de zon ¢aplar1 degisen E. coli ve K.
oxytoca suslari
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4.5. PZR ile GSBL Enzimlerinin Tiplendirilmesi ve DNA Dizi Analizi Sonug¢lari

izole edilen ve tanimlanmalar1 yapilan 94 adet E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter
susunun GSBL geni tasiyip tasimadiklar1 PZR islemi ile gerceklestirilmistir. GSBL
enzimlerinin tiplendirilmesi i¢in TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleri
tasarlanmigtir. Primer tasarimi i¢in dnce hedef genotipler belirlenmis ve daha sonra
makalelerden alinan Genbank erisim numaralarina (SHV, EF125011; TEM,
AB282997; CTX-M, DQ303459; OXA, L07945) ve hedef genotipleri igeren gen
bankas1 kayitlarina ulasilmistir. Bulunan dizilere o6nce CLC Free Workbench
programi kullanilarak ¢oklu hizalama (multiple aligment) yapilmistir. Artemis
programinda dizinin kodlanan gen bolgeleri secilerek Per/ Primer programina
aktarilmis ve her bir GSBL tipi i¢in farkli biiyiikliikte PZR {iriinii olugacak sekilde
20-22 baz uzunlugunda primerler tasarlanmistir. Primer tasarimi sonrasinda PZR
optimizasyonu saglanmistir (Bkz 3.2.10). Bunun sonucunda elde edilen PZR iiriinleri
Boliim 3.2.5°te belirtildigi sekilde %2’lik agaroz jeller hazirlanarak yiiriitiilmiistiir.
Jellerin goriintiilenmesi goriintiilleme cihazi ile yapilmistir. PZR iiriinlerinin

bliytikliikleri SM0241 markir ile karsilastirilarak hesaplanmustir.

94 adet susta TEM primeri ile yapilan PZR sonucunda toplam 32 adet (%34,05) E.
coli, 11 adet (%11,8) K. pneumoniae, 2 adet (%2,12) K. terrigena, 1 adet (%1,06) K.
ornithinolytica ve 1 adet (%1,06) K. oxytoca suslart olmak iizere toplam 47 adet
(%50) susun yaklasik olarak 400 bg (baz cifti) biiytlikliigiinde PZR {iriinii verdigi
gbzlenmistir. Bu suslardan ikisinin CDST sonucu GSBL (-) olarak tespit edilmesine
ragmen PZR’de TEM primeri ile 2 adet (%2,13) E. coli susunun pozitif reaksiyon

verdigi gozlemlenmistir (Resim 4.7).

94 adet susta SHV primeri ile yapilan PZR sonucunda 8 adet (%8,5) K. pneumoniae,
4 adet (%4,25) E. coli, 1 adet (%1,06) K. ornithinolytica ve 1 adet (%1,06) K.
oxytoca suslart olmak iizere toplam 14 adet (%14,87) susun yaklasik olarak 300 bg
biiyiikliigiinde PZR iiriinii verdigi gozlemlenmistir. SHV primeri ile pozitif reaksiyon

veren suglarin CDST igin de pozitif olduklart belirlenmistir. Hem TEM hem SHV
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primerleriyle pozitif reaksiyon veren 6 adet (%6,4) K. pneumoniae, 2 adet (%2,12) E.

coli ve 1 adet (%1,06) K. ornithinolytica olmak iizere toplam 9 adet (%9,6) sus

bulunmustur (Resim 4.16).

500 be
400 be
300 be
200 be

100 b

TEM

Resim 4.17. TEM ve SHV primerleriyle pozitif reaksiyon veren bazi suslarin jel

elektroforez goriintiileri

M. SMO0241 1. K. oxytoca 7 2. E. coli 17 3. K. pneumoniae 19 4. K.
pneumoniae 32 5. E. coli 53 6. E. coli 54 7. E. coli 55 8. E. coli 56 9.
E. coli 57

CTX-M primeri ile yapilan PZR sonucunda 10 adet (%10,6) E. coli ve 1 adet

(%1,06) K. pneumoniae susu olmak tiizere toplam 11 susta (%11,7) 700-800 bg

bliyiikliigiinde PZR {iriinli belirlenmistir. CTX-M primeriyle pozitif reaksiyon veren

8 adet (%8,5) E. coli ve 1 adet (%1,06) K. pneumoniae olmak iizere toplam 9 adet

(%9,6) izolatin TEM primeriyle de pozitif reaksiyon verdigi saptanmistir. CTX-M

primeri ile pozitif reaksiyon veren suglarin CDST sonucuna gore de pozitif olduklari

belirlenmistir. Resim 4.17°de TEM ve CTX-M primerleriyle pozitif reaksiyon veren

bazi suslarin jel elektroforez fotografi gosterilmektedir.



74

1000 be
900 be
800he
700 be
600 be
500 be

400 be

CTX-M

TEM

Resim 4.18. TEM ve CTX-M primeri ile pozitif reaksiyon veren E. coli suslarinin jel
elektroforez goriintiileri
1. E. coli 38 2. E. coli 53 3. E. coli 54 4. E. coli 61 5. E. coli 62 6. E.
coli 63 7. E. coli 64 8. E. coli 70 M. SM0241
OXA primeri ile yapilan PZR sonucunda ise belirgin bir PZR iirlinli saptanmamustur.
Cizelge 4.9°da TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleriyle pozitif reaksiyon veren
izolatlarin dagilim1 verilmistir. Sekil 4.4’te TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleri

ile caligsan bakteri suslarinin yiizde oranlar1 gosterilmektedir.



Cizelge 4.9. TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleriyle pozitif reaksiyon veren

izolatlarin dagilimi
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*PZR ile tespit edilen toplam 67 GSBL (+) sus olmasina ragmen bazi suslarda iki tip

GSBL birlikte saptandigindan toplam sus sayisi fazladir.

TEM tipi SHV tipi CTX-M tipi OXA tipi Toplam*
GSBL GSBL GSBL GSBL (%)
E. coli 32 4 10 - 46
(34,05) (4,25) (10,6) (48,9)
K. pneumoniae 11 8 1 - 20
(11,8) (8,5) (1,006) (21,3)
K. terrigena 2 - - - 2
(2,12) (2,12)
K. ornithinolytica 1 1 - - 2
(1,006) (1,006) (2,12)
K. oxytoca 1 1 - - 2
(1,006) (1,06) (2,12)
A. baumannii - - - - -
Toplam 47 14 11 - 72
(%) (50) (14,8) (11,7) (76,5)
3517 =
30 17
95 | O E. coll
O K. pneumoriae
2011 m K. terigena
15 17 m K. omithinolytica
101 1 m K. oxyfoca
m A baumannii
5 1
0 Jet e e -
TEM SHY CTXE-M OXA

Sekil 4.4. TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleri ile ¢alisan bakteri suslarinin
yiizde oranlar1



76

TEM, SHV ve CTX-M PZR iiriinlerinden bazilar1 secilerek ticari bir firmaya
gonderilmis ve DNA dizi analizi gerceklestirilmistir. Firmanin goénderdigi sonuglar
kromotogram dosyalar1 seklinde Finch TV programu ile agilarak diziler ¢ikartilmistir
(Sekil 4.5-Sekil 4.7). Gelen dizilerin DNA gen veritabaninda BLAST yazilim ile
karsilastirilmalar1 yapilmistir (Cizelge 4.10- Cizelge 4.12).
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Karsilastirmalar sonucunda, TEM primeri ile yapilan BLAST arastirmasinda gen
bankasinda mevcut diziler ile E. coli 54 izolatinin TEM tipi GSBL (+) E. coli
(DQ256080) izolattyla %99 uyumluluk gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. E. coli 54 izolatimin TEM-144 tipi GSBL (+) E. coli (DQ256080)
susu ile dizi eslestirme sonucu

izolat:12 TTTTTGCTC-CCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCAC 70

Crrrrrrer rerrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
Ref: 276 TTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGARAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCAC 335

Izolat:71  GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTITCGCCCCG 130
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Ref :336 GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCG 395

Izolat:131 AAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTITTTAAAGTTCTGCTATGTGGNGCGGTATTATCCC 190
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e et e e e

Ref: 396 AAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCC 455

Izolat: 191 GTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGG 250
FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

Ref: 456 GTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGG 515

fzolat:251 TTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT 310

Ref: 516 TTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT 575

Izolat: 311 GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGNACAACGAT 369

Ref: 576 GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTG-ACAACGAT 633

Ref: Referans
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SHV primeri ile yapilan BLAST arastirmasi sonucu, gen bankasindaki mevcut
diziler ile K. pneumoniae 19 izolat1 karsilastirildigi zaman SHV tipi GSBL (+) K.
pneumoniae 763 (DQ219476) izolatinin K. pneumoniae 19 izolatiyla %99 uyumluluk
gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. K. pneumoniae 19 izolatimin SHV tipi GSBL (+) K. pneumonia 763
izolat1 (DQ219476) ile dizi eslestirme sonucu

Izolat:51 AAGCGAATGCCAGCTGTCNGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCG 110

FEEErer rerrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref:93 AAGCGAAAGCCAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCG 152

Izolat:111 CACGCTGACCGCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGT 170

FErrrrrrrrrertrrr e e e et e e e e e e e e e e e

Ref:153 CACGCTGACCGCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGT 212

Izolat:171 GCTCTGCGGCGCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGARAGAT 230

FEErrrrrrrrert e e et e e et e e e e e e e e e e e

Ref: 213 GCTCTGCGGCGCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGAT 272

Izolat:231 CCACTATCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTACTCG 264

Ref: 273 CCACTATCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTACTCG 306

CTX-M primeri ile yapilan BLAST arastirmasi sonucu, gen bankasindaki mevcut
diziler ile K. pneumoniae 79 izolat1 karsilastirildigi zaman CTX-M-15 tipi GSBL (+)
K. pneumoniae (DQ302097) izolatiyla %99 uyumluluk gdsterdigi saptanmistir
(Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. K. pneumoniae 79 izolatinin CTX-M-15 tipi GSBL (+) K. pneumoniae
(DQ302097) izolat ile dizi eslestirme sonucu

fzolat:13 TTAGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTA 71

Ref:101 TTAGGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTA 160

Izolat:72 GAGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAA 131

Ref: 161 GAGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAA 220

Izolat:132 ATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCG 191

Ref: 221 ATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCG 280

1zo0lat:192 GCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATC 251

Ref: 281 GCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATC 340

fzolat:252 AAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATG 311

Ref:341 AAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATG 400

Izolat:312 TCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAG 371

Ref: 401 TCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAG 460

Izolat:372 CTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGAC 431

Ref:461 CTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGAC 520

Izolat:432 GAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCG 491

Ref: 521 GAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCG 580




Cizelge 4.12. (Devam) K. pneumoniae 79 izolatinin CTX-M-15 tipi GSBL (+) K.
pneumoniae (DQ302097) izolat1 ile dizi eslestirme sonucu

Izolat:492 CGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAA 551

Ref: 581 CGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAA 640

Izolat:552 GCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGT 611

Ref: 641 GCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGT 700

fzolat:612 GCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGC 671

Ref: 701 GCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGC 760

izolat: 672 GGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGT-ATCTG-CCAAA 713

Ref: 761 GGTGACTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAA 804
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda antibiyotiklere kars1 giderek artan direng sorunu tiim diinyay tehdit eder
hale gelmistir. Beta-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden ve aktifligini gideren beta-
laktamaz {iretimi, basta Enterobacteriaceae lyeleri olmak {izere bircok bakteri

tiiriinlin en 6nemli direng mekanizmalarindan birisidir [4].

Gram negatif patojenler arasinda genis spektrumlu beta-laktamlara direnc biiyiik
Olciide genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ile iligkilidir. Bu enzimler
ticiincii kusak sefalosporinlere diren¢ gibi ciddi klinik problemlere neden olurlar
[82]. Enterobacteraceae’de GSBL’ler esas olarak Klebsiella spp. ve E. coli
suslarinda bulunmakla birlikte diger cinslerde de rapor edilmektedir. GSBL’ler,
cografik bolgelere bagl olarak yayilis1 ve enterobakteriyel tiirlerin dagilimu ile diinya

capinda yaygindir [83].

GSBL’ler 1980’lerin baglarinda ilk Almanya’da ve kisa bir zaman sonra Fransa’da
onem kazanmaya baslamistir. E. coli ve K. pneumoniae arasinda genis yayilis
gosteren TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri olan bu ilk GSBL’ler genel
penisilinazlarin yapisal mutasyonlaridir. 1990’larda GSBL’ler ile ilgili bir¢ok rapor
Fransa’dan gelmekle beraber Sili, Tunus, Ingiltere ve Amerika’da da GSBL rapor
edilmigtir. Sonradan 1990’lar boyunca TEM ve SHV kokenli GSBL’ler ile ilgili
giderek artan sayida rapor vardir [84]. GSBL enzimleri Enterobateraceae ailesinin
bir¢ok iiyesinde goriilmekle birlikte en sik K. pneumoniae suslarindan izole

edilmistir [30].

Avrupa’da  GSBL iiretim sikligi  agisindan  {ilkeler arasinda  farklilik
gbzlemlenmektedir. 1995-2003 yillar1 arasinda Giiney Ispanya’da E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarinin GSBL iiretim siklig1 karsilagtirilmis ve E. coli izolatlarinin
%1,7 ve K. pneumoniae izolatlarinin %3,98 oraninda GSBL {irettigi saptanmustir. E.
coli izolatlarinda GSBL iiretiminin diizenli bir artig gdstererek 1995°de %0,31 iken
2003’de %4,8 ciktigi, K. pneumoniae izolatlarinin ise 1995-1997 yillar1 arasinda
%7,2 iken 1998-2003 yillar1 arasinda %2,5’e diistiigii belirlenmistir [85].
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2002 yilinda Kore’de yapilan bir calismada, toplam 9219 E. coli ve K. pneumoniae
susu Kore’nin alt1 farkli bolgesinde 13 hastaneden toplanmis ve suslarin GSBL
tiretimi CDST ile belirlenmistir. Suslarin %39,2’sinin GSBL iirettigi ve bunlarin

%30’ unun K. pneumoniae ve %9,2’sinin ise E. coli oldugu tespit edilmistir [86].

SMART antimikrobiyal aragtirma programi kapsaminda 2002-2003 yillar1 arasinda
yapilan bir ¢alismada, GSBL pozitif izolatlardaki dagilim Amerika, Avrupa, Latin
Amerika, Orta Dogu ve Asya Pasifik bolgesinde sirasiyla; E. coli susunda %3, %S5,
%10, %13 ve %17, Klebsiella spp. susunda %7, %11, %14, %20 ve %18, ve
Enterobacter spp. susunda %16, %7, %20, %12 ve %21 olarak bulunmustur [87] .

Hindistan’da 2003- 2004 yillar1 arasinda 150 Acinetobacter susunda CDST ile GSBL
tretimi arastinllmistir ve Acinetobacter suslarinda %28 oraninda GSBL tespit

edilmistir [88] .

Ulkemizde yapilan calismalarda da GSBL iiretim sikligi farklilik gostermektedir.
Biilii¢ ve arkadaslarmin 2000-2002 yillar1 arasinda yaptiklari ¢alismada, Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi’nden izole edilen K. pneumoniae, K. oxytoca ve E. coli
suslarindaki genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) siklig1 arastirilmis ve
GSBL oranlar1 K. pneumoniae izolatinda %48, K. oxytoca izolatinda %40 ve E. coli
izolatinda %14 olarak bulunmustur. Genel GSBL pozitiflik oram1 %28 olarak
saptanmustir [89].

2002 yilinda Osman Gazi Universitesi Tip Fakiiltesinde Erben ve arkadaslarmin
yaptig1 bir ¢alismada 100 adet Acinetobacter susunda CDST ile GSBL iiretimi

arastirilmis ve GSBL pozitif izolata rastlanmamustir [90].

Delialioglu ve arkadaglarinin 2004 yilinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesinde
yaptiklar1 calismada, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen E. coli suslarinin %18,3,
K. pneumoniae suslarmin %29,7 ve K. oxytoca suslarimin %4,2 oraninda GSBL

irettigi saptanmustir [3].
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Yetkin ve arkadaslarinin 2007 yilinda Inénii Universitesi Tip Fakiiltesinde yaptiklari
bir calismada Klebsiella suslarinda GSBL siklig1 arastirilmis ve GSBL pozitiflik
oran1 K. pneumoniae susunda %38,97, K. oxytoca susunda %39 olarak saptanmustir;

her ii¢ K. ozaenae susunun da GSBL pozitif oldugu goriilmistiir [91].

Calismamizda 94 adet E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter susunda GSBL {iretimi
arastirilmis suslarin 65°inin (%69) GSBL iirettigi saptanmistir. GSBL {ireten 65
susun 42’si (%64,6) E. coli, 15’1 (%23,1) K. pneumoniae, 1’1 (%1,5) K
ornithinolytica, 4’1 (%6,2) K. oxytoca, 2’si (%3,1) K. terrigena ve 1’1 (%1,5) A.

baumannii olarak tespit edilmistir. Suslarin GSBL iiretimi CDST ile belirlenmistir.

GSBL saptanmasinda en yaygin kullanilan yontem olan CDST ilk kez 1988 yilinda
Jarlier tarafindan tanimlanmistir. Bu test amoksisilin klavulonik asit diskine dogru
genigleme goriilmesi esasina dayanmaktadir. Bu testin yapilabilmesi i¢in beta-
laktamaz igeren bir antibiyotik diski ile sefalosporin diskleri yeterli olmaktadir.
Amoksisilin klavulonat ve sefalosporin diskleri arasindaki uzaklik ve enzim substrat

profili testin duyarhiligini 6nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir [92, 93, 94].

CDST’de diskler uygun uzaklikta yerlestirilmediginde sinerjik etki gézlenmemis ve
bu da testin tekrarina veya sonuglarin yanlis olarak negatif degerlendirilmesine sebep

olmustur.

Thomson ve Sanders yaptiklar1 ¢alismada, CDST’de diskler arast mesafe 30 mm
iken testin duyarliliginin %79 oldugunu, diskler arasi mesafe 20 mm’ye

diisiiriildligiinde ise testin duyarliliginin %82’ye ¢iktigini saptamislardir [95].

2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ho ve arkadaslari, CDST de uzakligin 30 mm’den
25 mm’ye yaklastirildiginda testin duyarliliginin %83,8’den %97,9’a ¢iktigini
saptamiglar ve kalan suslar1 20 mm uzaklikta tekrar test ettiklerinde {i¢ susta daha

GSBL pozitifligi saptamiglardir [96].
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Tirkiye’de yapilan caligmalardan Fincanci ve arkadaslarinin arastirmasinda disk
uzakliginin 25 mm oldugu CDST ile GSBL iiretimi saptanan kdken sayisinin disk
uzakligt 30 mm olan kdken sayisi ile saptanana goére anlamli derecede fazla

(p<0.0001) oldugu saptanmustir [97].

Calismamizda CDST’de disk uzakligi 30 mm olarak ayarlandiginda testin duyarlilig1
% 24,6, 25 mm’de ise %53,8 olarak bulunmustur. Diskler arasi uzaklik 20 mm’ye
indirildiginde duyarlilik biiyiik bir artis gostererek %98,4’e yiikselmistir. Elde edilen
bu verilere dayanarak CDST’de diskler arast1 uzakligin 20 mm olarak
uygulanmasinin dogru olacag: diistiniilmiistiir. Sadece A. baumannii susu igin testin
pozitifligi 23 mm’de tespit edilmistir. CDST ile GSBL {ireten suslarin tespitinden
sonra suslarin GSBL iiretiminin plazmit veya kromozomal kdkenli olduklarim
anlamak amaciyla plazmit profilleri incelenmis ve plazmitler akridin oranj ile
muamele edilerek tekrar CDST’ye alinmistir. incelenen calismalarda GSBL pozitif

suslarin plazmit profilleri farklilik gostermektedir.

1991 yilinda Jacoby ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, E. coli, K. pneumoniae ve
Salmonella typhimurium bakterilerinin ¢esitli suslarinda GSBL iiretiminden sorumlu
olan plazmitlerin Ozellikleri arastirllmis ve GSBL genini kodlayan plazmit

biiyiikliiklerinin 80 kb ile 300 kb arasinda degistigi saptamustir [65].

Giliney Afrika’da 1994-1996 yillar1 arasinda Essek ve arkadaslarinin yaptigi
aragtirmada, farkli tiplerde GSBL iireten 25 adet K. pneumoniae susunun plazmit
profilleri belirlenmis ve buna gore suslarin 5-186 kb biiyiikliikleri arasinda degisen 1-

7 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmigtir [98].

2001-2002 yillar1 arasinda Velasco ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, GSBL
tireten 48 E. coli izolatinda spesifik GSBL tipleri ve bu GSBL leri tagiyan plazmitler
arastirilmistir. Buna gore, CTX-M tipi GSBL gosteren izolatlarda plazmit DNA
bliytikliiklerinin 95 kb ile 120 kb arasinda, SHV tipi GSBL gosteren izolatlarda ise
60 kb ile 160 kb arasinda degistigi belirlenmistir [99].
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2007 yilinda Damjanova ve arkadaslarinin Macaristan’da yaptiklar1 calismada,
GSBL pozitif 128 adet Klebsiella spp. izolatinin plazmit biiyiikliiklerinin 2,3 kb ile

228 kb arasinda degistigi ve izolatlarin 12 farkli plazmit profili gdsterdigi
saptanmustir [100].

1978’de Barker ve arkadaslarinin yaptigi calismada, E. coli DNA’sinda akridin
oranjin (AQO) etkisi incelenmis ve E. coli K12 susun pH 7,9’da inkiibe edildiginde
AO’nun bakterinin gelisimini engelledigi ve AO’nun F’-Lac plazmit giderimini

arttirdig1 saptanmugtir [101].

Arshad ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptig1 arastirmada, AO’nun E. coli’de beta-
laktamaz ifadesi iizerindeki mutajenik etkileri arastirilmis ve AO’ya maruz birakilan
E. coli hiicrelerindeki beta-laktamaz inaktivasyonunda AO’nun etkili oldugu
saptanmustir. E. coli bakterisinin AO’ya maruz birakilmas1 DNA’da hizli fakat tamir

edilebilir bir hasara sebep olmaktadir [71].

Calismamizda E. coli, Klebsiella ve Acinetobacter suslarinin 71 (%75,5) tanesinde
plazmit DNA tespit edilmistir. Suslarin tagidigi plazmit DNA sayisinin 1-10 arasinda
degistigi ve plazmit DNA biiyiikliiklerinin ise 0,4 kb ile >19,3 kb arasinda oldugu
belirlenmistir. GSBL pozitif 65 izolatin 58 tanesinde (%89,3) plazmit DNA tespit
edilmistir. AO ile muamele edilen GSBL pozitif 58 izolatin 11 (%19) tanesinde AO
uygulanan plazmit DNA bantlarinda bir degisiklik goriilmezken, 47 (%81) adet susta
AO’nun etkili oldugu tespit edilmistir. Suslarin plazmit DNA bantlar1 AO
uygulanmayan bantlara gore ince ve daha az sayida gozlenirken AO uygulanan bazi
plazmitlerin tamamen kayboldugu saptanmistir. Bu sonuca goére AO’nun suslarin

plazmit gideriminde % 81 etkili oldugu tespit edilmistir.

CDST sonuglarina goére AO uygulanan suslarin %6,9’unun AMC, CRO, CAZ, CTX
ve ATM antibiyotik zon ¢aplarinda 2-10 mm arasinda degisen genislemeler
gorlilmiistiir. Dolayisiyla AO uygulanan izolatlarin = %6,9’unun  kullanilan

antibiyotiklere kars1 daha az direng¢ gdsterdigi belirlenmistir.
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Bu ylizden K. oxytoca 52, E. coli 53, 56 ve 67 suslarinin GSBL enzimi iiretiminin

plazmit kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir.

AO uygulanan suslarin %93,1’inde kontrol gruplarina gore antibiyotik zon ¢aplarinin
degismedigi tespit edilmistir. Bu durum beklentilerin aksine GSBL {iretiminin
inceledigimiz suslarda plazmit kokenli olamayabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat
yapilan kaynak aragtirmalarinda GSBL iiretiminin ¢ogunlukla kromozomal kaynakli
oldugunu ifade eden bir literatiire rastlanmamistir. AO, GSBL pozitif suslarin
plazmit gideriminde %81 etkili olmasina ragmen, CDST’de suslarin % 93,1’inde
GSBL firetiminde hicbir degisiklik gozlenmemistir. Bu durumun AO uygulamasi
sonucunda populasyondaki tiim bakterilerin plazmitlerini yitirmemesinden veya
bakterilerin plazmit DNA’larinda meydana gelen hasar1 tamir etmelerinden
kaynaklandig1 diisliniilmiistiir. Bu deney sonucunda suslarin GSBL {iretiminin
plazmit veya kromozomal kokenli olup olmadiginin anlasilmast i¢in AO
kullaniminin ¢ok yeterli olmadigi, bu yiizden bu tiir ¢alismalarda konjugasyon gibi

daha belirgin ve ispatlanmis yontemlerin kullanilmasi gerektigi saptanmustir.

Caligmamizda izolatlarin GSBL geni tastyip tasimadiklart ve GSBL tipleri TEM,
SHV, CTX-M ve OXA primerleri kullanilarak PZR islemi ile gerceklestirilmistir. E.
coli, Klebsiella ve Acinetobacter suslart GSBL tipleri a¢isindan iilkeler arasinda

farklilik gostermektedir.

1997-2003 yillar1 arasinda Amerika’da Dipersio ve arkadaslarimin yaptigi bir
aragtirmada GSBL {ireten K. pneumoniae suslarinin tiimiinde TEM-1 ve SHV-5 tipi
GSBL saptanmigtir. Buna ilaveten 1998 yilinda New York’dan izole edilen iki K.
pneumoniae susunda OXA-2 tipi GSBL bulunmustur [25].

2001-2003 yillar1 arasinda Matar ve arkadaglarimin yaptigi ¢alismada, E. coli
suslarinda %18 oraninda TEM ve SHV, %61 oraninda sadece TEM, %21 oraninda
ise sadece SHV tipi GSBL saptanmis, suslarda CTX-M tipi GSBL bulunamamustir
[102].
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2003 yilinda Paterson ve arkadaslarinin Amerika, Tayvan, Avustralya, Giiney Afrika,
Tiirkiye, Belcika ve Arjantin’deki on iki hastaneden izole edilen K. pneumoniae
suslart ile yaptiklar aragtirmada en yaygin SHV tipi GSBL’leri %67,1 oraninda,
TEM tipi GSBL’leri %16,4 oraninda, PER tipi GSBL’leri Tiirkiye’den izole edilen
dokuz izolatin dordiinde ve iki izolatta SHV-2 ve SHV-5 tipi GSBL’lerle birlikte
tespit etmislerdir. CTX-M tipi GSBL’ler %23,3 oraninda Amerika hari¢ diger
tilkelerin hepsinde tespit edilmistir [26].

2005 yilinda Kore’de yapilan ¢alismada E. coli ve K. pneumoniae suslarinda sirasiyla
%78,3 ve %60 oraninda TEM tipi GSBL tespit edilmistir. E. coli ve K. pneumoniae
izolatinda TEM-52 hari¢ TEM tipi GSBL’lerin ¢ogu TEM-1 olarak bulunmustur. K.
pneumoniae’da SHV-12 ve CTX-M-3, E. coli’de CTX-M-15 ve CTX-M-3 tespit
edilmistir. iki K. pneumoniae izolatinda ise GES-3 tipi GSBL tespit edilmistir [44].

Cin’de 2007 yilinda yapilan Yunsong Yu ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada GSBL
tireten E. coli ve K. pneumoniae suslarinda GSBL tipleri arastirilmis ve 509 izolatin
447’sinde GSBL genotipleri belirlenmistir. 339 izolatta TEM tipi, 27 izolatta SHV
tipi ve 341 izolatta CTX-M tipi GSBL tespit edilmistir. 30 izolatin iki veya ti¢ GSBL
tipini birlikte tasidign ve CTX-M-14 ve CTX-M-3 iiretiminin yaygin oldugu
saptanmistir. OXA tipi GSBL tasiyan izolat tespit edilememistir [34].

2007 yilinda Italya’da yapilan calismada 470 adet 4. baumanni izolatindan 31’inin
TEM-92 GSBL iirettigi saptanmistir. TEM tipi GSBL ilk kez bu ¢alismada rapor
edilmistir. Bunun disinda A. baumanni izolatlar1 diinya ¢apinda rapor edilmektedir.
PER-1 Fransa, Belgika, Kore ve Tiirkiye’de; PER-2 Arjantin’de; VEB-1 Belgika,
Fransa ve Arjantin’de; SHV-12 Cin’de ve CTX-M tipi GSBL’ler Bolivya ve
Japonya’da rapor edilmistir [31,103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112].

Caligmamizda 94 adet izolatta PZR yontemi ile GSBL enzimleri tiplendirilmistir.
Buna gore izolatlarin %50’sinin TEM tipi, %14,8’inin SHV tipi, % 11,7 sinin CTX-
M tipi GSBL iirettigi saptanmustir. Izolatlarin %9,6’st hem TEM hem SHV tipi
GSBL, %9,6’s1 TEM ve CTX-M tipi GSBL iiretmektedir. Buna ragmen TEM, SHV
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ve CTX-M tipi GSBL birlikte tasiyan bir izolata rastlanmamistir. TEM ve CTX-M
tipi GSBL en sik E. coli suslarinda, SHV tipi GSBL ise en sik K. pneumoniae
suslarinda saptanmistir. GSBL pozitif suslarda OXA tipi GSBL tespit edilememistir.
A. baumannii suslarmda hicbir GSBL tipi saptanmanustir. izolatlarin GSBL tipleri
tespit edildikten sonra GSBL pozitifligi CDST ve PZR sonuglar ile kiyaslanmustir.
Bu konuyla ilgili yapilan ¢aligmalarda PZR sonuglarinin CDST’ye gore daha

giivenilir oldugunu ispatlamaktadir.

2006 yilinda Hindistan’da Grover ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada K.
pneumoniae izolatlar iki fazda incelenmis ve GSBL {iretimi CDST, E-testi ve PCR
yontemleri ile kiyaslanmigtir. Buna gore 108 K. pneumoniae susunun %51,8’1 birinci
fazda, %70,7’si ikinci fazda E-testi ve CDST ile GSBL pozitif olarak belirlenmis,
PZR ile belirlenen GSBL iireten sus oraninin birinci fazda %65,7 ye ikinci fazda ise

%88,8’e ¢ikt1g1 saptanmustir [113].

Steward ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise K. pneumoniae suslarinda CDST ile
belirlenen GSBL pozitiflik oran1 %84,2 iken PZR ile belirlenen GSBL pozitiflik
oraninin %99,3 oldugu saptanmustir [114].

Calismamizda CDST’de toplam 65 (%69) izolat GSBL pozitif iken, PZR yontemi ile
izolatlarin 67 tanesi (%71,2) pozitif olarak belirlenmistir. SHV, TEM ve CTX-M tipi
GSBL pozitif toplam sus sayisinin 72 (%76,5) olarak saptanmasi bazi izolatlarin

TEM-CTX-M veya TEM-SHV tipi GSBL’leri tasimasindan kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak, beta laktam antibiyotiklerin yaygin olarak kullanimi var olan direng
mekanizmalarinin artisina sebep olmakta ve bu da tedavide sorunlara yol agmaktadir.
GSBL pozitif mikroorganizmalar siklikla diger antibiyotiklere de direng¢ gostermesi
ve bu enfeksiyonlarda tedavi secenekleri kisitli olmasi nedeniyle izole edilen
mikroorganizmalarin GSBL {iretip iretmediginin dogru olarak ve miimkiin
oldugunca kisa siirede saptanmas1 gerekmektedir. GSBL salginlariin kontrol altina
alinmasinda, GSBL pozitif izolat sikligmin ve GSBL tiplerinin yayiliminin

belirlenmesi 6nemlidir.
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Calismamizda elde edilen verilere dayanarak, PZR ile CDST sonuglarinin duyarliligi
birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen, PZR yonteminin CDST ye gore daha glivenilir
bir yontem oldugu ispatlanmistir. Mikrobiyoloji laboratuvarinda PZR ydnteminin
kullaniminin zor ve zahmetli olmasi, ayrica PZR’nin ekonomik boyutu, CDST gibi
kolay, pratik, ucuz ve duyarlilig1 yiiksek bir yontemin kullanilmasini daha elverisli
kilmaktadir. PZR yonteminin E-testi, kombine disk, mikrodiliisyon yontemleri gibi
fenotipik testlerle GSBL varlig1 saptanamayan izolatlarda bu varlig1 tespit etmek
amacli kullanilmas1 tavsiye edilmektedir. ileride bu konuyla ilgili yapilacak olan
calismalarda, GSBL saptanan izolatlarin plazmitleri arastirilip bu plazmitlerin GSBL
tiretimine neden olup olmadiklar1 konjugasyon yontemiyle saptanabilir. Bu konuyla
ilgili lilkemizde yapilan molekiiler ¢aligmalarin ¢ok kisithh olmasi nedeniyle daha

detayli calismalara yer verilmesi 6nerilmektedir.



10.

11.

93

KAYNAKLAR

Cetin, H., Oktem, F., Ormeci, A. R., Yorgancigil, B., Yayl1, G., “Cocukluk ¢ag1
idrar yolu enfeksiyonlarinda Escherichia coli ve antibiyotik direnci”, S.D.U.
T Fak. Derg., 13 (2): 12-16 (2006).

Giir, D., “Temel tiptan klinige”, Hacettepe Tip Dergisi, 33 (2): 102-109,
(2002).

Delialioglu, N., Ocal, N. D., Emekdas, G., “Cesitli klinik &rneklerden izole
edilen Escherichia coli ve Klebsiella tiirlerinde genislemis spektrumlu beta-
laktamaz oranlar1”, Ankem Derg., 19 (2): 84-87 (2005).

Akcam, F. Z., Génen 1., Kaya O., Yaylh G., “Hastane infeksiyonu etkeni
enterobakterilerde beta-laktam antibiyotiklere duyarlilik ve ESBL sikliginin
arastirilmas1”, S.D.U. Tip Fak. Derg., 11 (1): 6-9 (2004).

Hosgor, M., Ozkan, F., Yapar, N., Tiinger, A., Ozinel, M. A., “Genislemis
spektrumlu beta-laktamazlarin belirlenmesinde c¢ift diskli sinerji testi ile ii¢
boyutlu yontemin karsilastirilmasi”, Klimik Dergisi, 11(2): 59-60 (1998) .

Seid, J., Asrat, D., “Occurrence of extended spectrum beta-lactamase enzymes
in clinical isolates of Klebsiella species from Harar region, eastern Ethiopia”,
Acta Tropica, 95 (2): 143-148 (2005).

Celen, M. K., Ayaz, C., Geyik, M. F., Hosoglu, S., Ulug, M., “Hastane kokenli
Gram negatif bakterilerde genislemis spektrumlu beta-laktamazlar”’, Ankem
Derg., 20 (3): 148-151 (2006).

Mumcuoglu, 1., Giindiiz T., Baydur H., “Esherichia, Klebsiella ve Proteus
suslarinda genislemis spektrumlu beta-laktamaz varlig1 ve cesitli antibiyotiklere
diren¢ durumu”, Ankem Derg., 18 (1): 9-11 (2004) .

Yorgancigil, B., “Beta-Laktam antibiyotiklere karst olusan direng
mekanizmalar1”, Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi, 6 (2): 177-182 (1999).

Demirtiirk, N., Demirdal, T., “Antibiyotiklerde Diren¢ Sorunu”, Kocatepe Tip
Dergisi, 5 (2): 17-21 (2004) .

Jasser-Al, A. M., “Extended-Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs): A Global
Problem”, Kuwait Medical Journal ,38 (3): 171-185 (2006).



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

94

Giilay, Z., “Antibiyotiklere diren¢ mekanizmalart ve ¢dziim Onerileri: Beta-
laktamlara ve karbapenemlere direng”, Hastane Infeksiyonlar: Dergisi, 5: 210-
229 (2001) .

Tinger, A., Cavusoglu, C., Korkmaz, M., “Mikrobiyoloji 4. Baski ”, Asya Tip
Kitabevi, Izmir, 30-31 (2005).

Samaha-Kfoury, J. N., Araj, G. F., “Recent developments in  lactamases and
extended spectrum [ lactamases”, BMJ., 327: 1209-1213 (2003).

Tanir, G., Gél, N., “Antibiyotik Direnci”, Klinik Dergisi, 12 (2): 47-54 (1999).

Demir, N., “Gram negatif bakterilerde genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(gsbl) iiretimine katkida bulunan c¢esitli risk faktorlerinin arastirilmasi”,
Uzmanlik Tezi, Kartal Egitim ve Arastirma Hastanesi Saglhk Bilimleri
Enstitisii, Istanbul, 5-6 (2006).

Bush, K., Jacoby, G. A., Mederios, A. A., “A functional classification scheme
for beta lactamases and its correlation with molecular structure”, Antimicrob.
Agent Chemother., 39 (6): 1211-1233 (1995).

Siu, L. K., “Antibiotics: action and resistance in Gram negative bacteria”, J.
Microbiol. Immunol. Infect., 35: 1-11(2002).

Internet: Penisilin direnci, http:// www. nugizentrum. de/ Bilder/ Penicilin
Lactamase Reaktion.gif (2007).

Chaudhary, U., Aggarwl, R., “Extended sectrum Beta-lactamases (ESBL)- An
Emerging Threat to Clinical Therapeutics”, Indian Journal of Medical
Microbiology, 22 (2): 75-80 (2004).

Shah, A. A., Hasan, F., Ahmed, S., Hameed, A., “Characteristics, epidemiology
and clinical importance of emerging strains of Gram-negative bacilli producing

extended-spectrum B-lactamases”, Research in Microbiology, 155 (6): 409-421
(2004).

Tasli, H., Bahar, I. H., “Molecular Characterization of TEM- and SHV- Derived
Extended-Spectrum Beta-Lactamases in Hospital-Based Enterobacteraceae in
Turkey”, Jnp. J. Infect. Dis., 58: 162-167 (2005).

Gilay, Z., “Gram negatif Comaklarda Antibiyotik Direnci: 2003-2004 Tiirkiye
Haritas1”, Aknem. Derg., 19 (2): 66-77 (2005).



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

95

Turner, P. J., “Extended-Spectrum Beta-Lactamases”, Clinical Infectious
Diseases, 41 (4): 273-275 (2005).

DiPersio, J. R., Deshpande, L. M., Biedenbach, D. J., Toleman, M. A., Walsh,
T. R., Jones, R. N., “Evolution and dissemination of extended-spectrum beta-
lactamase-producing Klebsiella pneumoniae: Epidemiology and molecular
report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (1997-2003)”,
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 51 (1): 1-7 (2005).

Paterson, D. L., Hujer, K. M., Hujer, A. M., Yeiser, B., Bonomo, M. D., Rice,
L. B., Bonomo, R. A., “Extended-Spectrum [p-Lactamases in Klebsiella
pneumoniae Bloodstream Isolates from Seven Countries: Dominance and
Widespread Prevalence of SHV- and CTX-M- Type [-Lactamases”,
Antimicrobial Agent and Chemotherapy, 47 (11): 3554-3560 (2003).

Morris, D., O’Hare, C., Glennon, M., Maher, M., Corbett-Feeney, G.,
Cormican, M., “Extended-Spectrum B-Lactamases in Ireland, Including a Novel
Enzyme, TEM-102”, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47 (8): 2572—
2578 (2003).

Randegger, C. C., Hachler, H., “Real-Time PCR and Melting Curve Analysis
for Reliable and Rapid Detection of SHV Extended-Spectrum Beta-
Lactamases”, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 45 (6): 1730-1736
(2001).

Paterson, D. L., Bonomo, R. A., “Extended-Spectrum B-Lactamases: a Clinical
Update”, Clinical Microbiology Reviews, 18 (4): 657-686 (2005).

Bradford, P., “Extended-Spectrum Beta-Lactamases in the 21st Century:
Characterization, Epidemiology and Detection of This Important Resistance
Threat”, Clinical Microbiology Reviews, 14 (4): 933-951 (2001).

Endimiani, A., Luzzaro, F., Migliavacca, R., Mantengoli, E., Hujer, A. M.,
Hujer, K. M., Pagani, L., Bonomo, R. A., Rossolini, G. M., Toniolo, A.,
“Spread in an Italian Hospital of a Clonal Acinetobacter baumannii Strain
Producing the TEM-92 Extended-Spectrum [-Lactamase”, Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 51 (6): 2211-2214 (2007).

Bauernfeind, A., Schweighart, S., Grimm, H.,”A new plasmidic cefotaximase in
a clinical isolate of Escherichia coli”, Journal of Infection, 18 (5): 294-298
(1990).



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

96

Bonnet, R., “Growing Group of Extended-Spectrum Beta Lactamases: the
CTX-M Enzymes”, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 48 (1): 1-14
(2004).

Yu, Y., Ji, S., Chen, Y., Zhou, W., Wei, Z., Li, L., Ma, Y., “Resistance of
strains producing extended-spectrum beta-lactmases and genotype distribution
in China”, Journal of Infection, 54 (1): 53-57 (2007).

Bonnet, R., Sampaio, J. L. M., Labia, R., Champs, C. D., Sirot, D., Chanel, C.,
Sirot, J., “A novel CTX-M [-lactamase (CTX-M-8) in cefotaximeresistant

Enterobacteriaceae isolated in Brazil”, Antimicrob. Agents Chemother., 44:
1936-1942 (2000).

Tzouvelekis, L. S., Gazouli, M., Markogiannakis, A., Paraskaki, E., Legakis, N.
J., Tzelepi, E., “Emergence of resistance to third-generation cephalosporins

amongst Salmonella typhimurium isolates in Greece: report of the first three
cases”, J. Antimicrob. Chemother., 42 (2): 273-275 (1998).

Gniadkowski, M., Schneider, 1., Palucha, A., Jungwirth, R., Mikiewicz, B.,
Bauernfeind, A., “Cefotaxime-resistant Enterobacteriaceae isolates from a
hospital in Warsaw, Poland: Identification of a new CTX-M-3 cefotaxime-
hydrolyzing [B-lactamase that is closely related to the CTX-M-1/MEN-1
enzyme”, Antimicrob. Agents Chemother., 42 (4): 827-832 (1998).

Bi, S., Qiao, C., Song, D., Tian, Y., Gao, D., Sun, Y., Zhang, H., “Study of
interactions of flavonoids with DNA using acridine orange as a fluorescence
probe 7, Sensors and Actuators B, 119 (1): 199-208 (2006).

Paterson, D. L., “Resistance in Gram-Negative Bacteria: Enterobacteriaceae”,
The American Journal of Medicine, 119 (6): 20-28 (2006).

Chaibi, E. B., Sirot, D., Paul, G., Labia, R., “Inhibitor resistance TEM beta
lactamases: phenotypic, genetic and biochemical characteristics”, J.
Antimicrob. Chemoter., 43: 447-458 (1999).

Giir, D., “GSBL’lerin genel 6zellikleri ve GSBL tipleri: genislemis spektrumlu
beta laktamazlar, yeni ve yeniden giindeme gelen infeksiyonlar”, Koksal 1. (ed)
, Bilimsel Tip Yayinevi, Ankara, 5-12 (2004).

Thomson, K. S., Moland, E. S., “Version 2000: the new beta lactamases of
gram negative bacteria at the dawn of the new millenium”, Microbes and
Infection, 2: 1225-1235 (2000).



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

97

Quinteros, M., Radice, M., Gardella, N., Rodriguez, M. M., Costa, N.,
Korbenfeld, D., Couto, E., Gutkind, G., “Extended-Spectrum B-Lactamases in
Enterobacteriaceae in Buenos Aires, Argentina, Public Hospitals”,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47 (9): 2864-2867 (2003).

Ryoo, N. H., Kim, E.-C., Hong, S. G., Park, Y. J., Lee, K., Bae, K., Song, E.
H., Jeong, S. H., “Dissemination of SHV-12 and CTX-M-type extended-
spectrum b-lactamases among clinical isolates of Escherichia coli and

Klebsiella pneumoniae and emergence of GES-3 in Korea”, Journal of
Antimicrobial Chemotherapy , 56: 698—702 (2005).

Internet: Cift disk sinerji testi, http://www.bloodystudy.nl/home/item.php,
(2007).

Giilay, Z., “ESBL’lerin tan1 yontemleri”, Yeni ve yeniden giindeme gelen
infeksiyonlar Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar, Unal, S., Vahaboglu, H.,
Leblebicioglu, H., Oztiirk, R., Koksal, 1. (eds)., Bilimsel Tip Yayinevi, Ankara,
13-26 (2004).

Sanders, C. C., Barry, A. L., Washington, J. A., Shubert, C., Moland, E. S.,
Tracczewski, M., Knapp, C., Mulder, R., “Detection of extended-Spectrum

Beta-Lactamase- producing Members of the Family Enterobacteriaceae with
the Vitek ESBL Test”, J. Clin. Microbiol., 34 (12): 2997-3001 (1996).

Ari, S., “DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmasi”,
Molekiiler Biyolojide Kullamlan Yontemler, Temizkan, G., Arda, N. (eds.).”,
Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul, 101-107 (2004).

Internet: Polimeraz zincir reaksiyonu http://www.njuliantrubin.  com/
encyclopedia / biochemistry/pcr_files/Per.png (2007).

Berk, L. S., Pappas J., Santa, M. D., Lewis, J., “Evulation of the ligase chain
reaction, Abbot LCX tm prob systemfor prevention containment of DNA
sample contamination”, Clin. Chem., 42 (6): 198-205 (1996) .

Andrews, W. W., Lee, H. H., Roden, W. J., Mott, C. W., “Detection of
genitorunary tract Chlamidya trachomatis infection in pregnant woman by
ligase chain reaction assay”, Obstet. Gynecol., 87: 556-560 (1997).



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

98

Dean, D., Ferrero, D., McCharthy, M., “Comparison of performance and cost-
effectiveness of direct flourescent-antibody, ligase chain reaction, and PCR
assays for verification of chlamydial enzyme imminoassays result for
populations with at a low to modorate prevalance of Chlamidya trachomatis
infection”, J. Clin. Microbiol., 36: 94-99 (1998).

Sambrook, J., Russell, D. W., “Molecular Cloning A Laboratory Manual 3 th
ed.”, Cold Spring Harbor, New York, 12.3— 8.27 (2001).

Bahgeci, Z., “Molekiiler Biyoloji 2. Baski”, Ogrenci Kitabevi Yaynlart,
Kirsehir, 290-293 (2002).

Ensari, N. Y., “Molekiiler Biyoloji 1. Baski”, D. U. Basimevi Miidiirliigii,
Diyarbakir, 122-124 (2002).

Internet: Sanger DNA dizi analizi, http://www.mcb.mcgill.ca/ ~hallett/ GEP/
Lecturel5/Image31.gif (2007).

Internet: Maxam-Gilbert metodu ile oligoniikleotit dizileme, http:// www.nd.
edu/ ~aseriann/maxam.gif (2007).

Durmaz, R., “Molekiiler Epidemiyoloji, Uygulamali Molekiiler Biyoloji 2.
Bask1”, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi, Malatya, Nobel Tip Kitabevi, 130-158
(2001).

Bilgehan, H., “Temel Mikrobiyoloji Bagisiklik Bilimi”, Barig yayinlart, izmir,
170-178 (2002).

Vahaboglu, H., Fuzi, M., Cetin, S., Gundes, S., Ujhelyie, E., Coskunkan, F.,
Tansel, O., “Characterization of Extended-Spectrum b-Lactamase (TEM-52)-
Producing Strains of Salmonella enterica Serovar Typhimurium with Diverse
Resistance Phenotypes”, Journal of Clinical Microbiology, 39 (2): 791-793
(2001).

Stiirenburg, E., Mack, D., “Extended-spectrum b-lactamases: implications for
the clinical microbiology laboratory, therapy and infection control”, Journal of
Infection , 47 (4): 273-295 (2003).

Internet: pBR322 plazmiti, http://www.macvector.net/Images/ Resources/ pbr
322. jpeg (2007).

Internet: Transpozon, http://www.uiduk.ac.kr/ ~kchan/Ollecture/ 013 biology
/13 week/dnatech01/1201transposon.JPG (2007).



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

99

Jacoby, G. A., “Genetics of extended—spectrum beta lactamases”, Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis., 13 (1): 2-11 (1994).

Jacoby, G. A., Sutton, L., “Properties of Plasmids responsible for production of
extended-spectrum beta-lactamases”, Antimicrob. Agents. Chemother., 35 (1):
164-169 (1991).

Philippon, A., Arlet, G., Lagrange, P. H., “Origin and impact of plasmid-
mediated extended-spectrum beta-lactamases”, Eur. J. Clin. Microbiol. Infect.
Dis., 13 (1): 17-29 (1994).

Sabolova, D., Kozurkova, M., Kristian, P., Danihel, 1., Podhradsky, D., Imrich,
J., “Determination of the binding affinities of plasmid DNA using fluorescent

intercalators possessing an acridine skeleton”, International Journal of
Biological Macromolecules, 38 (2): 94-98 (20006).

Sharma, V. K., Sahare, P. D., Rastogi, R. C., Ghoshal, S. K., Mohan, D.,
“Excited state characteristics of acridine dyes: acriflavine and acridine orange”,
Spectrochimica Acta Part A, 59 (8): 1799-1804 (2003).

Akman, M., “Bakteri Genetigi”, Cumhuriyet iiniversitesi Tip fakiiltesi yayini
2. Basku, Sivas, 145-529 (1983).

Lauretti, F., Melo, L. D., Benati, F. J., Volotao, E. M., Santos, N., Linhares, R.
E. C., Nozawa, C., “Use of acridine orange staining for the detection of

rotavirus RNA in polyacrylamide gels”, Journal of Virological Methods, 114
(1): 29-35(2003).

Arshad, R., Farooq, S., Igbal, N., Ali, S. S., “Mutagenic effect of acridine
orange on the expression of penicilin G acylase and B-lactamases in Escherichia

coli”’, The society for Applied Microbiology Letters in Applied Microbiology,
42 (2): 94-101 (20006).

Frenster, J. H., “Electron Microscopic Localization of Acridine Orange Binding
to DNA within Human Leukemic Bone Marrow Cells”, Cancer Research, 31:
1128-1133 (1971).

Luchowski, R., Krawczyk, S., “Stark effect spectroscopy of exciton states in the
dimer of acridine orange”, Chemical Physics, 293 (1): 155-166 (2003).

Gtlinalp, A., Yilmaz, A. Y., Pinar, A.,“T1bbi mikrobiyoloji laboratuvar egitimi
kitab1”, Hacettepe Universitesi Hastanesi Basimevi, Ankara, 90-98 (2003).

Logan, N. A., Berkeley, R. C. W., “Identification of Bacillus strains using the
API system”, Journal of General Microbiology, 130 (7): 1871-1882 (1984).



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

100

Altindis, M., Figici, S. E., Cetinkol, Y., Diilgenbaki, S.,“Povidon-Iyot
Klorheksidin Glukonat, Gluteraldehit ve Oktenidin Hidrokloridin Nozokomiyal
Acinetobacter baumannii suslarma etkinligi”, Ankem derg., 18 (2): 97-100
(2004).

Jarlier, V., Nicolas, M. H., Fournier, G., Philippon, A., “Extended broad-
spectrum beta lactamases conferring transferable resistance to newer beta

lactam agents in Enterobacteriaceae: hospital prevalance and susceptibility
patterns”, Rev. Infect. Dis., 10 (4): 867-878 (1989).

Philippon, A., Labia, R., Jacoby, G., “Extended-spectrum beta-lactamases”,
Antimicrob. Agent Chemother., 33 (8): 1131-1136 (1989).

Maniatis, T., Fristsh, E. F., Sambrook, J., “In Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor, New Y ork, 1-25 (1989).

Elder, J. K., Southern, E. M., “Measurement of DNA length by gel
electrophoresis (II): comprasion of methods for plating mobility of fragment
length”, Analytica Biochemistry, 170: 38-44 (1983).

Ceron, J., Ortiz, A., Quintero, R., Giiereca, L., Bravo, A., “Specific PCR
Primers Directed To Identify cryl and crylll Genes within a Bacillus

thuringiensis Strain Collection”, Applied and Environmental Microbiology, 61
(11): 38263831 (1995).

Kimura, S., Ishii, Y., Tateda, K., Yamaguchi, K., “Predictive analysis of
ceftazidime hydrolysis in CTX-M-type B-lactamase family members with a
mutational substitution at position 1677, International Journal of
Antimicrobial Agents, 29 (3): 326-331 (2007).

Timko, J., “Changes of antimicrobial resistance and extended-spectrum [-
lactamase production in Klebsiella spp. strains”, J. Infect Chemother, 10 (4):
212-215 (2004).

Delton, M., “Enterobacteriaceae”, International Journal of Antimicrobial
Agents, 29 (3): 9-22 (2007).

Romero, L., Lopez, L., Rodriguez-Bano, J., Hernandez, J. R., Martinez-
Martinez, L., Pascual, A., “Long-term study of the frequency of Escherichia
coli and Klebsiella pneumoniae isolates producing extended-spectrum b-
lactamases”, Clin Microbiol Infect, 11 (8): 625-631 (2005).

Jeong, S. H., Bae, I. K., Kwon, S. B., Lee, J. H., Jung, H. 1., Song, J. S., Jeong,
B. C,, Kim, S.-J., Lee, S. H., “Investigation of extended-spectrum b-lactamases

produced by clinical isolates of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli in
Korea”, Letters in Applied Microbiology, 39 (1): 41-47 (2004).



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

101

Paterson, D. L., Rossi, F., Baquero, F., Hsueh, P.-R., Woods, G. L.,
Satishchandran, V., Snyder, T. A., Harvey, C. M., Teppler, H., DiNubile M. J.,
Chow J. W., “In vitro susceptibilities of aerobic and facultative Gram-negative
bacilli isolated from patients with intra-abdominal infections worldwide: the
2003 Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends (SMART)”,
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 55 (6): 965-973 (2005).

Sinha, M., Srinivasa, H., Macaden, R., “Antibiotic resistance profile & extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) production in Acinetobacter species”, Indian
J. Med. Res., 126: 63-67 (2007).

Biiliig, M., Giirol, Y., Bal, C., “Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz Oranlari:
2000-2002”, Tiirk Mikrobiyol. Cem. Derg., 33: 31-34 (2003).

Erben, N., Kiremit¢i, A., Ozgiines, 1., “Klinik Orneklerden izole Edilen
Acinetobacter  Tirlerinde  Genislemis Spektrumlu  Beta-Laktamaz ve
Indiiklenebilir Beta-Laktamaz  Sikligmin ve Antimikrobiyal Duyarliligin
Degerlendirilmesi”, Osmangazi Tip Dergisi, 28 (3): 135-146 (20006).

Yetkin, G., Caliskan, A., Ozen, M., “Genislemis spektrumlu beta laktamaz
iireten Klebsiella suslarinin siklig1”, Tiirk Mikrobiyol. Cem. Derg., 37 (2) :128-
130 (2007).

Gilay, Z., Bigmen, M. K., Yulug, N.,“Genislemis spektrumlu beta laktamaz
varhiginin saptanmasinda kullanilan ¢esitli yontemlerin degerlendirilmesi”,
Ankem Derg., 12 (4): 514-521 (1998).

Jarlier, V., Nicolas, M. H., Fournier, G., Philippon A., “Extended broad-
spectrum beta lactamases conferring transferable resistance to newer beta

lactam agents in Enterobacteraceae: hospital prevalance and susceptibility
patterns”, Rev. Infect. Dis., 10 (4): 867-878 (1989).

Sirot, S., “Detection of extended spectrum plasmid mediated beta lactamases by
disk diffusion”, Clin. Microbial. Infect., 2 (1): 35-42 (1996).

Thomson, K. S., Sanders C. C., “Detection of extended-spectrum beta
lactamases in members of the family Enterobacteraceae: Comparison of the
double-disk and three-dimensional tests”, Antimicrob. Agent Chemother., 36
(9): 1877-1882 (1992).

Ho, P. L., Tsang N. C., Que T. L., Ho, M., Yuen, K. Y., “Comparison of
screening methods for detection of extended spectrum beta lactamases and their

prevalance among Escherichia coli and Klebsiella species in hong Kong”,
APMIS, 108: 237-240 (2000).



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

102

Fincanci, M., Ulutiirk, R., Eren, G., Konuksal, C., Soysal, F., Sander, S.,
Boztas, Z., “Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve Escherichia coli
kokenlerinde genislemis spektrumlu beta laktamazlarin arastirilmasinda
kullanilan gesitli yontemlerin karsilastirilmasi”, Infeksiyon Dergisi, 17 (1): 55-
60 (2003).

Essack, S. Y., Hall, L. M. C,, Pillay, D. G., Mcfadyen, M. L., Livermore, D. M,
“Complexity and Diversity of Klebsiella pneumoniae Strains with Extended-

Spectrum [-Lactamases Isolated in 1994 and 1996 at a Teaching Hospital in
Durban, South Africa”, Antimicrob. Agent Chemother., 45 (1): 88-95 (2001).

Velasco, C., Romeroa, L., Martinez, J. M. R, Rodriguez-Bano, J., Pascual, A.,
“Analysis of plasmids encoding extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs)

from Escherichia coli isolated from non-hospitalised patients in Sevile”,
International Journal of Antimicrobial Agents, 29: 89-92 (2007).

Damjanova, 1., Toth, A., Paszti, J., Jakab, M., Milch, H., Bauernfeind, A., Fuzi,
M., “Epidemiology of SHV-type beta-lactamase-producing Klebsiella spp. from
outbreaks in five geographically distant Hungarian neonatal intensive care units:

widespread dissemination of epidemic R-plasmids”, International Journal of
Antimicrobial Agents, 29 (6): 665—-671 (2007).

Barker, G. R., Hardman, N., “The effects of acridine orange on deoxyribo
nucleic acid in Escheichia coli”’, Biochem. J., 171: 567-573 (1978).

Matar, G. M., Khodor, S. A., El-Zaatari, M., Uwaydah, M., “Prevalance of
genes encoding extended-spectrum beta lacamases in Escherichia coli

resistance to beta lactam and non-beta lactam antibiotics”, Annals of Tropical
Medicine & Parasitology, 99 (4): 413-417 (2005).

Naas, T., Bogaerts, P., Bauraing, C., Degheldre, Y., Glupczynski, Y.,
Nordmann, P., “Emergence of PER and VEB extended-spectrum beta-
lactamases in Acinetobacter baumannii in Belgium”, J. Antimicrob.
Chemother., 58: 178—-182 (20006).

Poirel, L., Karim, A., Mercat, A., Le Thomas, I., Vahaboglu, H., Richard, C.,
Nordmann, P., “Extended-spectrum beta-lactamase-producing strain of

Acinetobacter baumannii isolates from a patient in France”, J. Antimicrob.
Chemother., 43 (1): 157-158 (1999).

Vahaboglu, H., Oztiirk, R., Aygiin, G., Coskunkan, F., Yaman, A., Kaygusuz,
A., Leblebicioglu, H., Balik, I., Aydin, K., Oktun, M., “Widespread detection of
PER-1-type  extended-spectrum  beta-lactamase = among  nosocomial
Acinetobacter and Pseudomonas aeruginosa isolates in Turkey: a nationwide
multicenter study”, Antimicrob. Agents Chemother., 41 (10): 2265-2269
(1997).



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

103

Jeong, S. H., Bae, I. K., Kwon, S. B., Lee, K., Yong, D., Woo, G.J., Lee, J. H.,
Jung, H. I, Jang, S. J., Sung, K. H., Lee, S. H., “Investigation of a nosocomial
outbreak of Acinetobacter baumannii producing PER-1 extended-spectrum
beta- lactamase in an intensive care unit”, Journal of Hospital Infection, 59

(3): 242-248 (2005).

Carbonne, A., Naas, T., Blanckaert, K., Couzigou, C., Cattoen, C., Chagnon, J.-
L., Nordmann, P., Astagneau, P., “Investigation of a nosocomial outbreak of
extended-spectrum beta -lactamase in a hospital setting”, J. Hosp. Infect., 60
(1): 14-18 (2005) .

Pasteran, F., Rapoport, M., Petroni, A., Faccone, D., Corso, A., Galas, M.,
“Emergence of PER-2 and VEB-1 a in Acinetobacter baumannii strains in the
Americas.”, Antimicrob. Agents Chemother., 50 (9): 32223224 (2006).

Poirel, L., Menuteau, O., Agoli, N., Cattoen, C., Nordmann, P., “Outbreak of
extended-spectrum beta-lactamase VEB-1-producing isolates of Acinetobacter
baumannii in a French hospital”, J. Clin. Microbiol., 41 (8): 3542— 3547
(2003).

Huang, Z. M., Mao, P. H., Chen, Y., Wu, L., Wu,, J., “Study on the molecular
epidemiology of SHV type beta-lactamase-encoding genes of multiple- drug-
resistant Acinetobacter baumannii’, Zhonghua Liu Xing Bing Xue Za Zhi, 25
(5): 425427 (2004).

Celenza, G., Pellegrini, C., Caccamo, M., Segatore, B., Amicosante, G., Perili,
M., “Spread of blaCTX-M-type and blaPER-2 beta-lactamase genes in clinical
isolates from Bolivian hospitals”, J. Antimicrob. Chemother., 57 (5) : 975-978
(2006).

Nagano, N., Nagano, Y., Cordevant, C., Shibata, N., Arakawa, Y., “Nosocomial
transmission of CTX-M-2 beta-lactamase-producing Acinetobacter baumannii
in a neurosurgery ward”, J. Clin. Microbiol., 42 (9) : 3978-3984 (2004).

Grover, S., Sharma, M., Chattopadhya, D., Kapoor, H., Pasha, S., Singh, G.,
“Phenotypic and genotypic detection of ESBL mediated cephalosporin
resistance in Klebsiella pneumoniae: Emergence of high resistance against

cefepime, the fourth generation cephalosporin”, Journal of Infection, 53 (4):
279-288 (2006).



104

114. Steward, C. D., Rasheed, J. K., Susannah, K. U., Biddle, J. W., Raney, P. M.,
Anderson, G. J., Williams, P. P., Brittain, K. L., Oliver, A., Mcgowan, J. E.,
Tenover, J. R., Tenover, F. C., “Characterization of clinical isolates of
Klebsiella pneumoniae from 19 laboratories using the National Committee for
Clinical Laboratory Standards extended spectrum beta-lactamases detection
methods”, J. Clin. Microbiol., 39 (8): 2864-2872 (2001).



Kisisel Bilgiler
Soyadi, ad1

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

e-mail

Egitim

Derece
Lisans

Lise

Is Deneyimi

Yil
20062007

Yabanci Dil

Ingilizce

Hobiler

105

OZGECMIS

: BALI, Elif Burcu

: T.C.

: 28.06.1983 Ankara
: Bekar

:0(312) 4828144

: e.burcubali@gmail.com

Egitim Birimi Mezuniyet
Gazi Universitesi /Biyoloji Béliimii 2005
Ayranci Stiiper Lisesi 2001
Yer Gorev
Gazi Universitesi Sozlesmeli Arastirma Gorevlisi

Seyahat etmek, miizik dinlemek, kitap okumak, fotograf ¢ekmek



