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OZET

RIZE ILI’NDEKI CESITLI HASTANELERDEN IZOLE EDIiLEN Klebsiella pneumoniae
SUSLARINDA ANTIBiYOTIK DIRENC PROFILERININ BELIRLENMESI VE BETA-
LAKTAMAZ GENLERININ ARASTIRILMASI

Dilek OZTURKOGLU

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiksek Lisans Tezi
Damsmani: Yrd. Doc. Dr. Fatih S. BERIS

Bu ¢aligma Rize Devlet Hastanesi ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma
Hstanesi’ndeki hastalardan alinan 6rneklerin beta-laktamaz varligini arastirmak amaciyla E testi
yontemiyle belirlenmistir. Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
ve Rize Devlet Hastanesi 2011-2013 yillar1 arasinda 121 hastaya ait 121 Ornekte hastane
enfeksiyonu kokenli Klebsiella pneumoniae izole edilmistir. Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolimi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na
gonderilen 6rnekler PZR yodntemi ile beta-laktamaz genleri tespit edildi. Klonlama sonucu elde
edilen plazmitler DNA dizi analizi i¢in Macrogen’e gonderildi ve sekans sonuglari
degerlendirildi. Rize’deki hastanelerden izole edilen 121 6rneklerden bir kisminda meropenem
ve imipenem antibiyotiklerine duyarlilik gosterirken ampisiline yiiksek oranda direnglilik
gosterdigi saptandi. Yapilan PZR c¢alismalart sonunda bla,yp, blaoxass, blaoxass, blapera,
blages, blayiv, blaves, blanpms direng genleri tespit edilemezken 42 susta blagyy, 19 susta

blaTEM, 9 susta blaCTx_Ml, 2 susta blaCTx_Mz, 25 susta blaox/.\_zg ve 10 susta bIaOXA_51 saptanmistir.

2015, 52 sayfa

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniaea, beta-laktamaz, PZR, Rize



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILES AND BETA
LACTAMASE GENES OF Klebsiella pneumoniae STRAINS ISOLATED FROM RIZE
HOSPITAL

Dilek OZTURKOGLU

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fatih S. BERIS

In this study, we aimed to investigate of antibiotic resistance profiles and beta-lactamase genes
of Klebsiella strains collected from Rize State Hospital and Recep Tayyip Erdogan Education
and Research Hospital. 121 Klebsiella pneumoniae strains were isolated from 121 patients in
these hospitals from 2011 to 2013. After DNA isolation from the samples, beta-lactamase genes
were detected by PCR in our laboratuary. The PCR products were cloned in pGEM-T and the
recombinant plasmids were sequenced by Macrogen Inc. As a results of antibiogram studies, we
showed that the samples were resistant to ampicilline, but sensitive to meropenem and
imipenem. We detected blasyy, blarem, blactx.mi, blactx-mz, blaoxa2s and blagxas; in 42, 19, 9,
2, 25 and 10 respectively blajp, blaoxa4s, blaoxass, blaper2, blaces, blaym, blaves, and

blaypm.1 Were not detected.
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Antibiyotik kelimesi Yunanca anti (karsi) ve bios (yasam) sOzcuklerin bir araya
gelmesiyle tiliretilmistir. Birlestirilmis haline bakildiginda ise antibiosis s6zciigi,
sOzluklerde “mikroorganizmalar arasindaki karsitlik” olarak tanimlanmistir. Antibiyotik
sOzcugii, birkag farkli sekilde tamimlanmaktadir. Bir diger tanima gére “Bitkilerde ve
kif mantarlarinda bulunan bakteri ve diger mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eden
maddelerin ortak adidir” (Tiirkoglu, 2008).

Antibiyotikler ilk kullaniimaya baslandigindan bugiine kadar, yaygin bir bicimde
kullanimlar1 sonucu, direngli bakteriler meydana gelmis ve tim Diinya’da hizla
yayilmistir. Bazi antibiyotik kullanilmas: bugiinlerde direng boyutuna gelmesine

ragmen tehlike boyutu gozlenmemektedir.

Antibiyotiklerin enzim yoluyla inaktive edilmesi bakterilerin kendilerini
korumada en sik kullandiklar1 mekanizmalardan biridir. Verilebilecek en iyi 6rnek ise
beta-laktam grubu antibiyotikleri hidroliz eden beta-laktamaz enzimleridir. Gram-
negatif basillerde bulunan beta-laktamazlar 1960’larda yar1 sentetik penisilinler ve

sefalosporinlerin kullanilmaya baslanmasi ile 6nem kazanmaya baslamistir.

1980 yillarinda yaygin olarak kullanilan Oksiimino-sefalosporinlerin  Gram-
negatif bakteriler infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baslanmasinin ardindan yeni
beta-laktamazlar ortaya ¢ikmistir. Ilki Almanya’da bir Klebsiella ozaenae kokeninden
gelen SHV-2 enzimidir. Etki spektrumlarmin artmasindan dolayt bu enzimler

genislemis spektrumlu beta-laktamazlar olarak isimlendirilmiglerdir.

Calismamizda, Rize ilindeki hastalardan izole edilen Klebsiella pneumoniae
suglarinin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi ve bu ildeki beta-laktamaz

genlerinin ¢esitlerinin ve sikliginin arastirilmasi amaglanmastir.



1.2. Klebsiella Turlerinin Morfolojileri ve Kiltur Ozellikleri

Klebsiella tirt bakteriler Enterobacteriacea tyelerinin genel 6zelliklerini gosterir.
Fakat Enterobacteriacea iiyelerinden farkli olarak hareketsiz 6zellik gosteren bazen
ikiser ikiser, bazen kisa zincirler olusturan 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um boyutlarinda gram
negatif, sporsuz, genellikle kapsullu basillerdir. Adimi XIX. yiizyilin sonlarinda yasamis
Alman mikrobiyologu Edwin Klebs’den almistir. Yaptig1 arastirmalarin sonunda
Klebsiella pneumoniae’nin yaptigi agir 6ldiiriicii pnédmoni Carl Friedlander tarafindan
tanimlanmasindan dolay1 Klebsiella pneumoinae yillarca “Friedlander basili” olarak
adlandirilmigtir (Kirag, 2011).

Klebsiella cinsinde yer alan butln turlerin kolonilerinde mukoid yapiya sahip bir
kapsiil bulunmaktadir. Bu cins igerisinde yer alan Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella
oxytoca tiirleri hastane kaynakli lober pndomoniye sebep olan ve en sik izole edilen

tarlerdir (Leblebicioglu, Usluer ve Ulusoy, 2003).

Bugune kadar Klebsiella turlerinde 82 farkli kapsul antijeni bulunmustur. Bu
bakterilerde belirli bolgelerdeki enfeksiyon etkeni ile bazi kapsiil tipleri arasinda iliski
olabilecegi simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Klebsiella cinsi, Uriner
sistem, alt solunum yolu, safrakesesi, cerrahi kesi yerinde enfeksiyona neden olmaktadir
(Urkmez, 2009).

1.2.1. Klebsiella Tiirlerinin Antijen Yapilar ve Patojenite Faktorleri

Klebsiella tirlerinin polisakkarit yapisinda O ve K antijenleri yer almaktadir.
Gunumuzde K antijenine bagh tiplendirme O antijen tiplendirmelerine gore daha fazla
uygulanmaktadir. Bunun nedeni K antijeni ile tiplendirmenin daha kolay olmasi, K
antijenlerinin sayisinin O antijenleri sayisindan fazla olmasidir. Klebsiella cinsi

bakterilerin serolojik tiplendirmeleri uzman laboratuarlarda yapilmaktadir.

A. Kapsuler Antijenler: Klebsiella tirlerinde bakteri hiicresini fagositozdan koruyan

temel faktor polisakkarit yapisindaki kapsiil virilansidir (Golabi, 2011).



B. Fimbria: Fimbrialar bakterilerde yapismadan sorumlu yapilardir. Bu yapilar gram
negatif bakterilerde ¢ok sik bulunurken Gram-pozitiflerin bazilarinda bulunmaktadir.
Oksijen, sicaklik, pH gibi ortam kosullar1 ¢ok kirilgan yapida olan fimbrialarin
olusumunu etkilemektedir (Bullg, Gurol ve Bal, 2003).

C. Serum Direnci ve Lipopolisakkarit: Serum direnci Gram negatif bakterilerde
onemli virulans faktorlerinden biridir. Serum direncinden TraT lipoproteini, kapsuler

polisakkarit (CPS) ve O antijenleri (lipopolisakkaritler) sorumludur (Demir, 2006).

D. Sideroforlar: Demir intraselluler olarak hemoglobulin, hemosiderin ferritin,
myoglobulin ve ekstraseliller olarak transferin gibi proteinlere bagli olarak
bulunmaktadir. Bakterinin remesi icin redoks tepkimelerinde katalizér olarak gorev
yapan demir, siderofor ad1 verilen diisiik molekiil agirlikli, yliksek duyarlikli selatlar ile
hiicreye alinir (Guler, 2007).

1.2.2. Klebsiella Turlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella tiirleri 1s1ya dayaniksiz olugundan 55°C’de yarim saatte Ollr. Bunun
yanisira kuruluga direnclilik gostererek organik madde oldugundan igerisinde uzun sire
kuru ortamda canliligini siirdiirebilirler. Ayrica oda sicakliginda haftalarca, +4°C’de ise

aylarca canliligini koruyabilme 6zelligine sahiptir.

Bu bakteriler 6zellikle insanlarin gastrointestinal sisteminde, vertebratlar, kuslar,
siiriingenler ve hatta boceklerin normal florasinda bulunmaktadir (Urkmez, 2009).
Klebsiella cinsi bakteriler hareketsiz olup, H,S Uretmeyerek ornitin dekarboksilaz
negatif, lizin dekarboksilaz pozitif ozelligi ile Enterobakter grubundaki diger
bakterilerden ayrilmaktadir. Bu tiirler diger bagirsak bakterileri gibi 37°C’de ve pH 7’°de
optimum Urerler (Agca, 2011).

Klebsiella cinsi bakterileri aerob ve fakiltatif anaerob o6zelligindedir. Sivi
besiyerlerinde Urerken ortama ¢ok sayida kapsiil maddesi salarlar ve ortamda homojen

bir bulaniklik ile dipte muk6z bir ¢okelti olusturur. Kat1 besiyerlerinde ise koloniler



seklinde, tipik mukoid nitelikte, biiylik, sarimtirak gri renkte koloniler olusur. Ortam

kosullar1 uygun olmadiginda ise S ve R kolonilerine doniigebilirler (Iraz, 2009).

Tablo 1. Klebsiella Tiirlerinin Onemli Biyokimyasal Reaksiyonlar1 (Kirag, 2011)

K. pneumoniae

Metil kirmizi -

Indol i
Voges- Proskauer +
44,5°C’de laktozdan gaz +
+10°C’de Greme -
Laktoz +
Malonat +
Ureaz +
Lizin dekarboksilaz +

Arginin dihidrolaz -
H,S -
Sitrat -

1.2.3. Klebsiella Tirlerinin Klinik Onemi

K. pneumoniae tlrleri genellikle diisiikk immiin sistemli kisilerde yogun balgam
Ureterek akcigerlerde kalici hasarlara sebep olabilmektedirler. Bu hasarlar genellikle
direnci zayif orta yashi veya yash bireylerde daha sik goriilmektedir. Klebsiella
pneumoniae’ler  bazi  hastalarda ciddi  enfeksiyonlara sebep  olmaktadir.
Diyabet, alkolizm, kanser, karaciger hastaligi, KOAH ve kronik bobrek yetmezligi olan
hastalarda enfeksiyonun bulasma orani daha ylksektir. Bu bakteri tlrleri hastanede
yatan bir hastadan diger hastaya rahatlikla gecgebilmektedir. Kontamine esyalarin

kullanim1 enfeksiyonlarin bulasma riskini artirmaktadir.

Toplumda yatan hasta disinda Klebsiella bakterisinin neden oldugu enfeksiyon
pnémoni ve en ¢ok rastlanti sekilleri ise bronkopndmoni ve bronsittir. Bu
hastalar, akciger absesi, ampiyemi, kavitasyon ve iiral adhezyon gelismesine

elveriglilerdir. Klebsiella bakterisi Griner sistemde, safra kanalinda ve cerrahi girisim
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yapilan yerde enfeksiyona neden olabilir. Klinik hastalik araliklarinda, tromboflebit,
idrar yolu enfeksiyonu (IYE), kolesistit, ishal, iist solunum yolu enfeksiyonu, yara
enfeksiyonu, osteomiyelit, menenjit, bakteriyemi ve septemi yer almaktadir. Ozellikle
yogun bakim birimlerinde goriilme sikligi daha fazladir. Antibiyotik kullanim da
nazokomiyal enfeksiyonlar1 arttigindan bakterinin kana bulasmasi sepsis veya septik
soku meydana getirir (URL-4, 2015).

1.2.4. Klebsiella pneumoniae’nin Yaptig1 Hastalhiklar

Klebsiella turlerinden kaynaklanan kavite ve kanli balgamlar olugsmasina sebep
olurken bu bakteriler yara, yuamusak doku ve idrar yolu enfeksiyonuna da sebep olurlar
(Murray, Rosenthal and Pfaller, 2010).

Saglikl1 bireylere bakildiginda solunum yolunda ve diskida %5-10 oraninda K.
pneumoniae mevcuttur. K. pneumoniae enfeksiyonlar firsatg1 enfeksiyonlardir ve Griner
yol, yara enfeksiyonlarina sebep olurlar. Klebsiella tirleri arasinda K. pneumoniae

yuksek oranda hastane enfeksiyonlarina yol agar (Golabi, 2011).

1.3. Antibiyotiklerin Tanim ve Tarihcesi

Antibiyotik kelimesi Yunanca anti (kars1) ve bios (yasam) sozciiklerin bir araya
gelmesiyle tliretilmistir. Birlestirilmis haline bakildiginda antibiosis soézcligl ise,
sozliiklerde“Mikroorganizmalar arasindaki karsitlik” olarak tanimlanmistir (Tiirkoglu,
2008). Antibiyotik sozcligii, birkag farkli sekilde tanimlanmaktadir. Bir diger tanima
gore “Bitkilerde ve kiif mantarlarinda bulunan bakteri ve diger mikroorganizmalarin

gelisimini inhibe eden maddelerin ortak adidir”.

Mikrobiyolojinin zirve yaptigi XIX. ylzyilin 1l. yarisinda, mikroorganizmalardan
yararlanilabilecegini ilk olarak diisiinen Pasteur ve Joubert olmustur. Steril idrarda
ureyebilen basillerin kontamine olmus idrarda Greyemediklerini ve oldiklerini
gozlemislerdir. Pasteur ve Joubert’in, kontamine olmus idrara karistirilan basillerin
deney hayvanlarinda hastalik meydana getirmedigini tespit etmislerdir. Bu uygulamalar,

enfeksiyonlarin antibiyotiklerle kontroliine iliskin ilk denemeler olmustur.
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1.3.1. Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotiklerin ilk kullanmaya baslandigindan bugiine kadar, yaygin bir bi¢im de
kullanimlar1 sonucu, direngli bakteriler meydana gelmis ve tim Diinya’da hizla
yayilmistir. Bazi antibiyotik ilaglarin kullanilmasi bugiinlerde direng boyutuna
gelmesine ragmen tehlike boyutu gozlenmemektedir. Antibiyotik ilaglara karsi direng
kazanan bakterilerin bir¢ok farkli yolla kullanabilir ve ayn1 bakteriler de bir ilaca karsi
farkli diren¢ mekanizmalar1 gelisebilir. Sik kullanilan antibiyotik ilaclara karsi
bakterilerin  gelistirdigi  diren¢ mekanizmalar1 Tablo 2’de  g0sterilmektedir
(Leblebicioglu, Usluer ve Ulusoy, 2003).

1.3.2. Beta-Laktam Antibiyotiklere Direng

Beta-laktamlar direng gelisimi sirasinda membranin gegirgenligini azaltmasina

sebep olan penisilin baglayan proteinler sayesinde bu degisiklik meydana gelmektedir.

Beta-laktam molekulleri gram-negatif bakterilerde, dis membrani “outer
membrane protein (Opr)” adi verilen, porin proteinlerden olusan porlar sayesinde
gerceklesmektedir. Bu porinlerin sayist ve Ozellikleri (yiik, ¢oziintirliik, biiyiiklik) ve
antibiyotigin Ozellikleri, ilacin hiicre giris hizina baghdir. Basta permeabilitenin
azalmasma bagli olan direng, ilk dnce enzimatik direng ile birlikte énemli duzeyde

dirence sebep olur.

Beta-laktam antibiyotikler penisilini baglayan proteinlerin (PBP) hicrede
hedefleri olan enzimlerdir. Bu PBP’leri kodlayan genler pndmokoklarda “mozaik gen”
olarak adlandirilir. Bu nedenle genlerde bulunan konak hiicre DNA segmentlerinin
arasinda, biylk ihtimalle direngli baska bir konaktan alinan DNA segmentleri
yeralmaktadir (Tiirkoglu, 2008).
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PBP’ler ile olusan 6rnegin, metisilindir. Metisiline diren¢, kromozomda bulunan

mecA geni tarafindan beta-laktam antibiyotiklerinden etkilenmeyen yeni bir PBP

(PBP2a) sentezlenmesine baglidir.



1.3.3. Aminoglikozid Antibiyotiklere Direng Mekanizmalari

Aminoglikozid antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar ii¢ sekilde gerceklesmektetir.
1) Aminoglikozidleri degistiren enzimler
2) Ribozomlardaki degisiklikler

3) ilacin hiicre icine alinmasinin engellenmesidir.

Aminoglikozidlere diren¢ en fazla aeorobik bakterilerde plazmid veya
kromozomda bulunan genlerce kodlanan degistirici enzimlerle saglanmaktadir. Bu
antibiyotiklere karsi gelisen ribozomal direng, aminoglikozid antibiyotiklerin bakteri
hiicresindeki hedefleri olan ribozomlarda olusan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir

(Kalkan, 2008).

1.3.4. Kloramfenikol Direnci

Kloramfenikole diren¢ Oncelikle, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde
kloramfenikol asetiltransferaz (CAT) olarak bilinen enzime baghdir. Plazmid veya
kromozom kontroliindeki bu enzim sentezlenebilir ve ilact asetile eder. Kloramfenikol
asetile olduktan sonra ribozomlardaki baglanma bolgesi olan 50S alt birimine

baglanamaz (Mansur, 2010).

1.3.5. Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin B (MLSB) Antibiyotilerine Direng

Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin B (MLSB) antibiyotilerine direng g
sekilde olmaktadir.
1) Hedef baglanma bdlgesinde degisiklik
2) ilacin degistirilmesi, transportta degisiklik

3) Gegirgenligin azalmasidir.

Meydana gelen degisiklikler igerisinde eger hedef baglanmasi gergeklestiyse en
onemli direng mekanizmasi ribozomlara baglanmanin engellenmesidir. Hedefe
baglanan bolgedeki degisikliklere bagli olarak direncten farkli olarak MLSB

antibiyotiklerinin enzimatik faaliyetinin degistirilmesi, 6zgil bir olaydir. Makrolidleri
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degistiren enzimler Enterobacteriaceae ve Lactobacillus cinslerinde saptanmistir
(Bultg, Gurol, ve Bal, 2003).

1.3.6. Glikopeptid Antibiyotiklere Direng

Glikopeptid antibiyotikler, Gram pozitif bakterilerde hiicre duvar1 yapimi
sirasinda ¢apraz baglanma reaksiyonunun engellenmektedir. Ayrica peptidoglikan

tabakanin terminal bolgesinde bulunan D-alanine baglanmaktadir (Mansur, 2010).

1.3.7. Tetrasiklin Direnci

[lacin disar1 pompalanmasi igin tetrasikline direngte enzimatik degisim ve
ribozomun sitosolik proteinlerle korunmasi gibi mekanizmalarinda rol oynayabilmesine
karsi en Onemli diren¢ mekanizmasidir. Tetrasiklin diren¢ determinanti tarafindan
uretilen 6zgul bir membran proteinine baglanan plazmid, kromozom veya siklikla

transpozonlarda bulunur (Cibik, 2004).

1.3.8. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Direng

Kinolon grubu antibiyotiklere direng; DNA-giraz enziminde degisiklik ve ilacin

hiicreye girisini azaltan mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir.

Bakterilerdeki hedef kinolonlarin DNA replikasyonu igin gerekli olan iki tip
topoizomeraza sahiptir. Bunlar DNA-giraz ve topoizomeraz IV’tlr. Kinolonlar bu
topoizomerazlar ile etkilesim sonucu DNA sentezini inhibe ederler (Leblebicioglu,
Usluer ve Ulusoy, 2003).



1.4. Beta-laktam Antibiyotikler

Antibiyotiklerin enzim yoluyla inaktive edilmesi bakterilerin kendilerini
korumada en sik kullandiklart mekanizmalardan biridir. Verilebilecek en iyi ¢rnek ise
beta-laktam grubu antibiyotikleri hidroliz eden beta-laktamaz enzimleridir. Gram
negatif basillerde bulunan beta-laktamazlar 1960’larda yar1 sentetik penisilinler ve
sefalosporinlerin kullanilmaya baslanmasi ile onem kazanmaya baslamistir. Ayni
donemde yeni beta-laktam antibiyotigin kullanima girmesiyle bu enzimlerin
siiflandirilmas: gerekli goriilmiis ve bir¢cok smiflandirma semas: Onerilmistir. Bu
enzimler ilk olarak penisilinazlar ve sefalosporinazlar olarak ikiye ayrilmis, daha sonra
da plazmid aracili veya kromozomal olarak siniflandirilmiglardir. Enzim kinetigi ve
izoelektrik noktalama calismalarindan elde edilen bilgiler 1s18inda tekrar diizenlemeler

yapilmistir (Kursun, 2008).

1.4.1. Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta-laktam gruplar1 bakterinin hiicre duvari sentezinin segici inhibitorleridir. Bu
sebepten dolay1 Ureme evresindeki bakteriye karsi aktiftir. Aktifligi ile beraber
peptidoglikan sentezinde gorevli transpeptidaz ve karboksipeptidazlar: yok eder, hiicre
duvar sentezini durdurarak engellerler. Ik adimda ilacin etkisi ilacin hiicre
reseptorlerine (penisilin baglayici protein; PBP) baglanmasidir. Farkli reseptorlerin ilaca
farkl1 afinitesi ve etkisi vardir. 1970 yilinda Beta-laktamazlarin siniflandiriimast ilk kez
Jack ve Richmond tarafindan giindeme getirilmistir. Richmond ve Sykes tarafindan
1973 yilida ilk smiflamayapilmistir. 1989 yilinda Bush tarafindan, siniflandirmadaki
eksiklikler tamamlanmis ve 1995°te giincellenmistir. Molekiiler siniflandirmada A, C ve
D smift enzimlerin aktif bolgelerinde serin bulunurken, B sinifi enzimler aktiviteleri

i¢in ¢inko iyonlarina gereksinim duyarlar (Orak, 2005).
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Beta-laktam antibiyotikler baslica 5 grupta toplanabilir:

A. Penisilinler

B. Sefalosporinler
C. Monobaktamlar
D. Karbapenemler

E. Betalaktamaz inhibitorler (klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam)’ dir.

Tablo 3. Beta-laktamaz grupler1 ve genel 6zellikleri

Beta-laktamaz Molekdler grup Tercih edilen Klavulanik asit ile
(Bush grubu) (Ambler) substrat inhibisyon
1 C Sefalosporinler -
2a A Penisilinler +
2b A Penisilinler +
Sefalosporinler
2be A Penisilinler, dar ve +

genis spektrumlu
sefalosporinler,
monobaktamlar

2br A Penisilinler *
2C A Penisilinler, +
karbenisilin
2d D Penisilinler, +
kloksasilin
2e A Sefalosporinler +
2f A Penisilinler, +
sefalosporinler,
karbapenemler
3 B Bircok beta-laktam, -
karbapenem dahil
penisilinler
4 2 -

A. Penisilinler

Penisilinler 1929 yilinda ilk kesfedilen beta-laktam antibiyotigi Alexander
Fleming tarafindan Penicillium notatum’da (yesil renkli kiif mantar1) kesfedilmistir.
Ardindan da Howard Florey ve arkadaslar1 penisilin iiretimini 6zel Uretime almistirlar
(Giinaydin, 2013). Yapisinda 6- amino penisilanik asit (6-APA) bulunmaktadir.
Penisilinlerde bu yap1 (6- amino penisilanik asit) bozulmasiyla antibakteriyel etkisinin
kaybolmasina sebep olur (Orak, 2005).
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B. Sefolosporinler

1945 wyilinda Cephalosporicum acremonium mantarindan elde edilen
sefalosporinler, gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin olarak kullanilir (Kaya,
2009; Giinaydin, 2013).

Sefalosporinlerin ~ yapilar1  penisilinlere  ¢ok  benzerlik  gosterir.  Ama
sefalosporinlerde penisilinlerdeki tiazolidin halkasi yerine dihidroitiyazin halkasi
mevcutken penisilinlerdeki p-laktam halkasina sahiptirler. Bu farklilik nedeniyle,
penisilinlerin  temel yapis1 6-amino penisilanik asitten (6-APA) olusurken
sefalosporinlerin temel yapist 7- aminosefalosporinik asitten (7-ASA) olusmaktadir
(Kaya, 2009). Sefalosporinler bakterilere karsi1 etki spekturumlarina gore 1. kusak, 2.
kusak, 3. kusak ve 4. kusak olarak siniflandirilmislardir (Bayhuln, 2008; Kangaba, 2013;
Mansur, 2010).

C. Monobaktamlar

Monobaktamlar ~ Chromobacterium,  Agrobacterium,  Gluconobacterium,
Flexibacterium ve Pseudomonas gibi toprakta yasayan cesitli bakteriler tarafindan
uretilmektedir Monobaktamlar digerlerinden farkli olarak yapisinda beta-laktam
halkasindan ziyade yan zincir bulundurmamaktadir. Gram negatif bakterilere karsi

giiclii etki gosterirken gram pozitif ve anaerobik bakterilere etkinligi yoktur. Bu yiizden
dar spekturumlu olarak adlandirilmaktadir (Altinkanat, 2006).

D. Karbapenemler

Karbapenemlerin diger beta laktamalardan ayiran 6zelligi yapisinda hidroksietil
yan zinciri bulunmaktadir. Streptomyces cattleya toprak mantar1 bu grubun etken
maddesi olan tienamisin retmektedir. Glnumizde gelistirilen karbapenemler en genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotikleridir. Gram pozitif ve gram negatif aerob, anaerob

bakterilerinin coguna kars1 etkilidir (Kaya, 2009).
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E. Beta-Laktam Inhibitorleri

Ulkemizde kliniklerde ¢ogunlukla kullanilan beta-laktamaz inhibitorleri
klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam’dir. Kimyasal yapisinda beta-laktam halkas1
bulunduran ve bu haliyle beta-laktamlara ¢ok benzedigi i¢in tek baslarina
kullanildiklarinda zayif antibakteriyel etki gosteren maddelerdir (Gilinaydin, 2013;
Ozgmar, 2003). Bu inhibitorlerin tek baslarina kullanildiklarinda etkileri zayif oldugu
icin bagka bir beta-laktam ile birlikte kullanildiginda etki gostermektedirler (Giinaydin,
2013).

1.5. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar

1980 yillarinda yaygin olarak kullanilan Oksiimino-sefalosporinlerin  Gram
negatif bakteriler infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baglanmasinin ardindan yeni
beta-laktamazlar ortaya cikmustir. Ik olarak Almanya’da SHV-2 enzimi Klebsiella
ozaenae koken almistir. Etki spektrumlarmin artmasiyla bu enzimlere genislemis

spektrumlu beta-laktamazlar denilmistir.

Gram negatif bakterilerin gogu GSBL enterik oldugundan klasik plazmid kokenli
beta-laktamazlar1 olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1’den koken alir. Ana enzimin
molekdler yapisindaki aminoasitlerden bir ve ya dordiiniin yerine farkli aminoasitlerin
gelmesi sonucu meydana gelirler. Ginimizde 100 ve Uzeri TEM tipi ve 50 ve (zeri
SHV tipi GSBL mevcuttur. GSBL tipleri ve sayilarina iligkin en giincel bilgilere
ulagmak icin ‘http://www.lahey.org/studies/webt.html” web adresinden yararlanilabilir
(Oktun, 2007).

1.5.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Ambler’in molekiiler siniflamasina gore sinif A’da (Bush siniflamasina gore Grup

2be), oksasilini hidrolize edenbeta-laktamazlar ise sinif D’de (Bush siniflamasina gére
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Grup 2d) yer alirlar. Genetik Ozelliklerine bakildiginda GSBL’ler dokuz farkli grup
icinde toplanmaktadir. Bu gruplar TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES/IBC, TLA,
BES ve OXA’dir (Oktun, 2007).

TEM: TEM tiirli enzimlerin ilk tiirevi 1987 yilinda yayinlanan GSBL 6zelligi gosteren
TEM-3’tir. TEM-1 ve TEM-2 penisilin ve penisilin tirevlerini parcalayabilen bir
genislemis spekturumlu beta-laktamazlardir. TEM-3 ise farkli olarak 3. kusak
sefalosporinleri de pargalayabilen bir GSBL’dir (Yanik, 2003). Bu gruptaki beta-
laktamazlar basta K. pneumoniae ve E. coli gibi izolatlarda sik¢a rastlanmaktadir
(Demir, 2006).

SHV: 1983 yilinda bulunan ve GSBL 6zelligi gosteren ilk SHV tiirii enzim SHV-2’ dir
(Golabi, 2011). Bu enzim, SHV-1’in 238. pozisyondaki aminoasidi glisin yerine serinin
almasiyla olusan bir nokta mutasyonudur (Altinkanat, 2006). SHV-1 enzimi ampisilin,
tikarsilin ve piperasilin gibi genis spekturumlu penisilinlere direng gosterirken,
oksimino sefalosporinlere kars1 direngli degildir (Altinkanat, 2006). SHV tipi GSBL’ler
basta K. pneumoniae suslari olmak Uzere E. coli, Citrobacter diversus ve P. aeruginosa
suslarinda da bildirilmistir (Ozkul, 2007).

CTXM: E. coli ve Salmonella typhimurium gibi enterik gram negatif bakterilerde
CTX-M tipi enzimler bulunmustur. 1989 yilinda Almanya’da CTX-M beta-laktamaz
enzimi ilk olarakyayinlanmistir (Gdler, 2007). Glnimize kadar bakildiginda CTX-M
grubunda 40 enzim bulunmaktadir ve bunlarin en yaygin olanlart ise CTX-M-14, CTX-
M-3, CTX-M-2 enzimleridir (Kirag, 2011).

PER: Ulkemizde S. typhimurium, P. aureginosa ve A. baumanni izolatlarindan PER-1
enzimi bulunmustur. Turkiye’de tespit edilmeyen PER-2 bugtine kadar sadece Arjantin’
de S. typhimurium’da kesfedilmistir (Golabi, 2011).

VEB: ilk olarak Vietnam’da bulunan VEB-1 E.coli susundan izole edilmistir. VEB-1
farki susbtrat olarak aztreonam ve seftazidimi kullanmasidir (Giiler, 2007).

OXA: Bu enzim tipi oksisilini hidroliz eder ve ilk olarak P. aeruginosa’da bulunmustur
(Altinkanat, 2006). TEM ve SHV tipi beta laktamazlardan farkli olarak molekiiler

14



smiflamada simif D’de, fonksiyonel siniflamada grup 2d’de bulunan OXA tipi enzimler
OXA-1’den OXA-10’a kadar beta-laktamaz grubu icinde yer alirken digerleri genis
spekturumlu beta-laktamazlar grubu igerisinde yer alirlar (Altinkanat, 2006).

2. YAPILAN CALISMALAR

Bu caligma, 2011-2013 yillar1 arasinda Rize Devlet Hastanesi ve Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi’ndeki iiroloji poliklinigi, kadm
dogum poliklinigi, yogun bakim servisi, evde bakim hizmetleri poliklinigi, dahiliye
servisi, ¢cocuk poliklinigi, dahiliye poliklinigi, genel cerrahi servisi, kalp damar servisi,
cerrahi yogun bakim servisi, enfeksiyon hastaliklari, kroner yogun bakim servisi,
kardiyovaskiiler cerrahi yogun bakim servisi, dahiliye yogun bakim servisi, gogiis
hastaliklar1 servisi, onkoloji servisi ve ¢ocuk cerrahi polikliniginden alinan ornekler
molekdiler biyoloji laboratuvarlarina gonderildi. Klinik Orneklerden izole edilen 121
adet Klebsiella pneumoniae grubu bakteri ile yapilmistir. Calismamizin akis semasi

asagida sekil 1’°de ki gibi gosterilmistir.

Klinik 6rneklerin toplanmasi ve
identifikasyonu

Antibiyotik Direncinin Saptanmasi

DNA ekstraksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu

Ligasyon ve transformasyon islemleri

Tum sonuglarin degerlendirilmesi

Sekil 1. Calismamizin akis agamalari
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2.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi ve identifikasyonu

Rize Devlet Hastanesi ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ndeki tiroloji poliklinigi, kadin dogum poliklinigi, yogun bakim servisi, evde
bakim hizmetleri poliklinigi, dahiliye servisi, ¢ocuk poliklinigi, dahiliye poliklinigi,
genel cerrahi servisi, kalp damar servisi, cerrahi yogun bakim servisi, enfeksiyon
hastaliklari, kroner yogun bakim servisi, kardiyovaskiiler cerrahi yogun bakim servisi,
dahiliye yogun bakim servisi, gogiis hastaliklar1 servisi, onkoloji servisi ve g¢ocuk
cerrahi poliklinigi hastalarindan toplanan ve izole edilen toplam 121 adet K.

pneumoniae susu Molekuler Biyoloji Laboratuvari’na gonderilmistir.

2.2. Antibiyotik Direncinin Saptanmasi

Antibiyotik duyarlilik testleri Rize Devlet Hastanesi ve Recep Tayyip Erdogan
Universitesi ve Egitim Arastirma Hastanesi’nde ampisilin, amikasin, amoksisilin-
klavulonik asit, ampisilin-sulbaktam, imipenem, levoflokasin, sefotaksim, seftriakson,
siprofloksasin, gentamisin, ertapenem, piperasilin-tazobaktam, sefazolin, nitrofurantoin,
seftazidim, sefaperazon-sulbaktam, meropenem, tekrasiklin, sefoksitin, sefepim,
aztreonam, norfloksasin, ofloksasin, piperasilin, trimetoprimsulfometaxazol, tobramisin,
netilmisin, tigesiklin, fosfomisin, tikarsilin- klavulonik asit E- test stripleri kullanilarak
ve sonuglar CLSI (Clinical and Laboratory Standart Institute) kriterlerine gore
degerlendirilerek Recep Tayyip FErdogan Universitesi Molekiiler Biyoloji

Laboratuvarina gonderilmistir.

2.3. DNA Ekstraksiyonu

Laboratuvarimiza gonderilen 121 K. pneumoniaea suslari kaynatma DNA
izolasyonu metodu ile izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu asamasinda ilk 6nce 3 mL
LB besiyerine 100 pl kiiltirden alinarak ekim yapildi. Ardindan 16 saat boyunca
37°C’de calkalayici etliivde biiylimeye birakildi. Biiyiiyen kiiltiirler 10.000 rpm de 1
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dakika santriflij yapildi. Santriflij sonrasinda siipernatant dokiilerek pellet iizerine 1 mL
dH,0O eklendi ve ardindan da vorteksleme islemine tabi tutuldu. Daha sonra dH,O
ekleme ve vorteksleme islemi tekrar yapildi. Bu islem sonucunda 100 °C lik 1sitic1 blok
yardimiyla 10 dakika boyunca kaynatma islemi gerceklestirildi. Ve son olarak soguk
satrifiijde 10 dakika boyunca 13.000 rpm de ¢oktlirme yapilarak siipernatant alinarak

kaynatma islemi sonlandirildu.

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Qahsllan 121 K. pneumoniae suslarmda b|aGEs, b|a||\/||:>, bIaV|M, bIaVEB, b|ao)(A-23,

blaoxa-24, blaoxa-s, blaoxasi, blaoxass, blaper-2, blanom-1, blatem, blashy, blactx-mi

ve blactx-m2 genlerinin varligini arastirmak amactyla PZR islemi yapildi.

GES, VIM, IMP, VEB, PER-2, SHV, 0XA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51,
OXA-58 genlerinin tespiti icin polimeraz zincir reaksiyonu yapildi. Bir reaksiyon igin
gerekli sartlar: 5 pl reaksiyon tamponu (MBI Fermentas ), 3 pl 25 mM MgCl,, genomik
DNA 5 pl, her bir primerden 2 ul, 10mM 2,5 ul dNTP ve 0,5 Taq DNA polimeraz (MBI
Fermentas) son hacim 50 pl olacak sekilde dH,O ilave edildi. blages, blaves, blavim,
blaoxa-23, blaoxa24, blaoxa-4s, blaoxasi, blaoxass, blaper.o ve blasyy genleri igin

kullanilan primerler Tablo 4’de gosterilmistir.
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Tablo 4. GES, VIM, VEB, IMP, PER-2, SHV, 0XA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51,
OXA-58 genleri icin kullanilan primer siralari

[gili Gen Primer sras1 (5°—3’) Nukleotid Tm Sicakligi
Uzunlugu

blaces F: ATGCGCTTCATTCACGCAC 19 55°C
R: CTATTTGTCCGTGCTCAGGA 20

blayiy F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 21 45°C
R: TGCTACTCAACGACTGAGCG 20

blaves F: ATTTCCCGATGCAAAGCGT 19 52°C
R: TTATTCCGGAAGTCCCTGT 19

blaper,  F: ATGAATGTCATCACAAAATG 20 45°C
R: TCAATCCGGACTCACT 16

blasyy F: ATGCGTTATATTCGCCTGTG 20 55°C
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTC 18

blapp F:CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 20 55C
RIATAATTTGGCGGACTTTGGC 20

blaoxass F:GATCGGATTGGAGAACCAGA 20 520C
R:ATTTCTGACCGCATTTCCAT 20

blaoxass F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 20 520C
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 20

blaoxass F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 20 52°C
R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 21

blaoxas; F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 20 52°C
R:TGGATTGCACTTCATCTTGG 20

blaoxass F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 20 52°C
R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC 20

blages, blaves, blaviv, blaoxa-23, blaoxa2s, blaoxa4s, blaoxasi, blaoxa-ss,
blaper-2 Ve blasyy genleri igin hazirlanan reaksiyon karigimi asagidaki kosullar altinda
yapildi. PZR reaksiyonlar1 Thermo Cycler yardimiyla in vitro ortam kosullarinda GES
icin ilk olarak denatiirasyon basamaginda 94 °C 5 dakika ve 94 °C 30 saniye boyunca
1stya maruz birakildi sonra annealing basamaginda 55 °C de 30 saniye son olarak da
uzama basamaginda ise 72 °C de 1 dakika boyunca Thermo Cycler cihazinda 34 dongi
de bu islemi gergeklestirildi. VIM icin denatlirasyon basamaginda 94 °C de 5 dakika ve
94 °C de 30 saniye, annealing basamaginda 57 °C de 45 saniye, uzama basamaginda ise
72 °C de 7 dakika 24 dongii de gerceklestirildi. VEB igin denatiirasyon basamagin da 94
°C de 5 dakika ve 94 °C de 30 saniye, annealing basamaginda 52 °C de 30 dakika ve
uzama basamagmda 72 °C de 1 dakika 34 dongii de gergeklestirildi. IMP icin
denatiirasyon basamaginda 94 °C de 5 dakika ve 94 °C de 30 saniye, annealing
basamaginda 55 °C de 30 saniye, uzama basamaginda ise 72 °C de 7 dakika boyunca 24
dongu de gergeklestirildi. PER-2 i¢in denatiirasyon basamagi 94 °C de 5 dakika ve 94

°C de 30 saniye, annealing basamaginda 45 °C de 1 dakika, uzama basamaginda ise 72
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°C de 2 dakika boyunca 34 dongu de gergeklestirildi. SHV igin denatlrasyon
basamaginda 94 °C de 5 dakika ve 94 °C de 1 dakika, annealing basamaginda 52 °C de 1
dakika, uzama basamaginda ise 72 °C de 10 dakika boyunca 31 dongli de
gerceklestirildi. OXA-23, 24, 48, 51, 58 icin multiplex PZR yapildi. Kosullari
denatiirasyon basamaginda 94 °C de 3 dakika ve 94 °C de 25 saniye, annealing
basamaginda 52 °C de 40 saniye, uzama basamaginda 72 °C de 50 saniye boyunca 29

dongu de gergeklestirildi.

blanpm-1, blatem, blactx-mi1 ve blacrx-m2 genlerinin tespiti icin polimeraz zincir
reaksiyonu yapildi. Bir reaksiyon igin gerekli sartlar: 3 pl 25 mM MgCl,, genomik
DNA 5 pl, her bir primerden 1 ul, 5 ul reaksiyon tamponu (MBI Fermentas), 10 mM
2,5 pl dNTP ve 0,5 Tag DNA polimeraz son hacim 50 ul olacak sekilde dH,O ilave
edildi.

Tablo 5. NDM-1, TEM, CTX-M1 ve CTX-M2 genleri i¢in kullanilan forward ve
reverse primer sirasi

Iigi Gen  Primer sirast (5°—3’) Nikleotid ~ Tm Sicaklig
Uzunlugu
NDM1 F: GAGATTGCCGAGCGACTTG 19 54 °C
R: CGAATGTCTGGCAGCACACTT 21
CTXM1 F: GCGTGATACCACTTCACCTC 20 52 °C
R: TGAAGTAAGTGACCAGAATC 20
CTXM2 F: TGATACCACCACGCCGCTC 19 52 °C
R: TATTGCATCAGAAACCGTGGG 21
TEM F: AGTATTCAACATTTYCGTGT 20 55 °C
R:TAATCAGTGAGGCACCTATCTC 22

blanpm-1, blatem, blactx-mi ve blactx-m2 genleri igin hazirlanan reaksiyon
karistmi NDM-1 igin denatiirasyon basamaginda 94 °C de 3 dakika ve 94 °C de 45
saniye, annealing basamaginda 54 °C de 1 dakika, uzama basamaginda ise 72 °C de 2
dakika boyunca 31 dongi de gergeklestirildi. TEM i¢in denatiirasyon basamaginda 94
°C de 5 dakika ve 94 °C de 1 dakika, annealing basamaginda 55 °C de 1 dakika, uzama
basamaginda ise 72 °C de 10 dakika boyunca 31 dongi de gergeklestirildi. CTX-M1,
M2 i¢in multiplex PZR yapildi. Kosullar1 ise denatiirasyon basamaginda 94 °C de 3
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dakika ve 94 °C de 25 saniye, annealing basamaginda 52 °C de 40 saniye, uzama
basamaginda ise 72 °C de 5 dakika boyunca 29 dongu de gergeklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu olusan triinlerin goriintiilenmesi agaroz jel
elektroforez yardimiyla gerceklestirildi. Bu islemin hazirlik asamasi su sekilde
gerceklesmektedir. % 1°lik jel hazirlamak i¢in 100 mL 10X TAE tamponuna 1 g agaroz
eklenerek c¢oOziinmesi icin 1siya tabi tutuldu. Cozelti oda sicakligina geldiginde 10
mg/mL konsantrasyon da 4 pl etidyum bromid eklenerek agaroz jel aparatina dokiildii.
Jel donduktan sonra 5-10 puL arasinda DNA ornekleri 2,5 pL yiikleme boyasi ile
karistirtlarak kuyucuklara pipet yardimiyla aktarilir. Jel aparati yerlestirilir ve yiirtitme
tamponu yardimiyla 30 dakika 160 V da yiiriitme islemi gergeklestirildi. Yiiriitme

islemi bitince UV. 15181inda goriintiileme islemi yapilarak tamamlandi.

2.5. Ligasyon ve Transformasyon islemleri

Gorilintileme sonucu istedigimiz biyikliikteki PZR parcalart kullanilarak
ligasyon asamasina gecilmistir. Elde edilen PZR drinleri pGEM/T-Easy (Promega)
klonlama vektoriine klonlandi. Ligasyon reaksiyon sartt pPGEM-T/Easy vektoriinden
0.15 ul, Ligasyon Bufferdan 1,5 ul, T4 DNA ligaz enziminden 0,15 ul, PZR
Uriininden 1,2 pl alinarak 16 °C de 5 saat boyunca ligasyon islemine tabi tutulmustur.
Bes saatlik ligasyon islemi sonunda transformasyon asamasina gegildi. 110 ul’lik E.
coli DH5-alfa hticresine 5 pl ligasyon urununden eklendi. Ardindan buzda 30 dakika
bekletildi. Bekleme sonunda 42 °C de 2 dakika Thermo-Shaker cihazinda bekletildi.
Sonra tekrar buzda 2 dakika bekletildi. Daha sonra tlplerin icine 200 pl LB eklendi. 2
saat boyunca 37 °C calkalayici etiivde inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 14000 rpm
de 1 dakika ¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Onceden hazirlanmis olan ampisilinli luria
broth agar petrisine ilk 6nce 40 pl X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolyil-B-D-
galactopiranosite) daha sonra ise 40 pl IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)
baget yardimiyla yayildi. Ardindan ligasyon iriiniinii de baget yardimiyla petriye
yayillma iglemi yapildi. 37 °C lik etlivde 16 saat boyunca inkibasyon islemine tabir
tutuldu. Sire sonunda petride olusan mavi beyaz koloniler segilerek 3 mL ampisilinli
LB sivi besiyerine ekim yapildi. Ekimin ardindan kiiltiirler 16 saat boyunca 37 °C de
calkalayic1 etlivde biiylimeye birakildi. Biiyliyen plazmitlerin izolasyonu yapildi.
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Plazmit izolasyonu Kkiti (Thermo Scientific, Litvanya) kullanildi. Tiiplere alinan
kaltarlerin - pelletleri Uzerine 250 pl resuspansiyon solusyonundan eklenerek
vorteksleme islemi yapildi. Arkasindan 250 pl Lysis solusyonu eklenerek alt Gst
edilerek 350 pl neutralization solusyonu eklendi. Bu asamalardan sonra 14000 rpm de 5
dakika santrifuje tabi tutuldu. Ardindan siipernatant kitin i¢inde bulunan filtreli tiipe
aktarildi ve tekrardan 14000 rpm de 1 dakika boyunca santrifiijlenerek filtreli tipe
aktarilan siipernatant filtreden ge¢cmesini saglanarak dibe ¢dken sivi ardindan atildi.
Filtreye 500 pl wash solusyonu eklenerek filtreden asagiya gegmesini saglamak igin
14000 rpm de 1 dakikalik santrifiij yapildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Tekrarlamanin
ardindan filtre yeni tiipe alinarak tizerine 50 pl elusyon buffer eklenerek 14000 rpm de 2
dakika santrifiij edilerek plazmit izolasyonunu gergeklestirildi. Sonucu goriintiillemek

i¢in agaroz jel elektroforezi kullanildi.
2.6. Sonug¢larin Degerlendirilmesi
Klonlama sonucu elde edilen plazmitlerin DNA dizi analizi i¢in Macrogen’e

(Hollanda) gonderildi. Elde edilen dizi, GenBank veri taban1 kullanilarak NCBI BLAST

aramalari ile analiz edilerek sonuglar degerlendirildi.
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3. BULGULAR
Rize ilindeki iki hastaneden izole edilen toplam 121 hastadan alinan numuneler de
en fazla % 41,37 payla idrar kiltird ardindan da % 25,61 TAK takip etmektedir. (Tablo

6).

Tablo 6. Calismaya dahil edilen hastalardan alinan 6rnek tiirleri ve yiizdesi

Ornek turd Hasta sayis1

N %
Idrar kiiltiirii 50 41,37
Kan kilturd 7 5,78
Balgam kaltari 4 4,93
Yara kalttrd 4 4,93
Lavaj kalturd 5 4,13
Trekeal kulturd 20 16,52
TAK 31 25,61
Toplam 121 100

Calismaya dahil edilen 121 hastadan izole edilen K. pneumoniae susu basta
Cerrahi Yogun Bakim Servisi olmak iizere yogun bakim servislerinde ¢ok sik gortildiigi

saptanmistir.

Ele alinan K. pneumoniae suslarinin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde %

59,5 payla erkeklerde daha fazla oldugu goériilmiistiir. (Tablo 7)

Tablo 7. Cinsiyete gore 6rneklerin dagilimi ve yiizdesi

Cinsiyet Hasta sayisi
N %
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Kadin 49 40,50

Erkek 72 59,50

Tablo 8. Orneklerin alindig1 béliimler ve hasta sayisi

Bélumler Hasta sayisi
N %

Cerrahi Yogun Bakim Servisi 28 23,14
Cocuk Poliklinigi 19 15,70
Dahiliye Yogun Bakim Servisi 14 11,57
Kardiyovaskiiler Cerrahi Yogun Bakim 12 9,91
Kroner Yogun Bakim Servisi 10 8,26
Uroloji Poliklinigi 9 7,43
Kadin Dogum Poliklinigi 6 4,95
Yogun Bakim Servisi 5 4,13
Dahiliye Servisi 4 3,30
Enfeksiyon Hastaliklar1 3 2,47
Cocuk Cerrahi Poliklinigi 3 2,47
Evde Bakim Hizmetleri Poliklinigi 2 1,65
Dahiliye Poliklinigi 2 1,65
Genel Cerrahi Servisi 1 0,82
Kalp Damar Servisi 1 0,82
Gogiis Hastaliklar1 Servisi 1 0,82
Onkoloji Servisi 1 0,82
Toplam 121 100

Rize ilindeki hastanelerden toplanan numuneler de ¢alisilan 121 Grnegin
ampisilin antibiyotigine yiiksek oranda direnglilik gdsterdigi, imipenem ve meropenem

antibiyotiklerine kars1 ylksek oranda duyarli oldugu goézlenmistir. (Tablo 9)

Calismaya dahil edilen 121 Klebsiella pneumoniae suslarinda blages, blawe,

blavim, blaves, blaoxa-2s, blagxa-24, blaoxa.s, blaoxa-s1, blaoxass, blaper-2, blanpm-

1,blatem, blasyy, blactx-mi ve blactx-m2 genlerinin varligini arastirmak amaciyla PZR
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yapildi. Yapilan PZR ¢aligmalar1 sonunda blajup, blaoxa-4s, blaoxa-ss, blaper-2, blages,
blayviv, blaves, blanpm-1 direng genleri tespit edilemezken 42 susta blasyy, 19 susta
blatem, 9 susta blactx-m1, 2 susta blactx-mz2, 25 susta blapxa2z Ve 10 susta blapxa-s:
saptanmistir. PZR sonuglar1 Tablo 10°da gésterilmistir.

Tablo 9. Antibiyotik duyarlilik test sonuglari
DUYARLI ORTADUYARLI DIRENCLI

Say1 Yilzde  Sayi Yizde  Sayr Ydzde

Ampisilin (AMP) 40 33,05 - - 81 66,94
Amikasin (AK) 94 77,68 11 9,09 16 13,22
Amoksisilin- klavulonik asit (AMC) 81 66,94 5 4,13 35 28,92
Ampisilin-sulbaktam (SAM) 81 66,94 3 2,47 37 30,57
Imipenem (IPM) 108 89,25 - - 13 10,74
Seftriakson (CRO) 83 68,59 - - 38 31,40
Siprofloksasin (CIP) 89 73,55 16 13,22 6 4,95

Gentamisin (CN-GN) 87 719 6 4,95 11 9,09

Piperasilin-tazobaktam (TZP-TPZ) 81 66,94 14 11,57 26 21,31
Seftazidim (CAZ) 9% 7933 2 1,63 23 19,00
Meropenem (MEM, MER) 101 83,47 - - 20 16,52
Aztreonam (ATM) 95 7851 - - 31 2561

Tablo 10. PZR sonrasinda tespit edilen gen bdlgeleri ve sayisi

Ilgili gen bolgesi Sayisi
SHV 42
TEM 19
OXA-23 25
OXA-51 2
CTX-M-1 9
CTX-M-2 2

Ayrica yapilan calisma sonunda blayp, blaoxa-s, blaoxass, blaper-2, blages,

blayim, blaves, blanpwm-1 genleri tespit edilememistir.
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Sekil 2. SHV’e ait 1 ile 56 arasi suslarin jel goriintiisii (843bp)

Sekil 3. SHV e ait 57 ile 86 aras1 suslarin jel goriintiisii (843bp)

Sekil 4. SHV e ait 87 ile 121 arasi suslarin jel gérintist (843bp)
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Sekil 5. TEM’e ait 1 ile 38 arasi suslarin jel goriintiisii (847 bp)

Sekil 6. TEM’e ait 39 ile 92 aras1 suslarin jel goriintiisii (847 bp)

Sekil 7. TEM’e ait 93 ile 121 aras1 suslarin jel gorintisu (847 bp)
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Sekil 8. OXA multiplex PZR 1 ile 34 arasi suslarin jel goriintiisii

Sekil 9. OXA multiplex PZR 35 ile 68 aras1 suslarin jel gorintisu
PZR’da spesifik primerler ile cogaltilan genler pGEM-T/Easy vektoriine

aktarilmig, PZR tiriiniinti tasiyan pGEM-T/Easy vektori, E. coli DH5-alfa kompotent

hicrelerine transforme edilerek klonlama ¢alismalar1 yapilmistir.
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Sekil 10. SHV plazmit izolasyonu sonucu

Sekil 11. SHV plazmit izolasyon goriintisu
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Sekil 12. TEM plazmit izolasyon sonucu

Sekil 13. OXA-23-24-51 plazmit izolasyon goruntusu

Klonlama sonucu elde edilen plazmitler DNA dizi analizi i¢in Macrogen’e
(Hollanda) gonderildi. Elde edilen dizi, GenBank veri tabani kullanilarak NCBI BLAST

aramalari ile analiz edildi ve sonuclar Tablol11 vel2’de gosterilmistir.
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Tablo 11. Rize suslari TEM sekans sonuglari

Sus kodu Sonug Benzerlik YUzdesi
TEM 821-1 TEM-1 % 100
TEM 724-2 TEM-1 % 100
TEM 863-2 TEM-1 % 100
TEM 1337-1 TEM-1 % 100
TEM 1368-2 TEM-1 % 100

Tablo 12. Rize suslar1 SHV sekans sonuglari

Sus kodu Sonug Benzerlik Ylzdesi
FB 1 SHV-27 % 99
FB2 SHV-93 % 99
FB3 SHV-1 % 100
FB4 SHV-85 % 100
FB6 SHV-33 % 99
FBS SHV-161 % 99
FB9 SHV-1 % 100
FB10 SHV-85 % 100
FB11 SHV-1 % 100
FB12 SHV-36 % 100
FB13 SHV-36 %100
FB14 SHV-85 % 100
FB15 SHV-36 % 100
FB16 SHV-36 % 100
FB18 SHV-1 % 100
FB19 SHV-1 % 100
FB20 SHV-1 % 100
FB21 SHV-36 % 100
FB22 SHV-1 % 100
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada toplam 121 hastadan izole edilen érneklerde kan, yara, idrar, vajen,
balgam, trekeal, TAK kdltlrlerinden % 41,37 payla en fazla idrar kiiltiirii oldugu

gorilmiistiir.

Agca (2011) ve Mehli (2007)’nin yaptiklar1 ¢alismalarda gonderildigi 6rnek
tiirline gore degerlendirildiginde en fazla idrar kiltiirii oldugunu saptamistir. Bu

sonuclar ¢alismamizla benzer sonug gostermektedir.

Tablo 13. Ulkemizde cesitli galismalarda Klebsiella spp. suslarinda saptanan direng orani
Arastirma Yil AMP IMP AK CRO GN CAZ TzZP ATM

Yilmaz ve ark. 2009 - 4 32 92 - 92 59 -
Gazi ve ark. 2007 - 0,0 - 47 339 269 - 37,4
Agcaveark. 2011 100 0,0 2 46 25 46 - -
Iraz ve ark. 2009 100 0,0 - 40 13 7 47 40
Uyanik ve ark. 2010 - 0,0 13 100 13 - 67 -
Ertlrk ve ark. 2012 - 0,0 0,0 27 23 23 23 -
Uzunveark. 2012 84 0,0 11 50 48 56 25 56

Bu Calisma 2015 67 11 13 31 9 19 21 26

Amikasin AK, Imipenem IMP, Ampisilin AMP, Sefriakson CRO, Gentamisin GN,
Seftazidim CAZ, Pipersalin tazobaktam TZP, Aztreonam ATM

Yapilan ¢alismada Rize’deki hastanelerden izole edilen érneklerinin meropenem

ve imipenem antibiyotiklerine karsi en yiliksekduyarli oldugu goézlenmistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Klebsiella pneumoniae suslarinda imipenem
duyarliligint % 100 olarak bulmuslardir (Gazi vd., 2007; Agca, 2011; Iraz, 2009,
Uyanik vd., 2010; Ertiirk vd., 2012; Uzun vd., 2012) Ayrica Yilmaz vd., 2009 yilinda
yaptiklart ¢alismada imipenem duyarliligini %96 olarak bulmuslardir. Bu sonuglarla
benzer olarak yapilan bu c¢alismada da imipenem duyarliliginin yiiksek oranda oldugu

gorilmistir.

Calismamiz da Rize ilindeki hastalardan izole edilen ornekler en fazla

Ampisiline (% 67) direnglilik gostermektedir. Agca, 2011; Iraz, 2009 yaptiklari
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caligmalarda ampisilin direngliligini % 100 bulurken Uzun vd., 2012‘de yaptiklar

calismada ampisilin direngliligini % 84 olarak bulmuslardir.

Akyar vd., 2010 yilinda yaptigi calismada 2004 ile 2008 yillar1 arasindaki
hastalardan izole edilen Orneklerin toplam da % 32 ile yogun bakim servisinden
alindig1 goriilmektedir. Yapilan bu ¢aligmada da benzer olarak hastalardan izole edilen

orneklerin % 23.14 pay ile en fazla yogun bakim servisinden alindig1 gériilmektedir.

Gazi vd., 2007; Uzun vd., 2012; Iraz, 2009 yaptiklari ¢alismalarda Aztreonam
direncliligini sirasiyla % 37.4, % 56, % 40 olarak bulmuslar. Yapilan bu caligma da ise

aztreonam direngliligi % 26 olarak bulunmustur.

Bugline kadar p-laktamazlarin farkli pozisyonlarinda ki amino asit degisimleri ele
alindiginda birgok farkl: tipileri (167 adet TEM ve 191 adet SHV gibi) tespit edilmistir
(URL-2).

SHV tipi enzimlerin genis spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bildirimine gore
SHV-2 olup, 238. Pozisyonunda glisinin yerine serin amino asitinin yer almasiyla SHV-
1’den tiirevlenmistir. Daha 6ncelerden ¢alisilan SHV arastirmalarinda genellikle SHV2,
SHV5 ve SHV12 rastlanmistir (Tashh ve Bahar, 2005). Bu calismamizda ise SHV
tirevlerinden SHV1, SHV14, SHV41, SHV142, SHV38, SHV33, SHV36 ve SHV 85

bulundu.

Rastgele kullanilan antibiyotikler her gecen yil artmakta ve bunanla birlikte

antibiyotik direng¢ gelisimi artmaktadir.

“Rize ili’ndeki Cesitli Hastanelerden Izole Edilen Klebsiella pneumoniae
Suslarinda Antibiyotik Direng Profillerinin Belirlenmesi ve Beta-Laktamaz Genlerinin

Aragtirilmas1” baghikl yliksek lisans tez calismasinda su sonuglar elde edilmistir:

1. Calismaya dahil edilen Rize Devlet Hastanesi ve Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi’ndeki hastalardan alinan numulerin

en fazla idrar kiiltiirii oldugu daha sonra ise TAK oldugu goriilmiistiir.
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Rize ilindeki 121 hastadan izole edilen K. pneumoniae susu basta Cerrahi Yogun
Bakim Servisi olmak {iizere yogun bakim servislerinde ¢ok sik gorildiugii
saptanmistir. Ayrica c¢ocuk polikliniginde de yiiksek oranda goriildigl
saptanmistir.

. Yapilan bu calismada K. pneumoniae’nin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde
% 59,5 payla erkeklerde daha fazla oldugu goriilmiistiir.

. Rize Devlet Hastanesi ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesinden alinan numulerin en fazla Ampisiline direnclilik
gosterdigi, imipenem, meropenem ve seftazidim antibiyotiklerine karsi sirasiyla
% 89.25, % 83.47 ve % 79.33 duyarli oldugu gdézlenmistir.

. Calisilan 121 Klebsiella pneumoniae susunda 42 tane SHV pozitif tespit
edilmistir.

. Ilk defa Tiirkiye de Klebsiella pneumoniae suslarinda SHV-33 tespit edilmistir.
121 sustandan 19 tanesinde TEM direng gen bolgesi tespit edilmistir.

CTX-M1 ve CTX-M2 grup primerleri ile ¢ogaltilan dérneklerden 9 susta CTX-
M1, 2 susta CTX-M2 tespit edilmistir.

OXA-23, OXA-24 ve OXAS51 grup primerleri ile ¢gogaltilan 6rneklerden 25 susta
OXA-23, 1 susta OXA-24 ve 2 susta OXA-51 tespit edilmistir.
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5. ONERILER

Gunimuizde en ¢ok beta-laktam antibiyotikleri kullanilmaktadir. Bu
antibiyotiklerin tercih edilmesi nedeni toksititesinin az olmasi, tim yas gruplarina
uygulanabilir olmasi ve bakterisidal olmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat bilingsiz ve

yanlis kullanimasiyla beta-laktamaz direng gelisimine sebep olmaktadir.

Bu antibiyotikler bakterilerin {iremesini engeller veya 6lmesini saglar. Bu nedenle

kullananin bilingsizce tiikketmesi viicuttaki yararli bakterilerin 6lmesine neden olabilir.

Bakterilerde bu direng gelisiminin 6nlemek ic¢in regetesiz antibiyotik
kullanilmamali, kullanilan antibiyotigin uygun olarak yeterli miktarda tiketilmelidir.
Ancak vicuda gereginden fazla alinmasi viicutta buna bagli olarak diren¢ kazanarak
tedaviye yanit vermemektedir. Tedavi asamasinda gerekli kadar kullanilmazsa istenilen

sonug alinmaz ve hastaligin tekrarlama riski artar.

Mikroorganizmalar bir¢ok farkli mekanizma ile antimikrobik ilaglara direng
gosterebilmektedir. Direncin, antibiyotik kullanimi ve siire ile dogrudan iliskili oldugu
bilinmektedir. Antimikrobik ilaglara diren¢ mekanizmalarinin ve farkli merkezlerdeki
direng oranlarinin bilinmesi, iilkemizde diger iilkelere kiyasla daha yiiksek olan direng

sorununun azaltilmasi i¢in alinacak 6dnlemlere yol gdsterecektir.
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