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OZET Aragtirma Makalesi

Bu c¢alismada Kilis Devlet Hastanesinde yatan hastalardan izole

edilen Enterobacteriaceae bakterilerin tanimlanmasi ve izolatlarin Makale Tarihgesi

GSBL iiretimi profillerinin belirlenmesi ¢ahsilmigtir. Izolatlarin Gelig Tarihi  :06.02.2020
hiicre bilesenleri FTIR (Fourier Transform Infrared) spektroskopisi Kabul Tarihi :17.04.2020
kullanilarak (4000-400 cm™) tespit edilmistir. Suslarin GSBL iiretim

profilleri sefotetan-kloksasilin, sefepim-klavulanik asit, sefotaksim- Anahtar Kelimeler
klavulanik asit ve seftazidim- klavulanik asit E test seritleri ile Geniglemis  spektrumlu  beta-
incelenmigtir. E-gerit sonuclarina gore sadece 5 hastane izolatindan laktamaz (GSBL)

sadece Enterik olarak tanimlanan susun GSBL treticisi oldugu FTIR

belirlenmigstir. Salmonella spp. i¢in sefotetan/sefotetan+kloksasilin Enterobacteriaceae

oranin >8 pg/mL olmasi susun Ambler siniflandirmasinda C grubu
(AmpC) beta-laktamaz tiireticisi olduguna isaret etmektedir. FTIR
spektroskopisinin bakterilerin hiicre bilesenlerinin incelenmesinde
rutin olarak kullanilabilecegi ancak yakin tiirlerin tanimlanmasinda
basarili bir yontem olmadigi ortaya konmaktadir.

Production Profiles of Extended Spectrum Beta Lactamase of Clinic Isolates and Determination of Cell
Components with FTIR

ABSTRACT Research Article

In this research, the identification of cell components by FT-IR

(Fourier —Transform Infrared) and ESBL production of Article History

FEnterobacteriaceae strains isolated from inpatients in Kilis state Received +06.02.2020

hospital were studied. Cell components of isolates were detected by Accepted +17.04.2020

using FTIR spectroscopy (4000-400 cm'?). ESBL production of strains

was Investigated with the cefepime-clavulanic acid, cefotetan- Keywords

cloxacillin, cefotaxime-clavulanic acid and ceftazidime-clavulanic Extended-spectrum  B-lactamase

acid E-strip. According to the E-strip results, it can be stated that (ESBL)

only five isolates of Enteric strain were able to produce ESBL. FTIR .
FEnterobacteriaceae

Cefotetan/cefotetan+cloxacillin ratio was determined to be >8 pg/mL
for Salmonella spp. This ratio was indicated that Sal/monella spp.
produced C group beta lactamase in Ambler classificataion. Our
FTIR analysis revealed that FTIR spectroscopy can be routinely used
in the investigation of cell components although it is an unsuccessful
method for diagnosis of closely-related species.

To Cite : Mercimek Taker HA, Cevik, N. Sarngilli Onalan F.E 2020. Klinik 1zola_tlar1n Geniglemis Spektrumlu Beta
Laktamaz Uretimi Profillerinin Belirlenmesi Ve Hiicre Bilegenlerinin FTIR Ile Tespiti. KSU Tarim ve Doga Derg
23 (5): 1106-1113. DOI: 10.18016/ksutarimdoga.vi.685696.

GIRIS

Toplumsal veya hastane kokenli enfeksiyonlara sebep
olan  Pseudomonas  aeruginosanin yani  sira
FEnterobacteriaceae liyelerinin geniglemis spektrumlu
beta laktamaz (GSBL) enzimini iirettigi bilinmektedir
(Giizel ve ark., 2015). Bu enzim iiretimi, bakterilerin
beta laktam grubu antibiyotikler ile tedavi
seceneklerini simirlandirmaktadir. Giintimiizde diinya

¢apinda 150’nin tuzerinde geniglemis spektrumlu B-
laktamaz (GSBL) dagilimi tanmimlanmistir (Rupp &
Fey, 2003). 198071erde oksimino-sefalosporinler,
karbapenemler ve folorokinonlar kullanilarak bu
GSBL Ureticisi bakteriler ile savasildigl
goriilmektedir. (Livermore, 2012). Ancak
bakterilerdeki effluks pompa sistemi ile antibiyotik
penetrasyonunu engelleyen membran
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organizasyonlarindaki degisiklik ve geniglemis
spektrumlu B-laktamaz, karbapenemaz,
aminoglikosid-bloke 16S rRNA metilaz sentezleyen
diren¢ genlerindeki ekspresyon modifikasyonu gibi
sebeplerden dolayr bu bakterilerle miicadele gin
gectikce zorlagsmaktadir (Livermore, 2012).

1997 yilinda Rasmussen-Bush tarafindan yapilan
beta laktamaz siniflandirilmasina gore, klavulanik
asitle inhibe olmayan, karbepenem dis1 tiim beta
laktamlara direngli, genelde gram negatiflerde
kromozomal ve plasmid koékenli taginabilen beta
laktamazlar AmpC tipi olarak tanimlanmaktadir
(Bush, 2001). AmpC B-laktamazlar gogu
Enterobacteriaceae Uyesi tarafindan uretilmektedir
(Rupp ve Fey, 2003). Cogu GSBL iiretici bakteri
hiicresi AmpC B-laktamazlar1 ekspre etmekte ve
1limli aminoglikosid direncini plasmitlerle transfer
edebilmektedir (Rupp ve Fey, 2003).

Son zamanlarda GSBL  ireten  bakterilerin
olusturdugu enfeksiyonlara bagh o6limler artmakta,
hastalarin hastanede yatis suresi uzamakta ve
bununla birlikte tedavi maliyeti artarken klinik ve
mikrobiyolojik cevap azalmaktadir (Giizel ve ark.,
2015). Bu nedenle, son zamanlarda yapilan
calismalarda  GSBL  dureticisi  suslarin  hizh
tanilanmasi icin c¢esitli yontemler gelistirilmigtir.
Suglardaki GSBL tespitinde; ti¢ boyutlu test, kombine
disk, cift disk sinerji, E test geritleri ve mikrodiliisyon
yontemleri siklikla kullanilmaktadar.

Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi
kizil 6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile hiicresel
bilesenlerdeki  kimyasal baglarin  titresiminin
Olciilmesi prensibine dayali analitik bir yontemdir.
1980’'li yillardan beri bakterilerin incelenmesi igin
kullamilmaktadir (Bagyigit Kilic ve Karahan, 2010).
Her fonksiyonel grubun kendine ozgi
titresimlerindeki degisime goére olusan spektral
pikler, bakterinin parmak izi olarak kabul edilir
(Bagyigit Kilic ve Karahan, 2010). Kilis devlet
hastanesinden izole edilen FEnterobacteriaceae
izolatlarinin GSBL dretiminin E-test yontemi ile
arastirilmasi ve bakterilerin FTIR ile tanmimlanmasi
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT
Bakterilerin Temini

Kilis Devlet Hastanesinde yatan hastalardan izole
edilen Enterik, E. coli, Shigella spp., Klebsiella spp.
ve Salmonella spp. suslar1 hastanede tanimlanmistir.
Izolatlar gram  boyanma  karakterlerine ve
biyokimyasal test (IMVIC) davraniglarina gére tekrar
test edilmistir.

Uretim  Kabiliyetlerinin

izolatlarn GSBL

Aragtirilmasi
Izolatlarin GSBL iiretimi E-test yéntemi kullanilarak
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arastirnlmigtir. Kirby Bauer disk difiizyon yontemine
gére izolatlarin yogunlugu fizyolojik tuzlu su (%0.9
NaCl) ile 0.5 MacFarland standart bulanikligina
ayarlanan 1izolatlar, steril ekivyon c¢ubuklar: ile
Mueller Hinton Agar besi yerine inokiile edilmigtir
(Bauer ve ark., 1966). E test seritleri (Liofichem,
Italya) yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat petri
plaklar1 inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
eliptik inhibisyon zonunun seriti kestigi deger MIK
degeri olarak degerlendirilmektedir. MIK degerleri
Liofilchem MIC Test Strip Technical Sheet GSBL
verilerine gore degerlendirilmigtir.

Kullanilan E test sgeritlerinin uluslararasi gegerli

kisaltmas1 ve icerdigi standart antibiyotik miktar:

asagida belirtilmigstir.

Sefepim/Sefepim + Klavulanik asit (FEP/FEL)

0.25-16/0.64-4 pg/mL

Sefotetan/Sefotetan + Kloksasilin (CTT/CXT)
0.5-32/0.5-32 pg/mL

Sefotaksim/Sefotaksim + Klavulanik asit (CTX/CTL)
0.25-16/0.16-1 pg/mL

Seftazidim/Seftazidim + Klavulanik asit (CAZ/CAL)
0.5-32/0.64-4 pg/mL

Liofilchem MIC Test Strip Technical Sheet ESBL

verilerine gore (ug/mL)

CTX>0,5 ve CTX/CTL orani>8 ise

veya CAZ>1,0 ve CAZ/CAL orani>8

veya FEP/FEL orani>8 ise GSBL iireticisidir.

CTT/CXT oram1 >8 pg/mL ise sug AmpC {reticisi

oldugunu ifade etmektedir.

Izolatlarin Hiicre Bilegenlerin FTIR Ile Incelenmesi

Fourier donisimi yontemi ile 1s18in  infrared
yogunluguna karsi dalga sayisimi 6lgen bir kimyasal
analitik yontem olarak ifade edilen FTIR ii¢ ana
dalga boyu bélgesinden olugsmaktadir. Orta dalga
boylu kizil 6tesi (MIR; 4000-400 cm') bélgesinde

bakterilerin hiicre duvar bilesenleri, proteinler,
nikleik asitler gibi hiicresel bilegenler
belirlenmektedir. Tanimlama analizinde Agilent

Cary600 Series FTIR cihazi1 kullamilmigtir. FTIR
spektroskopisinde tanimlanmadan o6nce bakteriler
Nutrient broth besiyerinde 37°Cde 24 saat
calkalamali etuvde geligtirilmistir. Serum fizyolojik
ile stispanse edilmis ve liyofilizatérde vakum altinda
dondurularak  toz  haline  getirilen  o6rnekler
kullanilana kadar +4°C’de stoklanmigtir. FTIR ile
izolatlarin hiicre bilesenlerinin incelenmesi Cizelge
1’de verilen spektrum dalga boylar1i ve konum
tanimlari referans alinarak stirdirilmiistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Kilis Devlet hastanesinde izole edilen ve tanimlanan
Enterobacteriaceae ailesine ait E.coli, Salmonella spp.
Shigella spp. Klebsiella spp. ve Enterik izolatlarinin
GSBL tretiminin test edildigi E serit sonuclar1 Sekil
1’de verilmistir..
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Cizelge 1 Bakteri tiplendirilmesine yonelik genel FTIR spektrum bantlari ve konum tanimlar1 (Garip, 2005;

Basyigit Kili¢c ve Karahan, 2010).

Table 1 General FTIR spectrum peaks and location definitions related to bacteria identification (Garip, 2005;

Basyigit Kilic and Karahan, 2010).

Dalga numaralar1
Wave number (cm?)

Spektral konumun tanimi

Definition of spectral location

3307 N-H ve O-H germe titresimli polisakkaritler, proteinler

2959 CH3 asimetrik stre¢: esas olarak lipitler

2927 CH: asimetrik stre¢: cogunlukla lipidler, biraz protein, karbonhidrat, niikleik asitler

2876 CHs simetrik stre¢: esas proteinler, biraz lipitlerden, karbonhidratlardan, nikleik

asitlerden katki

2857 CH: simetrik stre¢: ¢cogunlukla lipidler, biraz proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler
1744-1739 Ester C=0 streg: lipid, trigliseridler

1657 Amid I (protein C= O germe): a heliksleri

1541 Amid II (protein N-H biikiim, C-N strec):a sarmal

1452 CH: biikme: lipidler

1391 COO simetrik stre¢: aminoasit yan zincirleri, yag asitleri

1236 POz asimetrik germe: esas olarak fosfolipitlerden kiigiik katki

1152 CO-0O-C asimetrik germe: glikojen ve niikleik asitler

1080 POz simetrik germe: niikleik asitler ve fosfolipidler

969 C-N*-C streg: niikleik asitler

Enterik GSBL tretiminin saptanmasina yonelik E-
test serit sonuclar Cizelge 2’de verilmigstir. Cizelgede
verilen E-gerit sonuclarina gore sadece Enterik olarak
tanimlanan susun GSBL ireticisi oldugu ifade
edilebilmektedir. Suglardan sadece Salmonella
spp.nin AmpC Ureticisi oldugu séylenebilmektedir.

Literatiirde klinik izolatlarin GSBL tiretimine yonelik
calismalar yer almaktadir. Sharma ve ark. (2010)
hastalarin kan, salya ve cerahat orneklerinden izole
ettikleril00 adet bakteri susunun GSBL tretimini
test etmislerdir. FKscherichia coli ve Klebsiella

pneumoniae tanimladiklar1 25 GSBL treticisi sus
izole etmiglerdir. Farkl bir ¢alismada Malezya devlet
hastanelerinin yogun bakim tinitelerindeki 47 farkh

hastadan elde edilen 47 E. coli izolatinin 46’sinin
GSBL ureticisi oldugu Dbelirlenmigtir. Suslarin
hepsinin imipeneme duyarli oldugu ortaya konmustur
(Lim ve ark., 2009). Iranin farkli bélgelerinde
tamimlanmis E. coli ve K. pneumonia suslarinin
%89.9 ve 72.1'inden fazlasimin GSBL tireticisi oldugu
saptanmigtir (Leylabadlo ve ark., 2017).

El-Naghy ve ark. (2014) Tanta Universitesi
hastanesinde izole edilen  FEnterobacteriaceae
familyasina ait 250 izolatin 98inde GSBL uretimi
belirlemis olup £. coli, Klebsiella spp. ve Enterobacter
spp. suslari1  tamimlanmigtir. Benzer sonuglar
Diagbouga ve ark. (2016) tarafindan kaydedilmistir.
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Sekil 1 Izolatlarin GSBL iiretiminin E-gerit sonuclary; a, £ colfnin FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL ve CTT/CXT,
oranlari, b, Enterik susun FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL ve CTT/CXT oranlar, ¢, Klebsiella spp.’nin
FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL ve CTT/CXT oranlar, d, Salmonella spp.’nin FEP/FEL, CTX/CTL,
CAZ/CAL ve CTT/CXT oranlari, e, Shigella spp.’nin FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL ve CTT/CXT

oranlari,

Figure 1 F strip results of ESBL production of strains; a, FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL and CTT/CXT ratios of
FE.coli, b, FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL and CTT/CXT ratios of enteric strain, ¢, FEFP/FEL, CTX/CTL,
CAZ/CAL and CTT/CXT ratios of Klebsiella spp., d, FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL and CTT/CXT ratios
of Salmonella spp., e, FEP/FEL, CTX/CTL, CAZ/CAL and CTT/CXT ratios of Shigella spp.

Cizelge 2 E-serit ile test edilen GSBL iiretimine iligkin sonuclar (ug/mL)
Table 2 Results related to GSBL production tested with E strip (ug/mL)

CTT/CXT CTX/CTL FEP/FEL CAZ/CAL
E. coli 1.0/0.50 0.25/0.023 0.25/0.064 0.50/0.064
Shigella spp. 0.5/0.5 0.25/0.016 0.25/0.064 0.5/0.19
Salmonella spp. 4.0/0.50 0.25/0.016 0.25/0.064 0.5/0.064
Klebsiella spp. 0.5/0.5 0.025/0.016 0.25/0.064 0.50/0.064
Enterik 2.0/1.0 0/0.032 4.0/0.064 3.0/0.064

Farkl patolojik 6rneklerden izole edilen 64 Klebsiella
spp. susglarmin  %98.44inde GSBL  {retimine
rastlanmigtar. Storberg (2014) Afrika’daki
hastanelerde GSBL turetimini ve plazmid kokenli
AmpC bulundugu ortaya koymustur. Turkiye'de
yapilan bir calismada ise Giizel ve ark. (2015) Ankara
Numune Aragtirma ve Egitim Hastanesinden farkl
hastalardan aldiklar: 105 klinik izolatin (81 E. coli ve
24 Klebsiella spp.) 99unun GSBL iirettigini
kaydetmiglerdir.

Iroha ve ark. (2017) Nigerya Ortopedi Hastanesinden
izole ettikleri 171 bakteri izolat1 (E. coli ve Klebsiella
spp) GSBL iiretimi arastirilmis ve izolatlarin
aztreonam, amoksisilin, sefpirom, sefoksitin,
sefotetan, seftazidim ve sefotaksim antibiyotiklerine
karsin yiiksek direnclilik gosterdikleri (%89-100)
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belirlenmigtir. Yukarida verilen literatiirlere benzer
sekilde hastane izolati FKnterobacteriaceae tyesi
suglarda GSBL turetimi belirlenmigtir.

Farkli patojenlerin ve alt turlerin tanimlanmasi ve
yapisal karakterizasyonu i¢in proteinler, lipitler ve
karbohidratlar ile iligkili ¢esitli  fonksiyonel
gruplardan olusan patojenlerin  spektroskopik
parmakizleri FTIR spektroskopisi ile analiz edildigi
calismalar yer almaktadir. Mezofilik ve termofilik
bakterilerin farkliliklar1 FTIR kullanarak belirlenmig
ve aym ¢alismada Bacillus ve Micrococcus tiirlerinin
tamimlanmasi ve karakterizasyonu incelenmigtir
(Garip, 2005). Puzey ve ark. (2008) Listeria innocua
ve L. Welshimeri arasindaki genotip farkhliklarim
FTIR ile tanimlandigini rapor etmiglerdir. Farkli bir
literatiir calismasinda ise, Oberreuter ve ark. (2002)
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Sekil 2 Izolatlarin FTIR spektrum sonuclari: kahverengi spektrum; Enterik, mor spektrum; Shigella spp., mavi
spektrum; Salmonella spp., yesil spektrum; E. coli, turuncu spektrum; Klebsiella spp.
Figure 2 FTIR spectrum results of strains’ brown spectrum; Enterik, purple spectrum; Shigella spp., blue
spectrum; Salmonella spp., green spectrum; E. coli, orange spectrum; Klebsiella spp.
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Micrococcineae ve Corynebacterineae cinslerinin
farkhiliklarinin ortaya konmasinda FTIR spektrumu
kullanmiglardir. Insanda sepsis ve enfeksiyon etkeni
Staphylococcus  aureus,  Enterococcus  faecalis,
FEnterococcus  faecium, Klebsiella  pneumoniae,
FEscherichia coli, Serratia marcescens, Enterobacter
cloacae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa ve Candida albicansin tamimlanmasinda
FTIR kullanilmistir (Suntsova ve ark., 2018).

Bakteri tanmimlanmasinda spektrumda yag asitleri
(3000-2800 cm), amid (1700-1500 cm™), karma bélge
(1500-1200 cm'l), polisakkarit (1200-900 cm?) ve
parmak izini (1800-800 cm) iceren 5 ana bolgenin
kullanilmasini énermistir (Naumann ve ark., 1991;
Mura ve ark., 2012; Ricciardi ve ark., 2017).

Sekil 2’deki FTIR spektrumuna goére hastane
izolatlarinin  benzer piklere sahip oldugunu
gozlenmektedir. Spektrum bantlari 3 bolgede 2000-
1300 cm™! (bakterinin protein pikleri); 3000-2800 cm™!
ve 1200—800 cm~! (bakterinin niikleik asit sinyalleri)
incelenmigtir. Ozellikle protein ve niikleik asitleri
temsil eden 1800-800 cm™! araligindaki farkli pikler
spektrumda acikca goriilebilmektedir. Amid I (C=0
ve C-N) ve amid II (N-H ve C-N) infrared
spektrumunda proteinlerin iki temel bandidir.
Izolatlarin spektrumunda 1650-1644 cm~! bélgedeki
pikler proteinlerin sekonder yapilarini olusturan
amid I baglarina isaret etmektedir. Proteindeki N-H
egilme ve C-N gerilme titresiminden ileri gelen 1540-
1538 cm™! bolgedeki pikler ise amid II baglaridir. Bu
baglar konformasyonel olarak duyarlhidir. 1455-1454
cm™! bolgedeki bantlar, karbohidratlar,
glikoproteinler, lipitler ve onlarin karakteristik C—O—
H diizlem ici egilme pikleri ve C(CHs): simetrik
gerilmelerden ileri gelmektedir. 1239-1235 cm'! pikler
ise P=0 gruplarinin asimetrik gerilmelerinden
olusmaktadir. DNA/RNA omurgas: ve fosfat gruplar
niikleik asitlerin P=0O ve P-O-C gruplarinin simetrik
ve asimetrik gerilmeleri 1239-858 cm piklerde
gozlenmektedir. Spektrumdaki 1395-1394 cm! bélge
protein ve lipitlerin COO- gruplarinin asimetrik
gerilim pikidir.

Spektrumlardaki 3288-3069 cm™! araligindaki pikler,
proteinlerin peptid omurgasindaki amid A (-N-H) ve
polisakkaritlerin ise O-H gerilimini géstermektedir.
2961-2958 cm! bolgede goézlenen pikler hiicresel
proteinlerden kaynaklanan metil gruplarinin (-CHs)
asimetrik ve simetrik gerilimine isaret etmektedir.
2928-2924 cm~Vdeki bantlar ise membran lipitlerinin
metilen gruplarinin  (-CH2) asimetrik gerilimini
gostermektedir. Membran lipitlerinin  metilen
gruplarinin simetrik gerilim piki (2854 ¢cm) sadece
Klebsiella Spp. izolatina ait spektrumda
gozlenmektedir.

FTIR spektroskopisi ile yapilan hiicresel bilegsenlerin
tanisinin, bakterilerin tiplendirilmesinde gozlenen
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referans araligindaki pikler degerlendirildiginde
cinslerin taksonomik ac¢idan ayrilmasinda yetersiz
oldugu gozlenmektedir.

SONUC

Kilis Devlet Hastanesinde yatan hastalardan izole
edilen Enterik, E. coli, Shigella spp., Klebsiella spp.
ve Salmonella spp. olarak tanimlanan suslarin GSBL
uretimi test edilmistir. E-gerit testine gore sadece 5
hastane 1izolat1 arasinda Enterik susun GSBL
ureticisi oldugu belirlenirken, Salmonella spp.’nin ise
AmpC dreticisi oldugu tespit edilmigtir. Suslarin
GSBL tretimi kombine disk, c¢ift disk sinerji ve
genotipik  calismalarla  karsilagtirilarak  teyit
edilecektir. Genotipik olarak birbirine benzer
FEnterobacteriaceae  Uyelerinin  tanimlanmasinda
FTIR gibi spektrofotometrik yontemlere kiyasla
molekiiler tekniklerin kullanilmasi énerilmektedir.

Cikar catigmasi beyani
Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigsmasi yoktur.

Yazar Katk:i Oranlar:

Yazarlar makaleye esit oranda katki sagladiklarini
beyan ederler.
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