J<VIn

Journal of Research in
Veterinary Medicine

RESEARCH ARTICLE

] Res Vet Med. 2020: 39(1) 45-48
DOI:10.30782/jrvm.660701

Antimikrobiyal direngli Escherichia colide genis spektrumlu
B-laktamaz direncinin arastirilmasi

Murat Cengiz*', © Ulvi ibrahimli!

1 Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali,

Molekiiler Farmakoloji Laboratuvari, 16059, Bursa

Received 2019-12-17 Accepted 2020-04-09

Ozet

Escherichia coli (E. coli) insan ve hayvanlarda bir¢ok enfeksiyona neden olan énemli mikroorganizmalardan biridir. E. colinin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde -laktamlarin sik kullanilmasi B-laktam direncinin gelismesi bakimindan 6énemli bir nedendir. B-laktamazlar,
B-laktam direncinin bilinen mekanizmalarindan biridir ve genis spektrumlu f-laktamazlar (GSBL) yiiksek morbidite ve mortaliteden sorum-
ludur. Bu ¢aligmanin konulari, GSBL varliginin aragtirilmas: ve GSBL ile diger bir¢ok antimikrobiyal bilesige kars: direng iligkisinin deger-
lendirilmesidir. -laktam direncini belirlemek i¢in disk diftizyon ile broth mikrodiliisyon testleri kullanild: ve direncin genotiplendirmesi
i¢in blaSHV geninin varligini aragtirildi. Buna gore 112 E. coli izolatinin sadece bir tanesi GSBL pozitif olarak tanimlandi. Ayrica, broth
mikrodiliisyon test sonuglarina gore 18 izolatin seftazidime ve 32 izolatin ise sefotaksime karg1 direngli oldugu belirlendi. E. coli izolatlarinin
hi¢birinde blaSHV geni tespit edilemedi. Sonug olarak E. coli izolatlarinin B-laktamlara kars: direngli olabilecegi, ancak GSBL pozitif izolat-
larin ve GSBL ile diger antimikrobiyal bilesiklere kars: direncin birlikte goriilme sikliginin ¢ok diisiik oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, f-laktamaz, antimikrobiyal direng

Abstract
Investigation of extended-spectrum (-lactamase resistance in

antimicrobial resistant Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) is one of the most important microorganisms causing various infections in animals as well as in humans. The overuse
of B-lactams for treatment of infectious diseases caused by E. coli is an important reason of emergence of -lactam resistance. 3-lactamases
are well known mechanism of -lactam resistance and extended spectrum B-lactamases (GSBL) are responsible for the high morbidity and
mortality. The objectives of this study are to investigate of existence of GSBL in E. coli and to evaluate the correlation between GSBL and re-
sistance to many other antimicrobials. Disc diffusion and broth microdilution test were used to determine -lactam resistance and existence
blaSHYV gene was investigated for its genotyping. Based on the results of disc diffusion test, only one of 112 E. coli isolates was defined as GSBL
positive. However, the results of broth microdilution test showed that the numbers of ceftazidime and cefotaxime resistance positive E. coli
isolates were 18 and 32, respectively. blaSHV gene could not be detected in any of the E. coli isolates. The results of this study showed that E.
coli isolates could be resistant against f-lactams, but the frequency of GSBL positive isolates and the co-existence of GSBL with resistance to
other antimicrobials was very low.
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Giris enfeksiyonlarina ve septisemilere neden olan Enterobac-
teriaceae ailesinin en 6nemli iiyesi Escherichia colidir (E.

Insan ve hayvanlarda siklikla gastroenteritislere, idrar yolu ~ coli). E. coli kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde B-lak-
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tam grubu ilaglarin sik kullanilmasi B-laktam direncinin
gelismesine ve yayginlasmasina neden olabilir. B-laktam
direncinin primer etmeni -laktamaz enzimleridir ve bu
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlara bagl olarak
tiretilen yeni enzimler genis spektrumlu p-laktamaz en-
zimleri (GSBL) olarak tanimlanir."* GSBL tireten bakteril-
erin neden oldugu enfeksiyonlarda morbidite, mortalite ve
tedavi maliyeti yiiksektir.!

B-laktam grubu antimikrobiyaller, yapilarinda bir B-lak-
tam halkas: tasiyan ve hiicre duvari sentezini engelleyer-
ek antibakteriyel etki gosteren ajanlardir.” Bakteriler (1)
hiicre duvar1 gegirgenliginin azaltilmasi, (2) atim pom-
past aktivasyonu, (3) penisilin baglayic1 proteinlerdeki
modifikasyonlar ve (4) p-laktamaz {iretimine baglh olarak
B-laktamlara kars1 direng gelistirir.’ E. colide p-laktamaz
direncinin en 6nemli genetik nedeni SHV-1 ve TEM-1 gibi
plazmid aracili dar spektrumlu enzimleri kodlayan genle-
rdir. SHV grubu enzimler, genis spektrumlu penisilinlere
karst direngten sorumludur ve 60’tan fazla varyant: tespit
edilmistir. 3-laktamaz enzimlerini kodlayan genlerin pla-
zmidlerin {izerinde yerlesik olmasi direncin yayilabilmesi
icin 6nemli bir etmendir.7 Yapilan epidemiyolojik arastir-
malarin sonuglarina gore bir ¢ok tilkede birbirinden farkli
GSBL kodlayan gen ve mutantlarina rastlanmustir. Tiirkiye
GSBL varlig1 bakimindan 6nemli tilkelerden biridir.?
Genel olarak GSBL iireten mikroorganizmalar florokino-
lon ve aminoglikozid gruplari ile stilfonamid-trimetoprim
gibi kombinasyonlara kars1 da direnglidir.>'* Bu neden-
le, bu ¢aligmanin amaci antimikrobiyal direngli E. colide
GSBLin karakterizasyonu ve GSBL ile diger direng tipleri
arasindaki korelasyonun degerlendirilmesidir. Ayrica,
B-laktamaz enzimlerini kodlayan 6nemli genlerden biri
olan SHV-1 geninin E. colideki varliginin molekiiler yon-
temle arastirilmasidir.

Materyal ve Metot
Bu ¢aligma, sigir, kegi, koyun, kopek ve kedilerden izole
edilerek olusturulan koleksiyondan 112 adet E. coli izolat1
segilerek gerceklestirildi.

Disk difiizyon testi

Disk difiizyon yontemi Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)’in onerdigi kriterlere gore yapildi."" Muel-
ler-Hinton Brothda tiretilen E. coli izolatlarinin siispansi-
yonu 0.5 McFarland standardina gore hazirlandi. Stand-
art sispansiyon Mueller-Hinton Agara (MHA) ekildi ve
tizerlerine seftazidim (CAZ) (30 pg), sefotaksim (CTX)
(30 pg), CAZ/Klavulanik asit (CLA) (30/10 pg) ve CTX/
CLA (30/10 pg) diskleri yerlestirildi. Inkiibasyon sonrast
olusan zon ¢aplar1 CLSI kriterlerine gore duyarli (suscepti-
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ble: S), orta duyarl (intermediate: I) ve direngli (resistant:
R) olarak degerlendirildi. Kombinasyon zon ¢aplar1 klavu-
lanik asit icermeyen zon ¢aplarina gore 5 mm veya daha
biiyiik olanlar GSBL pozitif olarak kabul edildi.

Broth mikrodiliisyon testi

Broth mikrodiliisyon testi CLSI’in 6nerdigi kriterlere gore
yapildi."' CAZ ve CTX stok soliisyonlar1 analitik standart
kullanilarak 10:90 metanol/fosfat tamponlu suda (Phos-
phate Buffered Saline: PBS) hazirland1 ve 0.20 pm siringa
filtreden (Corning®) gegirilerek sterilize edildi. Steril stok
soliisyon kullanilarak 0.016-512 pg/ml'lik seri diliisyonlar
hazirlandi. Son konsantrasyonu 0.008-256 pg/ml olacak
sekilde her bir mikroplaka kuyucuguna 50 ul antimikro-
biyal ilag diliisyonu ve 50 pl standart bakteri siispansiyonu
konuldu. Inkiibasyon sonrasi bakterilerin optik dansisi-
teleri mikroplaka okuyucuda (BioRad iMark) 595 nmde
ol¢ildii ve tiremenin olmadigl en disiik ila¢ konsantra-
syonu minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak
belirlendi.

DNA izolasyonu

Bakteri DNA’s1 kaynatma yontemine gore izole edil-
di. MHAda iiretilen bakteri kolonileri toplanarak 0.2 ml
steril suda ¢ozdiriildi. Elde edilen homojenat 99 °Cde 5
dk kaynatildiktan sonra 1 dk buzda bekletildi. Santrifiij
uygulandiktan (5 dk 13000 rpm) sonra iistte kalan bakteri
DNA’s1 molekiiler testler icin kullanilmak {izere -20 °Cde
tutuldu.

blaSHYV geninin PCR amplifikasyonu ve
goriintiilenmesi

blaSHV geni amplifikasyonu icin 5-GGTTATGCGT-
TATATTCGCC-3’ (forward) ve 5’-TTAGCGTTGCCAGT-
GCTC-3’ (reverse) primerleri kullanildi. PCR karigimi, ler
ul primerler, 12.5 pl 2xPCR Master Miks (OneTag), 2 pl
DNA ve 21 pl molekiiler su kullanilarak 50 pl olacak sekilde
hazirlandi. PCR islemi sonrasi elde edilen tirtinler % 1’lik
etidyum bromidli agaroz jelde yiiriitiilerek jel goriintiileme
sisteminde goriintiilendi.

Sonuglar

Disk difiizyon testi sonuglarina gére E. coli izolatlarinin
sadece 1/112si (E. coli E87) CAZ ve CTXe kars: direngli
bulundu. E. coli E87 CAZ/CLA ve CTX/CLAya kars1 da
direngli oldugundan GSBL pozitif olarak tanimlandu.
Broth mikrodiliisyon test sonuglarina gére CAZ ve CTX
icin en diigiik MIK sirasiyla 0.016 pg/ml ve 0.064 pg/ml
olarak tespit edildi. Hem CAZ hem de CTX i¢in en yiiksek
MIK 256 pg/ml olarak belirlendi. MIK dagilimlarina gore
en yiiksek frekans 29 izolatta CAZ igin ve 35 izolatta CTX
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icin 2 pg/ml olarak bulundu. Klinik duyarlilik esik deger-
lerine gore E. coli izolatlarinin 18’1 CAZ’ ve 32’si ise CTXe
kars1 direncli olarak nitelendirildi.

E. colide GSBL direncinden sorumlu genlerden biri olan
blaSHV geni molekiiler yontemlerle arastirild1 ve bu gen
hi¢ bir izolatta tespit edilemedi.

Tartisma ve Sonug

B-laktamaz direnci enfeksiyonlarin tedavisinde segenekler-
in azalmasina ve ekonomik kayiplara neden olabilir. Direng
zaman ve bolgesel farliliklar gosterdigi i¢in degiskenlikler
diizenli olarak izlenmelidir.”*"* Ornegin Tiirkiyede GSBL
pozitif izolat sayis1 2004-2007 yillarinda her yil diizen-
li olarak izlenmis ve pozitif izolat sayilarinin oranlari
%3.8den %17.2’ye yiikselmistir."* Yine poliklinik ve yatan
hastalardan 2013-2015 yillar1 arasinda izole edilen E. coli
suslarinin yaklagik %39’u GSBL pozitif bulunmustur.15 Bu
¢aligmanin sonuglarina gére CAZ ve CTXe karst direngli
izolatlarin orani sirasiyla %16.1 ve %28.6 olarak bulunmus-
tur. CAZ ve CTX direngli izolatlarin oranlar1 daha 6nce
Tiirkiyede yapilan diger arastirmalarin sonuglarina gore
daha diisiiktiir. Onceki arastirmalarda her iki antimikro-
biyale kars1 %32-37 oraninda direng tespit edilmistir.'®!
GSBL varliginin arastirilmasi i¢in kullanilan testler ve elde
edilen sonuglar arasinda tutarsizliklar gozlenebilir. Geno-
tipik olarak GSBL pozitif bulunan izolatlar duyarlilik tes-
tlerine gore negatif olarak nitelenebilir.'* Ornegin AmpC
pozitif olup duyarlilik testi sonuglarina gére GSBL negat-
if olarak tanimlanmistir.”” Dolayisiyla tek basina CAZ ve
CTXe kars1 direngli olan E. coli izolat oran1 yiiksek olmasi-
na ragmen izolatlarin negatif GSBL fenotipi gostermesi
GSBL direncinden sorumlu olan diger genlerin arastiril-
masi gerektigini gostermektedir.

GSBL direncin sorumlu olan genler plazmid ve tronspo-
zonlar tizerinde konumlanmuistir. Bu nedenle mobil karak-
terdeki bu genetik fragmanlar bakteriler arasinda GSBL
direncin aktarimini kolaylastirir. Es zamanli GSBL ve diger
bilesiklere kars1 direngli izolatlarin oran1 %50’ lere ulasabil-
ir. Sahintiirk ve ark.® yapilan aragtirmada kullanilan ve
¢oklu ila¢ direng (Multidrug Resistance: MDR) fenotipi
gosteren E. coli izolatlari ile ayni klonlarda yer alan ve bu
arastirmada kullanilan E. coli izolatlarinda GSBL varliginin
¢ok disitk oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore MDR
fenotipi gosteren E. coli izolatlarinda GSBL direng feno-
tipinin bulunma olasilig1 ¢ok disiiktiir. Dolayisiyla MDR
fenotipi, GSBL fenotipi ile her zaman iliskili olmayabilir.

Sonug olarak hayvanlardan izole edilen E. coli izolatlarinda
B-laktam grubu bilesiklere kars: direng¢ gozlense de GSBL

pozitif izolat sayis1 ¢ok diigiik olabilir. Bu arastirmanin
sonuglarina gore MDR pozitif izolatlarin GSBL fenotipine
sahip olma olasilig1 her zaman yiiksek olmayabilir.
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