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OZET

Plazmid kontroliinde genislemis spektrumlu beta-laktamaz veya kromozomal induiklenebilir beta-laktamaz
sentezleyen suslar hastanelerde yaygindir. Hastane k&kenli suslarda beta-laktamaz yapiminin ortaya ¢ikarilma-
si, tedavide kullanilacak antibiyotiklerin segiminde yol géstermesi bakimindan 6nemlidir.

Bu calisma hastanemizde genislemis spektrumlu ve kromozomal beta-laktamaz sikhigini saptamak ve rutin
incelemeye gerek olup olmadigini incelemek amaciyla yapildi. Hastanemizde Kasim 1996-Haziran 1997 tarih-
leri arasinda infeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak tanimlanan 138
gram negatif bakteri ¢alisma kapsamina alindi. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlari (ESBL) saptamak igin
cift disk sineriji testi, indiiklenebilir beta-laktamazlari saptamak igin direkt induksiyon testi kullanildi. ESBL 55
Klebsiella pneumoniae’'nin 34’tinde (%61.8), 4 Klebsiella oxytoca’nin I’inde, 25 Escherichia coli'nin 2’sinde, 26
Enterobacter spp.’nin I’inde ve 5 Salmonella spp.’nin 4’iinde saptandi. Kromozomal beta-laktamaz direnci |7
Pseudomonas spp.’nin 16’sinda (%94.1), 26 Enterobacter spp.’nin 20’sinde (%76.9), 55 K. pneumoniae susu-
nun 2’sinde ve 3 Citrobacter spp.’nin 2’sinde saptandi. Saptanan kromozomal beta-laktamazlardan 9’u induk-
lenebilir, 31’i ise konstitiitif beta-laktamazdi. indiiklenebilir beta-laktamazlarin tiimii Pseudomonas tiirlerinde
saptand..

Anahtar Kelimeler: Nozokomiyal gram negatif bakteri, Genislemis spektrumlu beta-laktamaz, Kromozo-
mal beta-laktamaz, Cift disk sineriji testi, Direkt indiiksiyon testi

SUMMARY
Detection of Extended Spectrum and Chromosomal Beta-lactamases in
Nosocomial Gram Negative Bacteria

The gram negative strains which produce plasmid mediated extended spectrum beta-lactamases (ESBL)
or inducible beta-lactamases are common at hospitals. To demonstrate the production of beta-lactamases in
hospital strains is important in order to choose the proper antibiotics which are going to be used for the
treatment of these strains.

# Bu calisma 8. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklart Kongresi'nde sunulmustur (6-10 Ekim 1997, Antalya).
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This study is done for determining the rates of ESBL and inducible beta-lactamases and to establish whet-
her there is any need for the routine examination. One hundred and thirty-eigth gram negative bacteria
which were defined as nosocomial infection agents by the hospital infection control committee between Oc-
tober 1996-June 1997 were used in the study. Double disk synergy test was used to determine ESBL and di-
rect induction test was used to designate inducible beta-lactamase. ESBL is determined among 34 of 55 Kleb-
siella pneumoniae (61.8%), | of 4 K. oxytoca, 2 of 25 Escherichia coli, | of 26 Enterobacter spp. and 4 of 5
Salmonella spp. strains. Chromosomal beta-lactamase resistance is determined in 16 of |7 Pseudomonas spp.
(94.1%), 20 of 26 Enterobacter spp. (76.9%), 2 of 55 K. pneumoniae and 2 of 3 Citrobacter spp. strains. Nine
of chromosomal beta-lactamases were inducible and 31 were constitutive. All inducible beta-lactamases were

determined at Pseudomonas species.

Key Words: Nosocomial gram negative bacteria, Extended spectrum beta-lactamases, Chromosomal
beta-lactamase, Double disk synergy test, Direct induction test

Beta-laktamazlar beta-laktam antibiyotiklere kar-
st bakterivel direncin en yaygin nedenidirler. Yeni
enzimler ve eski enzimlerin yeni sekilleri Enterobac-
teriaceae ailesine karsi etkili genislemis spektrumlu
sefalosporinlerin tedavi degerini tehdit etmektedir.
Beta-laktamazlar ik olarak 1970 yilinda Richmond
ve Jack tarafindan smiflandirilmis ve 1973’de bu si-
niflandirma Richmond ve Sykes tarafindan genisle-
tilmistir. 1989’da Bush tarafindan yeniden organi-
zasyonu yapilmis ve 1995’de giincellestirilmistir(1].

Kromozomal beta-laktamazlar Salmonella cinsi
bakteriler hari¢ tiim Enterobacteriaceae ailesinde
bulunmaktadir. Miktari, tiretim sekli ve dirence katki-
s1 degiskendir. Enterobacter spp., Citrobacter fre-
undii, Serratia spp., Morganella morganii, Proui-
dencia stuartii, Providencia rettgeri ve Pseudomo-
nas aeruginosa indiiklenebilir beta-laktamaza sahip-
tir. Beta-laktamazlar beta-laktam antibiyotiklerin
yoklugunda diistik miktarda sentezlenirken, beta-lak-
tam antibiyotik varliginda gecici olarak enzim sente-
zi artmaktadir. Siirekli tiretim (konstitiitif, derepres-
yon veya stabil derepresyon) mutasyonla artabilir(].

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (exten-
ded spectrum beta lactamase = ESBL) ilk olarak Al-
manya ve Fransa'da tanimlanmis, daha sonra tiim
diinyada rapor edilmistir. ESBL’nin {iretim ve yayil-
mini diizenleyen mekanizmalar nedeniyle sayilarinda
hizli bir artis olmusturl2l.

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlara ait
genler plazmidlerde veya kromozomlarda yerlesmis
olabilir. Bu enzimlere sahip bakteriler epidemik has-
talik olusabilen boliimlerde 6zellikle yogun bakim
initelerinde saptanmaktadirlar. Direncli tiirlerin
olusmasindaki risk faktérleri hastanede kahs siiresi-
nin uzamasi ve invaziv girisimlerin sikhig olarak bu-
lunmusturl3l.

Plazmid kontroliinde genislemis spektrumlu be-
ta-laktamaz ve kromozomal indiiklenebilir beta-lak-
tamaz sentezleyen suslar hastanelerde yaygindir.
Hastane kokenli suslarda beta-laktamaz yapimimn
ortaya cikarilmasi tedavide kullanilacak antibiyotikle-
rin seciminde yol gdstermesi bakimindan énemlidir.

Cogu kez diren¢ genlerini tasiyan nozokomiyal
suslarda indiiklenebilir kromozomal beta-laktamazlar
ile ESBL’lere bagl direnc rutin antibiyotik duyarhlik
testlerinde taninamadigindan bu tip beta-laktamazla-
ra sahip bakterilerde direnci tam olarak saptayabil-
mek amaciyla antibiyogramda 6zel testlerin yapilma-
st ve yorumlamay1 saglayacak sekilde disk diziliminin
uygulanmasi énerilmektedirl4l.

Bu calisma hastanemizde gram negatif bakteri-
lerde ESBL ve kromozomal beta-laktamaz oranlari-
1 saptamak ve rutin incelemeye gerek olup olmadi-
g irdelemek amaciyla yapildi.

MATERYAL ve METOD

Calisma Kasim 1996-Haziran 1997 tarihleri
arasinda Saghk Bakanligi Ankara Hastanesi Mikro-
biyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari'nda ya-
pildi. Hastanemiz infeksiyon Kontrol Komitesi tara-
findan nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak 152
gram negatif bakteri tanimlandi. Bunlardan 14 Aci-
netobacter izolati degerlendirmeye alinmadi. Kalan
138 gram negatif bakteri calisma kapsamina alindi.
Mikroorganizmalarin identifikasyonunda konvansi-
yonel yontemler kullanildi. Antibiyotik duyarlilik test-
leri icin kullalan sefotaksim (CTX 30 pg), seftizok-
sim (ZOX 30 pg), amoksisilin/klavulonat (AMC 20
png/10 pg), seftazidim (CAZ 30 pg), seftriakson
(CRO 30 pg), aztreonam (ATM 30 pg), sefoperazon
(CFP 75 pg) ve sefoksitin (FOX 30 ng) diskleri Dif-
co'dan temin edildi. Antibiyotik duyarhhk testleri
“National Commitee for Clinical Laboratory Stan-
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dards (NCCLS)” protokoliiniin énerdigi sekilde ya-
pildidl. ESBL'vi saptamak icin cift disk sinerji yénte-
mi kullanildil2l. 37°C’de bir gecelik inkiibasyondan
sonra amoksisilin/klavulonat diskine dogru sefotak-
sim, seftizoksim, seftazidim, seftriakson veya aztre-
onam inhibisyon zon capinin genislemesi ESBL ol-
dugunu gosterdi. Sinerji gériilmemesine ragmen ge-
nis spektrumlu sefalosporinlere direncli, beta-lakta-
maz inhibitérlerine ve sefoksitine duyarh olan suslar
ESBL pozitif kabul edildi.

Indiiklenebilir beta-laktamazlar saptamak icin di-
rekt indiiksiyon testi yapildiltl. 37°C’de bir gecelik
inkiibasyondan sonra sefotaksim, sefoperazon veya
seftazidim disklerinin cevresindeki inhibisyon zonu-
nun indiikleyici ajan sefoksitine yakin kenarda diiz-
lesme géstermesi pozitif olarak kabul edildi. Direkt
indiiksiyon testi disinda mikroorganizmanin sefoksi-
tin ve amoksisilin/klavulonata direncli olmasi indiik-
lenebilir beta-laktamaz yéniinden pozitif olarak ka-
bul edildil4l. Ayrica genis spektrumlu sefalosporinler,
aztreonam, sefoksitin ve beta-laktamaz inhibitérleri-
ne direncli, imipeneme duyarh bakteriler konstitiitif
kromozomal beta-laktamaz varh@: pozitif olarak de-
gerlendirildil4l. Calisma her iki yéntem icinde disk
mesafesi 30 mm ve 20 mm olacak sekilde her bir
sus icin dort plak kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Nozokomiyal 138 gram negatif bakterinin 40’in-
da kromozomal beta-laktamaz, 42’sinde ESBL sap-
tandi. ESBL ve kromozomal beta-laktamaz dagilimi
Tablo 1'de gosterilmistir.

Kromozomal beta-laktamazlarin 9’u indiiklenebi-
lir beta-laktamazdi. Bunlardan 7’si direkt indiiksiyon
testi ile saptandi ve tiimii Pseudomonas tiirlerinde
gorildii.

ESBL'nin hepsi cift disk sinerji yontemiyle sap-
tandi. Bu dénemde izole edilen Aeromonas spp.,
Morganella spp. ve Serratia spp.’de ESBL ve kro-
mozomal beta-laktamaz saptanmadi. Acinetobac-
ter’lerdeki beta-laktam antibiyotiklere direnc ile be-
ta-laktamaz tiretimi arasindaki iliski heniiz tam ola-
rak aydinlatilamadigindan nozokomiyal infeksiyon

etkeni olarak izole edilen 14 Acinetobacter susu ca-
lisma dis1 birakildilt,

Iki K. pneumoniae izolatinda konstitiitif kromo-
zomal beta-laktamaz varlig: saptandi.

Enterobacter spp. izolatlarmin bir tanesinde
ESBL varh@ tespit edildi.

Diskler arasi mesafe 20 mm oldugunda 42 susta
ESBL iiretimi saptanirken, disk mesafesi 30 mm ol-
dugunda ESBL saptanan suslarin sadece dokuzunda
sineriji testi pozitif olarak degerlendirildi.

Diskler arast mesafe 20 mm oldugunda yedi Pse-
udomonas susunda direkt indiiksiyon testi pozitif-
ken, disk mesafesi 30 mm oldugunda bes susta in-
diiksiyon saptanabildi.

TARTISMA

Beta-laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler ve
benzeri beta-laktam antibiyotikleri hidrolize eden ve
bu antibiyotiklere direnc gelisimine neden olan en-
zimlerdir. Bu enzimlerin {iretimi, basta Enterobacte-

Tablo 1. Nozokomiyal gram negatif bakterilerde ESBL ve kromozomal beta-laktamazlarin dagilimi

Bakteriler Toplam Kromozomal beta-laktamaz ESBL
indiiklenebilir Konstitiitif

® K. pneumoniae 55 2 34
® K. oxytoca 4 - - 1
e E. coli 25 - - 2
e Enterobacter spp. 26 - 20 1
e Salmonella spp. 5 - - 4
e Pseudomonas spp. 17 9 7 -
e Citrobacter spp. 3 - 2 -
® Aeromonas spp. 1 - - -
e Morganella spp. 1 - - -
e Serratia spp. 1 - - -
e Toplam 138 9 31 42
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riaceae tliyeleri olmak tizere bir cok bakteri tiiriiniin
beta-laktam antibiyotiklere direncindeki en &nemli
mekanizmadir(1,6],

Bir Enterobacteriaceae tiyesi genis spektrumlu
sefalosporinlere direncli, fakat beta-laktamaz inhibi-
tér kombinasyonlarina, sefoksitine duyarh ise muh-
temelen ESBL mevcuttur. Ancak suslarin cogu genis
spektrumlu sefalosporinlere duyarli gériinebilir. Bu
nedenle bu enzimleri tireten bakterileri saptamada
cift disk sinerji testi tavsiye edilmektedirl4l. Bu gru-
bun en 6nemli 6zelligi kolay vayilabilir olmasi ve
hastane infeksiyonlarinda sorun olusturmasicir!7.8l.
ESBL’ler diinyanin her tarafinda pek cok hastanede
patojenik gram negatif bakterilerin cogunda saptani-
yorken, ozellikle Klebsiella izolatlarinda sikhir8l. K.

pneumoniae en sik ESBL {ireten mikroorganizma-
dirl2l,

Calismamizda 55 K. pneumoniae’'min 34’tinde
(%61.8) ve 4 K. oxytoca’nin 1’'inde, 25 E. coli'nin
2’sinde, 26 Enterobacter spp.’nin 1’inde ve 5 Sal-
monella spp.’nin 4’tinde cift disk sinerji yontemi ile
ESBL saptandi. K. pneumoniae’da Glilay ve arka-
daslart %88.6, Akata ve arkadaslan %44 oraninda
ESBL saptamuslardirl9:.10. Ayrupa’da Klebsiella'la-
rn %20-25’inde, Fransa’da %30-40’inda ESBL
saptanmistir{ll, ESBL iireten organizmalara bagh ge-
lisen iyi tanimlanmis epidemilerin cogu Avrupa’da
olusmustur. Bununla birlikte Amerika’da son bir kac
yil icinde en az bes epidemi tammlanmstir. Meyer
ve arkadaslart New York’da bir hastanede iki yillik
bir periyodda olusan genis bir epidemi tanimlamus-
lardir (155 hastadan 432 izolat)(8l.

Klebsiella’lar genellikle kromozomal sinif A be-
ta-laktamaz enzimlerine sahiptirler. K. pneumoniae
izolatlarmin ¢ogu kromozomal SHV-1 beta-lakta-
mazlara sahiptir, bu beta-laktamazlarimin hepsi kons-
tittitiftir ve genellikle diistik seviyelerde tiretilirler an-
cak SHV-1 enzimi plazmid gecisli oldugu zaman
yiiksek seviyelerde tiretilirlll. Calismamizda iki K.
pneumoniae izolatinda konstitiitif kromozomal be-
ta-laktamaz varligr pozitif olarak bulunmustur.

Calismamizda ESBL saptanan 34 K. pneumoni-
ae’'nin 181 (%52.9) hastanemiz yenidogan servisin-
de aym dénemde yatan hastalarda olusan bir epide-
mi sirasinda kan kiiltiirlerinden izole edilmistir. Tim
bu cahsmalarda elde edilen sonuclar iilkeler ve has-
taneler arasinda ESBL sikhgmnin degisken oldugu go-
ristinti desteklemektedir.

Gaitadan izole ettigimiz tic S. paratyphi B ve bir
S. typhimirium susunda ESBL saptanmasi 6zellikle
epidemiyolojik bir sorun olan Salmonella infeksi-

yonlarinda direnc gelisiminin izlenmesi acisindan
o6nemli bulunmustur.

E. cloacae gibi ESBL e ilave olarak asir1 miktar-
da sefalosporinaz iireten tiirlerde sefotaksim, seftazi-
dim ve aztreonama direncin yiiksek seviyeleri yalan-
c1 negatif sinerji testinden sorumludur.

Sineriji, diskler arasindaki uzaklik 30 mm oldugu
zaman saptanamadiginda, uzaklik 20 mm’ye indiri-
lerek saptanabilirl?l. Calismamizda cift disk sinerji
testinde disklerin merkezden uzaklhklari 30 mm ol-
dugunda ESBL iireten 42 susun 9unda (%21.4),
disk uzakliklart 20 mm oldugunda 42 susun tama-
minda (%100) ESBL saptanmis ve disk mesafesinin
sonuclart 6nemli oranda etkiledigi goriilmistiir. Gi-
lay ve arkadaslann 44 K. pneumoniae susunun disk
mesafesi 30 mm oldugunda %56.8’inde, 20 mm ol-
dugunda %88.6’sinda ESBL saptamuslardir11]l. Bu
nedenle disk mesafesi 30 mm oldugunda ESBL sap-
tanmadiginda mesafenin 20 mm’ye indirilerek yapil-
masinin uygun oldugu diistiniilmektedir.

Kromozomal beta-laktamazlar gram negatif bak-
terilerin bir cogunda yaygin olarak bulunmaktadir.
Tirlere baglh olarak indiiklenebilir, yiiksek diizeyde
konstitiitif veya diisiik diizeyde konstitiitif olabilir. E.
cloacae, E. aerogenes, Citrobacter spp., M. mor-
ganii, Serratia spp., Providencia spp., P. aerugino-
sa ve diger Pseudomonas tiirlerindeki kromozomal
beta-laktamazlar indiiklenebilir &zellige sahiptirlll.
Beta-laktamaz dereprese mutantlar, indiiklenebilen
beta-laktamaz sentezleyen bakteri toplumlarinda la-
bil zayif indiikleyiciler ile tedavi sirasinda ortaya cik-
maktadirlar. Bunun nedeni, bu bilesiklerin indiikle-
nebilen hiicreleri éldiirmesi, buna karsin 10 siklik-
la ortaya cikan dereprese mutantlarin seleksiyonuna
yol acmasidir12]. Stabil dereprese mutantlar yiiksek
oranda E. cloacae klinik izolatlarinda gériiliir{13].

Calismamizda 26 Enterobacter spp.’nin 20’sin-
de (%76.9), 17 Pseudomonas spp.nin 16’sinda
(%94.1) ve 3 Citrobacter spp.’nin 2’sinde kromozo-
mal beta-laktamaz saptandi. Bunlardan sadece 9
Pseudomonas susu (%56.2) indiiklenebilir &zellik-
teydi. Akata ve arkadaslari Pseudomonas’larda
%41.2, Enterobacter spp.’de %22 oraninda kro-
mozomal beta-laktamaz saptamislardirl9l. Yapilan bir
calismada E. cloacae’da %70-90 arasinda derepres-
yon goriilmiistiirlll. Calismamizda stabil dereprese
mutant olarak bulunan 20 E. cloacae susunun 13’
hastanemizde yenidogan servisinde cikan bir epide-
mi sirasinda kan Kkiiltiirlerinden izole edilmistir.

Yapilan calismalar normal kosullarda yapilan an-
tibiyotik duyarhlik testlerinde ESBL yapan bakterile-

Flora 1999;4(2):102-106

105



Kuzucu C, Kabakcioglu M, Ozisik A,
Ezen F, Acar NS.

Nozokomiyal Gram Negatif Bakterilerde Genislemis Spektrumlu
ve Kromozomal Beta Laktamaz Varhgimn Saptanmasi

rin hemen yarisinin tamnamadigini ve yanlis olarak
3. kusak sefalosporinlere ve monobaktamlara duyar-
It bulunduklarini géstermektedirl7l. Calismamizda 31
nozokomiyal gram negatif bakteri zel disk dizilimi
olmadan yapilan rutin antibiyogramda hatali olarak
duyarh bulunmustur.

Sonuc olarak hastanemizde ESBL'nin ¢cok yiik-
sek oranlarda saptanmasi nedeni ile tiim nozokomi-
yal infeksiyonlarda &zel disk dizilimi ile rutin olarak
test edilmesinin gerekli oldugu diistintilmiistiir. In-
diiklenebilir beta-laktamazlar saptayan testlerin du-
varlihigi %80 civarinda oldugundan bakterilerin tiir
diizeyinde saptanmasi yeterli olarak goriilmekte-
dirlll. Bununla birlikte laboratuvarimizda tiir diizeyin-
de identifikasyon yapildigindan ve antibiyogramlar-
da ek bir maliyet getirmediginden énerilen disk dizi-
limi ile indiiklenebilir beta-laktamazlarin test edilme-
sinin uygun oldugu diisiiniilmektedir.
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