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OZET

Hastane infeksiyonu etkeni gram-negatif bakterilerde genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ve in-
diiklenebilir beta-laktamaz (IBL) iiretimine bagli antibiyotik direng oranlarinin belirlenmesi hem tedavi basari-
st hem de hastane direng paterninin bilinmesi agisindan énemlidir. Bu galismada, Celal Bayar Universitesi Has-
tanesi'nde 4 yillik siire icinde soyutlanan 239 nozokomiyal gram-negatif bakteride GSBL ve indiiklenebilir
beta-laktamaz varligi arastirilmistir. GSBL saptamak icin ¢ift disk sinerji, IBL saptamak icin direkt indiiksiyon
testi kullanilmistir. Genis spektrumlu sefalosporinler, aztreonam, sefoksitin ve beta-laktamaz inhibitorlerine
direngli, imipeneme duyarli bakteriler ise stabil dereprese mutant olarak kabul edilmistir. Klebsiella pneumo-
niae kdkenlerinin %41.7’si, Escherichia coli kdkenlerinin %13.4’'ti ve Enterobacter spp. kdkenlerinin %4.8’in-
de GSBL, Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin %48.5’i, Enterobacter spp. kokenlerinin %19.0’unda IBL ire-
timi saptanmis, Citrobacter spp. kdkenlerinin %20.0’si, Enterobacter spp. kékenlerinin %14.3’u, P. aerugino-
sa kokenlerinin %12.1’inin ise stabil dereprese mutant oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cift disk sinerji testi, Direkt indiiksiyon testi, Genislemis spektrumlu beta-laktamaz,
indiiklenebilir beta-laktamaz, Nozokomiyal gram-negatif bakteri, Stabil dereprese mutant

SUMMARY
Investigation of Extended Spectrum and Chromosomal Beta-Lactamases in
Nosocomial Gram-Negative Bacteria

Determination of resistance rates due to extended spectrum beta-lactamases (ESBL) and inducible beta-
lactamases in nosocomial gram-negative bacteria is important both for the successful management of the pa-
tient and the survey of antibiotic resistance patern within the hospital. In this study ESBL and inducible beta-
lactamase activity in two hundred thirty-nine, gram-negative bacteria isolated from nosocomial infections in
Celal Bayar University Hospital during four years were examined. ESBL and inducible beta-lactamase activity
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were investigated by double disk synergy and direct induction tests, respectively. The bacteria resistant to
broad spectrum cephalosporins, aztreonam, cefoxitin, beta-lactamase inhibitors and sensitive to imipenem
were accepted as stabile derepressed mutant. IBL activity was detected as 48.5% in P. aeruginosa and 19.0%
in Enterobacter spp. while there was ESBL activity in 41.7%, 13.4%, 4.8% of K. pneumoniae, E. coli and En-
terobacter spp, respectively. Rates of stabile derepressed mutant was also determined 20.0% in Citrobacter
spp, 14.3% in Enterobacter spp. and 12.1% in P. aeruginosa.

Key Words: Direct induction test, Double disk synergy test, Extended spectrum beta-lactamases, indu-
cible beta-lactamases, Nosocomial gram-negative bacteria, Stabile derepressed mutant

Giiniimiizde beta-laktam antibiyotiklere kars: di-
ren¢ gelisiminde, en 6nemli mekanizma beta-lakta-
maz enzim {iretimidirlll. Baslangicta Staphylococ-
cus aureus’da saptanan beta-laktamazlar, daha son-
ra basta E. coli olmak iizere diger gram-negatif bak-
terilerde de gosterilmistir. Tipta yeni beta-laktam an-
tibiyotiklerin iretilmesindeki gelismelere bakteriler
de, yeni beta-laktamaz iiretimi ile yanit vermislerdir.
Beta-laktamazlar ilk olarak 1970 yilinda Richmond
ve Jack, son olarak da 1995'de Bush, Jacoby, Me-
deiros tarafindan fonksiyonel ézelliklerine gére sinif-
landinlmislardir2]l. Beta-laktamaz enzimleri kromo-
zomal veya plazmid kaynakli olabilir. Genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) plazmidik, in-
diiklenebilir ve yapisal (konstitiitif) beta-laktamazlar
ise kromozomal kaynaklidir.

Beta-laktamazlara bagh direnc, rutin duyarhlik
yontemleriyle gosterilemeyebilir ve yanhs antibiyotik
duyarlihk sonuclaryla karsilasilabilirl3-4l. Ornegin,
GSBL tireten suslar seftriakson ve sefotaksim gibi
genis spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonama in
vitro kosullarda duyarli bulunabilir. Ayrica, IBL fire-
ten suslar antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarh bu-
lunsalar bile, neden olduklari infeksiyonlarin tedavisi
stabil dereprese mutantlarin olusabilmesi nedeniyle
basarisizlikla sonuclanabilirll,4:51. Bu nedenlerle te-
davisi zor, pahali ve mortalitesi yiiksek olan hastane
infeksiyonlarina neden olan bakterilerde GSBL ve
IBL tipi beta-laktamazlara bagh antibiyotik direnci-
nin varhgi, hem epidemiyolojik hem de tedavi basa-
nis1 yoniinden arastiriimalicir®l. Sunulan bu cahsma-
da, hastanemizdeki hastane infeksiyon etkeni gram-
negatif bakterilerde GSBL ve IBL {iretim sikhigimnn
belirlenmesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Celal Bayar Universite Hastanesi'nde 1996 yilin-
dan bu yana CDC kriterlerine gére tanimlanan has-
tane infeksiyonlarindan etken olarak soyutlanan top-
lam 239 gram-negatif bakteri calismaya alindil7l.
Acinetobacter suslar, beta-laktamaz tiretimi ile an-
tibiyotik duyarhlik testleri arasindaki iliski kesin ola-

rak standardize edilemedigi icin calisma disi birakil-
di. Bakterilerin tanimlanmasinda biyokimyasal test-
lerin yam sira API 20E ve API 20NE (Bio Mérieux,
Fransa) sisteminden de yararlanildil®l. Bakterilerin
cesitli antibiyotiklere duyarhliklarn “National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)”
M100-S9 énerilerine uygun olarak disk diftizyon tes-
tiyle yapildil®). Enterobacteriaceae iiyeleri icin ampisi-
lin (AMP), sefazolin (CZ), amoksisilin-klavulanik asit
(AMQ), sefuroksim (CXM), sefotaksim (CTX), seftri-
akson (CRO), sefoksitin (FOX), piperasilin (PIP), gen-
tamisin (GN), amikasin (AK), siprofloksasin (CIP),
imipenem (IMP) ve trimetoprim/sulfametoksazol
(SXT) duyarhiliklar; Pseudomonas aeruginosa icin
seftazidim (CAZ), sefoperazon (CFP), sefepim (FEP),
sefoksitin, aztreonam (ATM), imipenem, gentamisin,
amikasin ve siprofloksasin duyarhliklari arastirldi.
Cahsmada standart sus olarak E. coli ATCC 25922,
P, aeruginosa ATCC 27853 kullanild:.

Bakterilerin GSBL {iretimi ¢ift disk sinerji testi ve
NCCLS’in 6nerdigi belli antibiyotiklerin (CAZ,
CRO, ATM) zon caplan dlctilerek arastirildi. Bunun
icin McFarland 0.5 bulaniklhkta hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan Mueller Hinton agara yiizeyel
ekim yapildi. Daha sonra 20 pg AMC diski cevresi-
ne merkezler arasi uzakliklart 30 mm olacak sekilde
30 pg’lik CAZ, CTX ve ATM diskleri (Oxoid) yerles-
tirildi. Plaklar 35°C’de, aerop kosullarda, 18 saat in-
kiibe edildikten sonra CAZ, CRO ve ATM diskleri
cevresindeki inhibisyon zonunun AMC diskine dog-
ru belirgin olarak genislemesi veya diskler arasinda-
ki bolgede bir inhibisyon alaninin gézlenmesi GSBL
pozitif olarak degerlendirildil10-13]. Zon caplar siner-
ji belirlenemeyecek kadar dar oldugunda diskler ara-
st mesafe 20 mm'ye indirilerek test tekrarlandi. Pro-
teus suslarinda ise biiyiik inhibisyon zonlar1 sinerji-
nin goriilmesini engelleyebileceginden diskler arasi
mesafe 40 mm’'ye cikartildil13-15]. Sinerjinin sapta-
namadigl, ancak genis spektrumlu sefalosporinlere
direncli, AMC ve FOX’a duyarl suslar da GSBL po-
zitif olarak kabul edildill.2.151. NCCLS, K. pneumo-
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niae ve E. coli kdkenleri icin bazi genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonam diskleri cevresinde olu-
san zon caplarinin, GSBL iiretimi konusunda 6n fi-
kir verebilecegini belirtmektedir. Bu sinirlar seftazi-
dim icin £ 22 mm, sefotaksim ve aztreonam icin <
27 mm’dir ve bu degerler aym komite tarafindan
onerilen dlciilere gére duyarh oldugu kabul edilmesi
gereken sinirlart da kapsamaktadir (disk difiizyon
testinde duyarlilik simnirlar seftazidim icin > 18 mm,
sefotaksim icin > 23 mm ve aztreonam icin ise > 22
mm)%. Bu nedenle cahsmada aztreonam ve sefalos-
porin diskleri cevresinde olusan zon caplan da kay-
dedildi.

Indiiklenebilir beta-laktamaz {iretimini saptama-
da direkt indiiksiyon testi kullanildi. Bunun icin orta-
va indiikleyici olarak FOX, bunun cevresine merkez-
ler arasi uzaklik 30 mm olacak sekilde sirasiyla CTX,
IMP, CFP, CAZ ve ATM diskleri yerlestirildi. ATM ve
genis spektrumlu sefalosporin inhibisyon zonlarinin,
FOX ve IMP disklerine bakan yiizlerinde 4 mm’nin
{izerinde daralma saptanmasi IBL porzitif olarak de-
gerlendirildi. Disk araliklari GSBL testinde oldugu gi-
bi modifiye edildi. Indiiksiyon testi negatif, ancak ge-
nis spektrumlu sefalosporinler, ATM, FOX ve beta-
laktamaz inhibitérlerine direncli, IMP’ye duyarh bak-

teriler stabil dereprese mutant olarak kabul edil-
dil13.15].

BULGULAR

Calismaya alinan 239 bakterinin tiirlere ve beta-
laktamaz iiretimine gore dagihm Tablo 1’de géste-
rilmistir.

GSBL saptanan 20 K. pneumoniae’nin 15’in-
de, 11 E. coli'nin 9’'unda GSBL varlig1 sadece cift

disk sinerii testiyle, diger bakterilerde ise genis spekt-
rumlu sefalosporinlere direnc ve AMC ile FOX du-
varlihgina gore belirlenebilmistir. Ayrica NCCLS'’in
belirledigi antibiyotik duyarhlik sinirlari dikkate alindi-
ginda (CAZ icin > 18 mm, CTX i¢in > 23 mm, ATM
icin > 22 mm), calismamizda yukaridaki yontemler-
le GSBL tiretimi gosterilen K. pneumoniae koken-
lerinden seftazidim icin 5’inin, sefotaksim icin
11’inin, aztreonam icin de 10’unun inhibisyon cap-
larinin NCCLS’in belirledigi duyarli, ancak kuskulu
GSBL zon sinirlan icinde yer aldigi saptanmustir. Bu
sayilar E. coli (n= 11) kékenleri icin siraswyla 2, 5, 3
ve Enterobacter spp. (n= 1) kdkenleri icin ise sira-
swla 0, 1, 1 olarak bulunmustur.

Indiiklenebilir beta-laktamaz ve GSBL iireten
tiim bakterilerde imipeneme direnc¢ saptanmarmus, 4
P, aeruginosa ve 2 K. pneumoniae susunda siprof-
loksasine direnc gdsterilmistir.

TARTISMA

Genetik orjinleri ve yayihm &zellikleri nedeniyle
GSBL ve IBL lere bagh direnc, hastane infeksiyonla-
rinin tedavisindeki basarisizlik nedenleri arasinda bii-
yilk bir yer tutmaktadir(16l. Plazmid kaynakh olan
GSBL enzimleri ayni tiirlere ve diger tiir bakterilere
hizla yayilabilmektedir. Ayrica, IBL tireten suslarin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisine genis spekt-
rumlu sefalosporinlerle devam edilmesi durumunda
stabil dereprese mutantlar olusmakta ve bunlar hizla
hastane florasina yerlesmektedir(1.5.6]. Ayni seleksi-
yon GSBL ireten suslar icin de gecerlidir. Yapilan
bir calismada seftazidim kullaniminin fazla oldugu bi-
rimlerde, bu antibiyotigin kullaniminin kisitlanmasiy-
la birlikte GSBL iireten K. pneumoniae infeksiyon-

Tablo 1. Calismaya alinan bakterilerin tiirlere ve beta-laktamaz iiretimine gore dagilimi

Etken n (%)* iBL Stabil dereprese mutant GSBL (%)**
e fscherichia coli 82 (34.3) - 11 (13.4)
e Pseudomonas aeruginosa 66 (27.6) 32 (48.5) 8 (12.1) -
e Klebsiella pneumoniae 48 (20.1) - 20 (41.7)
e Enterobacter spp. 21 (8.8) 4 (19.0) 3(14.3) 1(4.8)
e Proteus spp. 11 (4.6) - -
e Citrobacter spp. 5(2.1) - 1(20.0) -
e Serratia spp. 3(1.3) - -
e Morganella spp. 2 (0.8) - -
e Salmonella spp. 1(0.4) - -
 Toplam 239 36 (15.1) 12 (5.0) 32 (13.4)
* Sttun ylizdesi, ** Satir ytizdesi, IBL: indiiklenebilir beta-laktamaz, GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz.
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larinin sikhiginda azalma oldugu gésterilmistir17]. Bu
nedenle hastane infeksiyonlarina neden olan bakte-
rilerin antibiyotik duyarliliklan ile direnc¢ paternleri-
nin bilinmesi ve izlenmesi ile diren¢ gelisimini engel-
lemek miimkiin olabilir.

Antibiyotik kullanimyla yakindan iligkili olan
beta-laktamazlara bagh direnc oranlari, antibiyotik
kullanim 6zelliklerine bagh olarak iilkeden (iilkeye,
hastaneden hastaneye ve aym hastane icindeki bi-
rimden birime degisiklik géstermektedir. Ulkemizde
bu konuyla ilgili yapilan calismalarda GSBL orani K.
pneumoniae kékenleri icin %5-60, E. coli kékenle-
ri icin %0-30 arasinda degismektedir(18-24]1. P geru-
ginosa kokenleri icin ise kromozomal kokenli beta-
laktamaz tiretim oranlar1 %60-95 arasinda oldugu
vayinlanmistirl22-26], Cahismarmizda GSBL oram K.
pneumoniae kokenlerinde %41.7, E. coli kbkenle-
rinde %13.4, Enterobacter spp. kdkenlerinde ise
%4.8 olarak saptanmustir. IBL orani P. aeruginosa
kokenlerinde %48.5, Enterobacter spp. kdkenlerin-
de %19; stabil dereprese mutant oranlar ise P, ae-
ruginosa kokenlerinde %12.1, Enterobacter spp.
kokenlerinde %14.3, Citrobacter spp. kokenlerinde
%20 olarak bulunmustur.

Calismalarda bildirilen yiiksek oranlar, bunlarin
rutin olarak arastirlmasi gerekliligini géstermektedir.
Ancak her zaman beta-laktamazlara bagh direnc, ru-
tin antibiyotik duyarhlik testleriyle saptanamayabilir.
Ornegin TEM-7, TEM-10 ve TEM-26 gibi GSBL
enzim tiplerini salgilayan bakteriler in vitro kosullar-
da ticiincii kusak sefalosporinlere duyarh bulunabilir-
ler. Bu yalanci duyarhlik sonuclanm dislayabilmek ve
beta-laktamaz varhgini belirleyebilmek icin gelistiril-
mis standart testler vardir. Gram-negatif bakterilerin
{irettigi beta-laktamazlarin genislemis spektrumlu ve-
va indiiklenebilir olup olmadigi ancak indirekt beta-
laktamaz testleriyle anlasilabilir. GSBL saptamak icin
cift disk sinerji, IBL icin direkt indiiksiyon testi kulla-
nilir. BL ve GSBL varligi her zaman 6zel disk dizili-
mi esasina dayanan indirekt beta-laktamaz testleriy-
le gosterilemeyebilir. Bu nedenle NCCLS’in GSBL
iretimi icin belirlemis oldugu inhibisyon zon caplari-
na da (seftazidim < 22 mm, sefotaksim ve aztre-
onam < 27 mm) dikkat edilmesi &nerilmektedir. Ca-
lismamizda da NCCLS’in belirledigi antibiyotik du-
varlilik inhibisyon zon caplan dikkate alindiginda,
GSBL pozitif olan K. pneumoniae kékenlerinden
seftazidim icin 5’inin, sefotaksim icin 11’inin, aztre-
onam icin de 10’unun “duyarli” kabul edilen, ancak
kuskulu GSBL zon capi simirlarn icinde oldugu sap-
tanmustir. Bu sayilar E. coli (n= 11) kdkenleri icin si-

raswyla 2, 5, 3 ve Enterobacter spp. (n= 1) kéken-
leri icin ise sirasiyla 0, 1, 1 olarak bulunmustur.

Sonug olarak antibiyotik disk dizilimine dikkat
edilerek, ek maliyet olmadan Klinik olarak oldukca
onemli olan beta-laktamaz enzimleri saptanabilmek-
tedir. Tedavi basarisizhginin en énemli nedeninin di-
renc oldugu hastane infeksiyonlarinda, etken mikro-
organizmalarin beta-laktamaz tiretimi arastirilmah ve
antibiyogram sonuglari yorumlanarak klinisyene bil-
dirilmelidir.
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Doc. Dr. Dilek COLAK
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali,

07070 ANTALYA
Tel: 0242 227 43 43 / 33246
Faks: 0242 227 25 35
e posta: colak@med.akdeniz.edu.tr

Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji

Doc. Dr. Filiz GUNSEREN
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi

Anabilim Dali,
07070 ANTALYA
Tel: 0242 227 43 43 / 24101
Faks: 0242 227 25 35
e posta: giinseren@med.akdeniz.edu.tr
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