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OZET

Hastanede yatan hastalarin gesitli klinik érneklerinden soyutlanan, genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) yapan 50 Klebsiella pneumoniae susunun bazi antibiyotiklere duyarlliklari Kirby-Bauer disk-difiizyon
ydntemiyle arastirildi. GSBL varhg cift disk sinerji testi disk merkezleri arasi uzaklik 30 mm ve 20 mm olarak
uygulandiginda sirasiyla 39 (%78) ve 46 (%92) susta pozitif bulundu. Dort (%8) susta ise yalnizca uzaklik 16
mm’de iken sinerji gézlendi. Direngli sus sayisi ve oranlari sirasiyla amikasin 25 (%50), gentamisin 33 (%66),
netilmisin 39 (%78), tobramisin 43 (%86), trimetoprim/sulfametoksazol 36 (%72), tetrasiklin 28 (%56), siprof-
loksasin 14 (%28), ofloksasin 14 (%28), norfloksasin 14 (%28), sefepim 18 (%36), tikarsilin/klavulanik asit 38
(%76), piperasilin/tazobaktam 14 (%28) ve meropenem 3 (%6) olarak belirlendi. imipenem ve kolistine direng
belirlenmedi. Sefoksitine ise 28 sustan 10 (%30.9)’u direngliydi.

Anahtar Kelimeler: GSBL, Klebsiella pneumoniae, Antibiyotik direnci

SUMMARY

Resistance of Hospital Originated, ESBL (+) 50 Klebsiella pneumoniae Strains to Some
Antibiotics and the Importance of the Distance Between Discs in Determining ESBL

Resistance to some antibiotics were investigated by Kirby-Bauer disc-diffusion method in extended spect-
rum beta-lactamase (ESBL) positive 50 Klebsiella pneumoniae strains isolated from patients. ESBL activity was
found to be positive in 39 (78%), and 46 (92%) strains when the distance between disc centers were 30 and
20 mm respectively. Synergy was observed at |6 mm (center to center) in 4 (8%) strains. Resistance to ami-
kacine 25 (50%), gentamicine 33 (66%), netilmicine 39 (78%), tobramycine 43 (86%), trimethoprim/sulfamet-
hoxazole 36 (72%), tetracycline 28 (56%), ciprofloxacine 14 (28%), ofloxacine 14 (28%), norfloxacine 14
(28%), cefepim 18 (36%), ticarcillin/clavulanic acid 38 (76%), piperacillin/tazobactam 14 (28%) and merope-
nem 3 (6%) were found respectively. All strains were susceptible to imipenem and colistine. Of 28 strains |0
(30.9%) were resistant to cefoxitin.
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Klebsiella infeksiyonlarinin cogu hastane kaynak-
hdir. Nozokomiyal Klebsiella infeksiyonlarina en sik
neden olan tiir ise Klebsiella pneumoniae’dur. Infek-
siyona neden olmadan da kolonizan bakteri olarak
sikc¢a rastlamlmaktadir. Klebsiella tiirleri 1970l yillar-
da gentamisin direnciyle giindemdeyken, 1982’den
beri seftazidim, aztreonam direnci ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) yapan suslarin gi-
derek artan oranda soyutlanmasiyla sorun olusturan
bakteri olma 6zelligini siirdiirmektedir!1-3],

GSBL tiireten suslar coklu diren¢ plazmidleri de
taswyabilmekte, kromozomal direnc gériilen bazi an-
tibiyotiklere de diren¢ gdsterebilmektedir. Aminogli-
kozidler, kinolonlar, trimetoprim/sulfametoksazol,
tetrasiklin, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorli
kombinasyonlar ve daha ender olarak sefamisinler
bu suslarin direnc gésterdigi antibiyotiklerdirl3-51,

GSBL {iretiminin belirlenmesinde yaygin kullam-
lan yéntem uygulamasi kolay oldugundan cift disk si-
nerji testidir (CDST). Diskler arasindaki uzaklik testin
sonucunu etkilemektedir bu nedenle modifive yén-
temlerle testin duyarhhig: arttirilmaya cahsilmistir6.7],

Bu bilgilere dayanarak bu ¢calismada yatan hasta-
lardan soyutlanan, ilk antibiyogramlarinda 3. kusak
sefalosporinlere direncli gérillen K. pneumoniae
suslarinda CDST ile sinerjinin belirlenmesinde disk-
ler arasindaki uzakligin énemi ve bu suslarin diger
antibiyotiklere duyarhliklarinin belirlenmesi amaclan-
mustir.

MATERYAL ve METOD

Haziran 1999-Ocak 2000 tarihleri arasinda An-
kara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Kampiisii kli-
niklerinde yatmakta olan hastalarin érneklerinden
soyutlanan K. pneumoniae suslari infeksiyon etkeni
olup olmadigina bakilmaksizin secildi. Aym hastadan
birden fazla izolasyon oldugunda farkh bir érnek de
olsa calismadan cikarild.

K. pneumoniae identifikasyonu klasik yéntemler
ve gerekli durumlarda “Enteric-Nonfermenter
(BBL)” kiti kullanilarak yapildi. “National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)” 1999
kriterlerinde seftazidim, aztreonam, seftriakson ve
sefotaksim icin belirtilen zon caplarina goére bu anti-
biyotiklerden en az biri ile uyumlu olan K. pneumo-
niae suslann calisma kapsamina alindi. Suslarin
GSBL yapip yapmadiklart CDST ile antibiyotiklere
diren¢ durumlan da Kirby-Bauer disk-difiizyon yén-
temiyle NCCLS Kkriterlerine uygun olarak calisildi.
Sefoksitine direnc¢ goriilen suslarin Enterobacter ol-
madiklart biyokimyasal testler tekrarlanarak dogru-
landi.

CDST: Mc Farland 0.5 bulanikhigina gére ayar-
lanmis bakteri stispansiyonu Mueller-Hinton agara
vayildiktan sonra disk merkezleri arasindaki uzakhk
30, 20 mm olacak sekilde bir amoksisilin/klavulanik
asit (AMC) ve iki sefotaksim (CTX) diski yerlestirile-
rek uygulandi. Yirmidort saatlik inkiibasyondan son-
ra test degerlendirildi. Bu iki uzaklikta sinerji gériil-
mediginde, sus inhibisyon zonu olusturmuyorsa ya
da zon darsa disk merkezleri arasi uzaklik 16 ve 14
mm’ye azaltilarak, inhibisyon zonu genisse uzaklik
35 mm’ye arttirilarak test tekrarlandi.

Antibiyogramda amikasin (AN), gentamisin
(GM), netilmisin (NET), tobramisin (NN), trimetop-
rim/sulfametoksazol (SXT), tetrasiklin (Te), siprof-
loksasin (CIP), ofloksasin (OFX), norfloksasin
(NOR), imipenem (IPM), meropenem (MER), sefe-
pim (FEP), tikarsilin/klavulanik asit (TIM), piperasi-
lin/tazobaktam (TZP), kolistin (CT) ve sefoksitin
(FOX)’e diren¢ durumlan arastirildi. Kontrol susu ola-
rak ATCC Escherichia coli 25922 kullanildi(7-12],

BULGULAR

Toplam 50 hasta 6rnegi calisildi. Kliniklere gore
hasta dagihmi séyledir: Fizik tedavi ve rehabilitasyon
9, cocuk hastaliklar1 23, kardiyovaskiiler cerrahi 9,
cocuk cerrahisi 3, gastroenteroloji 3, gogiis hasta-
hiklan 1, genel cerrahi 2. Orneklerin dagilimi: Yir-
mibir idrar, 11 trakeal aspirat, 9 kan, 6 yara, 1 pe-
riton, 1 kateter, 1 balgam seklindedir. GSBL yapan
50 K. pneumoniae susundan AMC-CTX disk mer-
kezleri arasindaki uzaklik 30 mm’de iken 39
(%78)’unun, 20 mm’de iken 46 (%92)'simin ve 16
mm’de iken 4 (%8)’linilin sinerji gsterdigi belirlendi.

Elli K. pneumoniae susundan AN'ye 25 (%50)i,
GM'ye 33 (%66)1, NET e 39 (%78)'u, NN'ye 43
(%86)1, SXT'ye 36 (%72)s1, Te've 28 (%56),
CIP’e 14 (%28)1, OFX’e 14 (%28)i, NOR’a 14
(%28)'1, MER’e 3 (%6)'1i, FEP’e 18 (%36)’i, TIM’a
38 (%76)'i, TZP’ve 14 (%28)’li direncli olarak belir-
lendi. IPM ve CT'ye tiim suslar (%100) duyarh bu-
lundu. Tablo 1’de antibiyogram sonuclari verilmistir.
Sefoksitin duyarlihigi 28 susta calisilabildi; 28 susun
10 (% 30.9)'u FOX’a direncli olarak belirlendi. Ami-
noglikozidlere diren¢ 6 degisik kombinasyon olarak
belirlendi. Onyedi (%34) susta tiimiine (AN, GM,
NN ve NET), 13 (%26) susta AN disinda 3’tine, 9
(%18) susta GM disinda 3’tine direnc gézlenirken, 7
(%14) sus AN ve GM’ye duyarli, NET ve NN'ye di-
rencli, 3 (%6) sus AN ve NET'e duyarli, GM ve
NN've direncli ve 1 (%2) sus ise tiim aminoglikozid-
lere duyarl idi.
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Tablo 1. GSBL (+) 50 K. pneumoniae susunun antibiyotiklere duyarhliklari

Duyarh sus sayisi

Orta duyarli sus sayisi

Direncli sus sayisi

Sayi % Sayi % Sayi %
e Amikasin 23 46 2 4 25 50
e Gentamisin 17 34 - - 33 66
e Netilmisin 4 7 14 39 78
e Tobramisin 1 6 12 43 86
e Trimetoprim/sulfametoksazol 10 20 4 8 36 72
e Tetrasiklin 22 44 - - 28 56
e Kinolonlar (CIP, OFX, NOR) 32 64 4 8 14 28
e imipenem 50 100 - - - -
* Meropenem 47 94 - - 3 6
e Sefepim 24 48 8 16 18 36
e Tikarsilin/klavulanik asit 2 4 10 20 38 76
e Piperasilin/tazobaktam 36 72 - - 14 28
e Kolistin 50 100 - - - -

TARTISMA denle GSBL yaptig diistiniilen bakteriler daha 6nce

K. pneumoniae infeksiyon etkeni veya koloni-
zan bakteri olarak yatan hasta 6rneklerinden sikca
soyutlanmaktadir. Hastane kokenli K. pneumoniae
suslar1 bircok antibiyotige de direnclidir. 1980’li yil-
larda Klebsiella ve E. coli’de belirlenen bazi enzim-
lerin yeni kusak sefalosporinler ve aztreonami inak-
tive ettigi gozlenmis, TEM-1, TEM-2 veya SHV-1
enzimlerinden koken alan bu enzimler GSBL olarak
adlandirilmistir. Klebsiella’larin deri ve yiizeylerde
diger enterik bakterilere gére uzun siire canh kalabil-
melerinin, plazmidle gecis ve spontan mutasyonlara
daha sik rastlanmasimin GSBL lerin bu bakteride sik

goriilme nedenlerinden olabilecegi bildirilmis-
#irl1,13,14],

GSBL iiretimini belirlemek icin en sik uygulanan
test CDST'dir. Bu test optimal disk uzakhginda uy-
gulanmazsa duyarli olmayabilirl15l. Bu nedenle disk
cevresindeki inhibisyon zonlari genisse diskler arasi
uzakhgin arttilmasi, darsa azaltilmas: 6nerilir(2.6,71,
CDST disk merkezleri arasi uzakhk 30 mm ve 20
mm olarak uygulandiginda GSBL varlig Giilay ve
arkadaslarinin calismasinda sirasiyla %056.8, %88.6,
Thomson ve Sanders’in calismasinda ise %79 ve
%82 olarak bildirilmistirl7.15]. Cahsmamizda ise 30
mm’'de %78, 20 mm’de %92’dir. Disk merkezleri
arast uzakhk 30 mm ve 20 mm oldugunda sineriji
gostermeyen 4 sus ise disk merkezleri arasi uzaklik
16 mm’ye azaltildiginda sinerji gdstermistir. Bu ne-

belirtilen uzakliklarda sinerji géstermiyorsa uzakhgin
daha da azaltilarak testin tekrarlanmasinin duyarhl-
g1 arttiracagim diistinmekteyiz.

Beta-laktamaz genleri siklikla aminoglikozidler,
stilfonamidler, tetrasiklin ve diger antibiyotiklere di-
renci kodlayan plazmidlerde bulundugundan GSBL
yapan suslarda bu antibiyotiklere de direnc gériilebil-
mektedir. Bir baska deyisle yukarida belirtilen ajanla-
ra karsi sira dist diren¢ paterni gdzlenmesinin soyut-
lanan K. pneumoniae susunun GSBL yapimi acisin-
dan laboratuvar icin uyarici olabilecegi vurgulanmis-
tirl1el,

Coklu ilac direnci gosteren K. pneumoniae sus-
lan ile olan infeksiyonlarn tedavisinde gticliiklerle
karsilasilmaktadirll7l.  Calismamizda bu nedenle
GSBL yapan K. pneumoniae suslarmin diger antibi-
yotiklere direnci arastinlmistir. Disk-difiizyon yénte-
miyle aminoglikozidlerde AN, GM, NET ve NN'ye
sirasiyla %50, %66, %78 ve %86 oraninda ve 6 de-
gisik paternle direnc oldugu gézlenmistir. En yiiksek
oranda test edilen 4 aminoglikozide ve 2. sirada AN
disinda 3 aminoglikozide diren¢ gésteren patern
saptanmustir. Aminoglikozidlere direncin aminogli-
kozid molekiiliinii asetilleyen, adenilleyen ve fosforil-
leyen enzimler araciigiyla ve permeabilite direnci
olarak goriildiigii, Klebsiella tiirlerinde kombine di-
renc bulunma insidansimin ¢ok yiiksek oldugu vurgu-
lanmustir(18]. Calismamizda GSBL yapan suslarda bu
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mekanizmalardan biri veya birkaciyla aminoglikozid-
lere direnc¢ sdézkonusu olabilir ve direnc orani olduk-
ca yiiksektir. Calismamizdaki suslarin en az vyarisi
aminoglikozidlere direnglidir.

En yiiksek diren¢ orani ise NN’'de saptanmustir.
Kaygusuz ve arkadaglarinin, disk-difiizyon yontemiy-
le yaptiklari calismamn sonucunda AN, GM, NET ve
NN'ye %75 olarak bildirdikleri direnc, bulgularimiz-
la benzerlik gostermektedir. Ayni sekilde yazarlarin
SXT icin bildirdikleri %69 diren¢ oramyla calisma-
mizda belirlenen %72 diren¢ orani da uyumludur{19].
Ayni yazarlarin CIP icin diren¢ orani ise %1 dir(19],
Giiltekin ve arkadaslarimin, E-test yontemiyle yaptik-
lan calismada ise yazarlar AN've %25, GM’ye %57,
CIP’e %11 oraninda direng belirlediklerini bildirmis-
lerdirl14l, GM’ye direnc orani yazarlarin bulgulariyla
benzerlik gostermekle birlikte AN ve CIP oranlari
farkhidir. Babini ve Livermore’un Klebsiella tiirlerin-
de MIC yoéntemi ile yaptigi duyarhlik testlerinde ise
AN've %61, GM'yve %72, TZP'yve %63 ve CIP’e
%31 oraninda diren¢ belirlendigi, AN, GM ve CIP
direncinin GSBL vapan Klebsiella suslarinda yap-
mayanlara gére daha fazla goriildiigii bildirilmis-
tir201. Biz kinolonlara (CIP, OFX ve NOR) %28 ora-
ninda direng belirledik. Tam olarak nedeni aciklana-
mamasina karsin GSBL yapan bakterilerin kinolon-
lar gibi plazmidle direncin goriilmedigi antibiyotikle-
re de direncli olabilecegi ve coklu direnc gdsteren K.
pneumoniae suslarinda dis membran protein degi-
sikliginin bu durumun olast nedeni olabilecegi bildi-
rilmistirl4l. Calismamizda yalniz K. pneumoniae sus-
larindaki diren¢ arastirilmis ve AN, GM, CIP direng
oranlar1 Babini ve Livermore'un sonuclaryla uyum
gOstermistir.

TEM ve SHV koékenli GSBL'lerin beta-lak-
tam/beta-laktamaz inhibitérlii kombinasyonlara ge-
nellikle duyarli olabilecegi ancak GSBL’lerin asiri
iretimi sonucunda tedavi basarisizliklan goriilebile-
cegi, GSBL lerin inhibitorlerden etkilenmesinin enzi-
min yapist ve miktaryla baglantili oldugu, iilkemizde
GSBL yapan K. pneumoniae suslarinda inhibitdr di-
rencinin yiiksek oldugu vurgulanmistir21.22], Cahs-
mamizda TIM'ye %76, TZP've %28 oraminda di-
renc oldugunu belirledik. TIM'ye diren¢ orani cok
yiiksekti. TZP’ye direnc¢ orani ise Livermore ve Yu-
an’in MIC yéntemiyle yaptiklari, Klebsiella tiirlerini
kapsayan calismada bildirdikleri %30 sonucuyla
uyumlu, Babini ve Livermore tarafindan rapor edi-
len %63 oranyla uyumsuz olarak bulundul20,23],

Tum suglar IPM’ye duyarh olmakla birlikte 3 sus-
ta MER’e diren¢ gdzlemledik. Karbapenem direnci-
ne sik rastlanilmadigindan olasi teknik hatalar diisi-

nerek bu suslarin MER’e duyarliligini farkl firmalarin
diskleri ile cahstik ve MER’e direncli bulduk ancak
MIC yoéntemiyle calisma olanag: bulamadik. Mero-
penemin aktif sekilde hiicre disina atilmasi gibi kar-
bapenemlere sonradan kazanilan diren¢c mekaniz-
malarinin bu direncin nedeni olabilecegi bildirilmis-
tirl22], Kaygusuz ve arkadaslar, arastirmalarinin so-
nucunda IPM’ye diren¢ belirlemediklerini, Giiltekin
ve arkadaslan ise 1 susta (%4) IPM direnci gdzlem-
lediklerini bildirmislerdirl14.19]. Diisiik oranda da ol-
sa karbapenem direncinin goriilmesi GSBL yapan
suslarda karbapenem direncinin artabilecegini ve ge-
lecekte sorun olabilecegini diistindiirmektedir.

GSBL yapan K. pneumoniae suslarinda oksimi-
no-beta-laktam direncinin yanisira sefoksitin gibi se-
famisinlere de amp-C beta-laktamaz aracihgyla di-
renc goériilebilecegdi bu direncin normalde kromozo-
mal olan amp-C geninin plazmidle aktarilmasiyla or-
taya cikhdr bildirilmistirl®.24]. Martinez ve arkadaslari
da porin kaybina bagh olarak sefoksitin direnci gos-
teren mutantlarin oldugunu géstermisler ve sefoksi-
tinin GSBL yapan K. pneumoniae suslarina bagh
infeksiyonlarin tedavisinde vyetersiz kalabilecegini
vurgulamislardirl29l,  Cahshgimiz suslarin K. pne-
umoniae identifikasyonu klasik biyokimyasal testle-
rin yamsira geredinde “Enteric-Nonfermenter
(BBL)” kiti kullamlarak yapilmis, sefoksitin direnci
gosteren suslarin enterobakter olma olasiigi dislan-
mistir. FOX direncini arastirabildigimiz 28 sustan 10
(%30.9)'unda direnc belirledik. Bu oran Jacoby ve
Han'in %29 olarak bildirdikleri oranla uyumlu-
durl24],

Sonug olarak, GSBL yaptigini diisiindiigiimiiz 50
K. pneumoniae susunda CDST ile 30 ve 20 mm’de
%78 ve %92 oraminda GSBL varligim belirledik, di-
ger 4 susta ise sinerjiyi uzakhig 16 mm’ye azalthgi-
mizda gozlemleyebildik. Calismamizda saptanan so-
nuclar olasit GSBL yapan, coklu antibiyotik direnci
gosteren suslarda uzakh@ daha azaltarak sinerjinin
goriilebilecegini, suslarda IPM’ye direnc¢ goriilmeme-
sine karsin tedavi secenegi olabilecek antibiyotiklere
%28 ve {izerinde diren¢ goriilmesi GSBL yapan K.
pneumoniae suslarinda tedavi seceneklerinin olduk-
ca sinirl oldugunu ve karbapenemler disindaki antibi-
yotiklerde tedavi basansizhiklariyla karsilasilabilecegini
distindiirmektedir.
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