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OzZET

OZKANTAR G.U. Gift disk sinerji testi ve fenotipik dogrulama testi ile
genislemis spektrumlu p-laktamaz salgiladigi tespit edilen Echerichia
coli ve Klebsiella spp. bakterilerinde antibiyotiklere diren¢ oranlarinin
tespiti. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanlik Tezi, Kirikkale, 2007.

Bu calismada poliklinik ve yatan hastalarin idrar ve yara materyallerinden
izole edilen 960 Escherichia coli ve 300 Klebsiella spp. susunda geniglemis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) varhgini cift disk sinerji testi (CDST) ve
fenotipik dogrulama testi ile belilemek ve antibiyotiklere direng oranlarini
tespit etmek amaglanmigtir. Klasik yéntemlerle izole edilen bakterilerin
antibiyotik direng oranlarinin tespitinde disk difizyon yéntemi ve GSBL
varliginin tespitinde ise ¢ift disk sinerji testi (CDST) ve fenotipik dogrulama
testi kullanilmistir.  Yapilan testlerdeki uygulamalarda ve sonuglarin
yorumlanmasinda National Committee for Clinical Laboratory Standarts
(NCCLS) kriterleri  dikkate alinmistir.  Antibiyotik direng oranlarinin
degerlendiriimesinde Fisher's ki-kare testi kullaniimistir. 960 E. coli susundan
162'si (%16,8), 300 Klebsiella spp susundan 66 (%22)si (54U K.
pneumoniae (%18) ve 12'si K. oxytoca (%4)) GSBL pozitif bulunmustur.
GSBL pozitif suslarda amikasin direnci idrar materyalinde %5,9 iken yara
materyalinde %14,5 bulunmus ve bu durumun istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (p <0,031). Sonug olarak disk diflizyon testi, CDST ve
fenotipik dogrulama testinin uyumlu bulundugu, GSBL pozitif yara
orneklerinden izole edilen suslarda amikasin direncine dikkat edilmesi

gerekliligi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Genislemis spektrumlu p-laktamaz, antibiyotiklere direng

Klebsiella spp., E. coli
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ABSTRACT

OZKANTAR, G.U. Determining the antibiotics resistance of Escherichia
coli ve Klebsiella spp. which were detected producing extended-
spectrum p-lactamases, by double disc sinergy and phenotipical
confirmatory tests. University of Kirikkale, Faculty of Medicine,
Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Specialist
Thesis, Kirikkale, 2007.

In this study, it is aimed to investigate the identification of extended spectrum
B-lactamases (GSBL) of 960 Escherichia coli ve 300 Klebsiella spp which
were isolated from wound and urine Ispecimens of hospitalized patients and
outpatients, and their resistance to same anti-biotics, by double disc sinergy
test and phenotipical confirmatory test. The bacteria were isolated by
standart methods. Antibiotic resistance was tested by disc diffusion method,
while, double disc sinergy test and phenotipical confirmatory tests were used
to find the existence of GSBL. All the tests were done according to criteria of
the National Committee for Clinical Laboratory Standarts(NCCLS). The
Fisher's ki-square test was used to show the antibiotic resistance. 162 of 960
E. coli strains (%16,8) and 66 of 300 Klebsiella spp strains (%22) (54 of
which K. pneumoniae (%18) and 12 of which was K. oxyfoca (%8) were
found to be positive. The resistance of amicasin of the GSBL positive strains
has been found %5,9 in the urine material, while it was %14,5 in the wound
material and it was statistically significant (p <0,031). Consequently, the disc
diffusion test, double disc sinergy test and the phenotipical confirmative tests
were found to be compatible and it is determined that there is a necessity to
be careful for the amicasin resistance in the strains isolated from the GSBL

positive wound samples.

Keywords: Extended-spectrum p-lactamases, Resistance of antibiotics,

Klebsiella spp., E. coli.
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GENEL BILGILER

1.1. Klebsiella Cinsi Bakteriler

Klebsiella'lar toprakta, sularda, insan ve hayvanlarin bagirsaklar ile
st solunum yollarinin normal florasinda bulunurlar. Enterobacteriaceae
ailesinin dzelliklerini gésteren hareketsiz, sporsuz, gogunlukla kapsilli 0.7—
1.5x2.0-5.0 um boyutlarinda, bazen ikiser ikiser bazen kisa zincir olusturan
comak seklinde bakterilerdir. Gram negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanirlar. Kapsiil, organizmadan yeni ayrilan ve hastalik materyali i¢indeki
bakterilerde agik secik ve genis olarak gérulur. Kanli, serumlu besiyerlerinde

kapstillerini sakli tutarlar. En iyi glikozlu besiyerlerinde kapstillenirler(1).

1.1.1. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella'lar fermentatif bakterilerdir. Birgok sekeri fermente
etmelerine ragmen bu konuda kékenler arasinda birliktelik yoktur. D-glukoz
laktoz ve siikrozu fermente etmelerinin yaninda, mannitol, adonitol ve
trehalozu da fermente ederler. Ornegin Klebsiella rhinoscleromatis laktozu

fermente edemez(2).

Hareketsiz bakterilerdir. Karbon kaynagi olarak malonat ve sitrati
kullanirlar. Klebsiella rhinoscleromatis ise sitrati kullanamaz. Dider tim
Enterobacteriacea ailesi Uyelerinde oldugu gibi oksidaz etkinlikleri yoktur.
Klebsiella cinsi bakteriler, deoksiribonlikleaz enzim aktivitesine sahip
degildirler. Klebsiella oxytoca, Klebsiella ornithinolytica ve Klebsiella
planticola bir aminoasit olan triptofani indol, pirlivik asit ve amonyak
olusturarak metabolize ederler. Kabonhidrat metabolizmasinin ara Grand

olarak asetil metil karbinol (asetoin) olustururlar (Klebsiella ozaenae ve




Klebsiella rhinoscleromatis harig). Ureyi yavas hidroliz ederler ve
Christensen'in Ure agarinda parlak pembe renk olustururlar(Klebsiella

rhinoscleromatis ve Klebsiella terrigena harig)(2).

Klebsiella cinsi bakterilerden yalnizca Klebsiella rhinoscleromatis'de
lizin dekarboksilaz enzimi yoktur ve bu nedenle lizini kadeverine
doénistiremez. Sadece Klebsiella ozaenae arjinin dihidrolaz enzimi ile arjinini
sitrilline dénusturebilir. Ornitin dekarboksilaz enzimi ile ornitini putresine
dénustirebilme yetenegi Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella ozaenae ve
Klebsiella terrigena’da gozlemlenir. Klebsiella cinsi bakteriler H;S tiretmezler,

fenilalanini deamine etmezler(2).

Klebsiella  pneumoniae, Klebsiella ozaenae ve Klebsiella
rhinoscleromatis laktozdan gaz olustururlar. Klebsiella cinsi bakterilerin
Enterobacter, Hafnia ve Serratia cinsi bakterilerden ayriminda hareket
yetenekleri ve DNAaz enzim aktiviteleri arastirilir. Klebsiella'lar hareketsiz
digerleri hareketlidir(1).

Klebsiella cinsi bakteriler tiim bagirsak bakterileri gibi genel kullanim
besiyerlerinde trerler. Optimal 37 °C ve pH 7 de iyi Urerler. Aerop ve fakdiltatif
anaerobturlar. Sivi besiyerlerinde homojen bir bulaniklik ve dipte mikdz bir
gokelti yaparak Ureme gosterirler. Uredikleri ortama bol kapsil maddesi
salarlar. Kati besiyerindeki kolonileri, tipik mukoid nitelikte, biiyiik sarimtirak
gri renkte ve akici kolonilerdir. Uygunsuz kosullarda S ve R kolonilerine
donusebilirler Yatik jelozdaki birikme sivisi gri-beyaz muroid bir kitle seklini
alir. Buyyonda birkag gtnlik kulturlerde bir kivamlagma olusarak besiyeri

eritiimis jelatin kivaminda bir gériiniim alir(1).

Mc Conkey agarda koloniler tipik olarak biyiik mukoid ve kirmizidir.
Agar gevresine diffize olan kirmizi pigment laktoz fermentasyonunu ve asit
Uretimini gosterir(2).



1.1.2 Direnglilik

Klebsiella'lar 1siya dayaniksizdirlar ve nemli i1sida 55 °C de yarim
saatte olurler. Ancak kuruluga karsi oldukga direngli olup 6zellikle organik
maddeler iginde kurutulursa aylarca canli kalabilirler. Oda 1sisinda kiiltiirlerde

haftalarca +4 °C sogukta aylarca canli kalirlar(2,3).

Klebsiella'lar antibiyotiklere karsi oldukga direnglidirler ve bu direngleri
E. colininkinden fazladir. Streptomisin, kloramfenikol, kanamisin ve
tetrasiklinlere karsi degisik derecelerde, karbenisilin ve ampisiline karsi
ylksek oranda direng gdsterirler. Genellikle gentamisin, polimiksinler ve
sefalosporinlere daha duyarlidirlar. Hastane ortamindan izole edilen
kokenlerde direnglilik dlizeyi gok yliksek, st solunum yollarindan izole

edilenlerde nispeten dusuktur(1).

1.1.3 Antijen.Yapilar

Klebsiella'larda lipopolisakkarit yapisinda O ve polisakkarit yapisinda
K antijenleri bulunmakta olup, bu bakterilerin serolojik tiplendirmeleri bu
antijenlere goére yapiimistir. Bu antijenlere karsi elde edilmis antiserumlarla
lam ve tip aglutinasyonlar, kiltir stizintlsu ile presipitagyon ve Neufeld'in
kapsul sisme reaksiyonlari ile Klebsiella'lar tiplendirilebilirler. Kapstil sisme
reaksiyonunda aslinda 6zgul serumlarla karsilastirilan 'bakterilerin kapsdil
polisakkaritlerinde olugan presipitasyon sonucunda kapsiil periferinde opak
bir cevre olusmakta olup kapsul sismis gibi gorilmektedir. Bu deneylerle
Klebsiella'larin 82 K tipi antijeni gosterilmistir(1).




1.1.4 Viriilans Faktorleri

Klebsiella cinsi bakterilerin genis polisakkarit kapslt, bakteri hicresini
fagositozdan koruyan énemli bir virlilans faktéridir. Ayrica enfekte bélgeye
I6kosit goglnl geciktirir. Klebsiella'larda kapstl ve lipopolisakkaritlerde
bulunan endotoksin disinda molekiiler diizeyde herhangi bir virlilans faktord

tanimlanmamistir(2).

Klebsiella'larda konak organizmadan Fe iyonu saglayabilen
sideroforlarin varligi gosterilmistir. Sideroforlar, yayilici sistemik enfeksiyon
olusturmada esansiyel bir faktor olan Fe saglayarak mikroorganizmalarin isini
kolaylastirmaktadir(2).

Fimbrialar yapismadan sorumlu en énemli yiizey adezinleri ya da
ligantlaridir. Fimbrialar genellikle gram negatif bakterilerde bulunurlar fakat
bazi gram pozitif bakterilerde de bulunabilirler. Cevre sartlari fimbrialarin
olusumunu etkiler. Oksijen, sicaklik, pH ve bakterinin iginde bulundugu ortam
bunlar arasindadir. Bakterinin stoplazmik membranindan kaynaklanip disa
dogru uzanan fimbrialar protein yapisinda olup pilin adi verilen ve birbirleri ile
sarmal sekilde birlesmis alt tinitelerden meydana gelmektedir(4). Cok kirilgan
olan fimbrialar strekli olarak kaybedilir ve yerlerine yenileri yapilir. Konak
bakteri, fimbrialarinin ug kisimlarina kargi antikor Uretebilir. Bu antikorlar
fimbrialarin  u¢ kisimlarina baglanarak onlarin  8zgil reseptérlerine
baglanmasini engellerler. Idrar yolu enfeksiyonuna yol agan bazi bakteriler

buna ragmen yeni fimbrialar yaparak konagin immun yanitini asabilirler(2).

1.1.5 Yaptiklari Hastaliklar

Ust solunum yolu ve bagirsak florasinda bulunabilen Klebsiella'larin
bulunduklar yerde uygun kosullarin olugmasi durmunda veya yerlerini
degistirerek diger organ ve sistemlere yerlesmeleri halinde, birgok hastaliga

neden olurlar(2).




Son zamanlarda o6zellikle hastane ortamlarinda antibiyotiklere karsi
direng kazanmis kokenlerin yaptigi hastane enfeksiyonlar yizinden bu
bakterilerin  énemi artmistir. Klebsiella'larin neden oldugu pnémoniler
bakteriyel pndmonilerin %2'sini olusturur. Daha gok 2 yasindan kugik ve 40
yasin Uzerindeki kisilerde gorulur(3).

Klebsiella pneumoniae (Friedlander’s basilli) tipik lober pnémoni
olusturur. Hem hastane ortamindan hemde toplumdan kazanilan bir hastalik
olmasina karsin firsatgi bir enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilebilir. Clnki
Klebsiella pneumoniae solunum yollari savunma sistemi bozuk olan alkolizm,
diabetes mellitus ve kronik tikayici akciger hastaligi problemi olan kisilerde
daha sik gorulir. Cesitli nedenlerle viicut direncinin diigmesi, virlslara bagh
olanlar basta olmak Uzere gesitli st solunum yolu enfeksiyonlari hazirlayici
faktor olarak etki yapar. Pndmoni olgularindan K1, K3, K4 ve K5 antijenine

sahip serotipler siklikla sorumludur(2,3).

Klebsiella  pneumoniae  pnomoniden  baska Uriner  sistem
enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari ve bakteriyemi nedenidir. Yenidogan
Unitelerinde plazmid ile yonetilen goklu direngli Klebsiella'lara bagl hastane

enfeksiyonlari gortlir(2).

Klebsiella'lar,  hastane  enfeksiyonlarinin  %8'inden  sorumlu
tutulmaktadir. Bu enfeksiyonlar icin en sik rastlanan odak, Uriner sistem, alt
solunum yollari, safra kesesi ve cerrahi kesiyeri enfeksiyonlaridir. Son
yillarda yapilan bir arastirmada hastanede yatan kigilerdeki Uriner
enfeksiyonlarin %9'undan ve bitin primer bakteriyemilerin %14'linden
Klebsiella'lar izole edilmistir. Bakteriyemilerde Escherichia coli ikici. siradadir.
Yatan hastalarda bulunan Uriner kateter, endotrakeal tiip, damar igi kateter
gibi invaziv araglar oOzellikle gram negatif basillerle olusan hastane

enfeksiyonlarina yatkinligi belirgin bigimde artirmaktadir(3).

Klebsiella pneumoniae hari¢ diger Klebsiella tipleri daha az oranda
hastane enfeksiyonu etkenidir. Klebsiella oxytoca mikrobiyolojik olarak indol
yapabilmesi ile Klebsiella pneumoniae'dan ayrilir. Idrar, burun akintisi ve

beyin apselerinden izole edilmigtir(3).




Klebsiella ozaenae, bir gesit kronik atrofik rinit olan ve ozena denen

duruma yol aga

r. Nazal mukozal membranlarin puriilan enfeksiyonu ile ilikilidir.
Klebsiella ozaenae'nin sebep oldugu korneal apse vakasi bildiriimigtir.
Klebsiella ozaenae’nin kandan, idrardan ve yumusak dokulardan
izolasyonunun rapor edilmesi, bu organizma tarafindan olusturulan hastaligin
spektrumunun énceden dustintlenden gok daha yaygin ve yodun oldugunu
gosterir. Digkidan izolasyonu siktir. Cok nadir olarak pndémonilerle iligkili
bulunmaktadir(3).

Klebsiella rhinoscleromatis st solunum yolu enfeksiyonlar ile
iligkilidir. Rinoskleroma denen burun ve (st solunum yolu (farinks)
mukozasinin katildi§i kronik grantlomatéz bir hastaliktan sorumludur. Burun
boslugunu, yizi ve boynu tutan bu hastalikta grantlomlar nedeniyle hava
yolu tikanikh@i gelisebilir(2, 3).

1.2. Escherichia Coli

Escherichia cinsi bakteriler genel olarak; hareketli, bazen hareketsiz,
sekerleri asit ve gaz yaparak pargalayan, laktozu ve mannitol ayristiran
bakterilerdir. Indol olustururlar, Metil kirmizisi testi pozitif, Voges Proskauer
testi negatiftir. Sitratli ve potasyum siyenatli (KCN) besiyerlerinde tGremezler.
Gogu ureyi pargalamaz ve fenil alanini deamine etmezler. H,S olusturmazlar.
Glukonatlari oksitlemez, lizin dekarboksilaz ve glutamik asit dekarboksilaz

yaparlar, jelatini eritmezler(1).




1.2.1 Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri

E. coli yaklasik olarak 2-6 ym boyunda ve 1.0-1.5 ym eninde, diiz,

uglari yuvarlak gomak seklinde bakterilerdir.

Bazi kulturlerde koka benzer kiigiik ve kisa sekilde olabilecedi gibi,
bazi kilturlerde de normalden uzun ve hatta Y harfi seklinde dallanan
filamanl sekiller halinde de bulunabilirler. Genellikle etraflarinda bulunan
kirpikler araciligi ile haraketli olmakla beraber yavas hareketlidirler. Hatta bu
ytizden hareketsiz gibi gorunebilirler. Cogunlukla hemaglutinasyon yapan ve
bunun mannoz tarafindan onlendigi mannoz duyarli (MS) Tip |, az bir

kisminda hemaglutinasyonu mannoza direngli (MR) Tip Il fimbrialan bulunur.

Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram negatifdirler.
Etraflarinda kapstl maddeleri bulunmakla beraber organizmada bagirsak
disindaki yerlerden soyutlanan kékenlerin gogunda kapsul veya mikrokapsdl
bulunur(1).

1.2.2. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli fakiltatif anaerop olup buyyon ve jeloz gibi genel besiyerlerinde
ortalama pH 7,2'de kolayca Urerler. Optimal treme isisi 37 °C olmakla
beraber 15-45 °C'ler arasinda da ureyebililer. Ozellikle 44 °C'de
Ureyebilmeleri benzer bazi bakterilerden (Enterobacter spp.ve Serratia spp.)
ayirt edicidir(1).

.Buyyonda homojen bulaniklik yaparlar. Jelézde hafif kabarik yuvarlak
diizgiin 1-2 mm capinda parlak S tipi koloniler yaparlar. Bazi kékenlerin
kolonileri hafif mukoid (M) koloniler seklindedir. R tipi koloniler de olusabilir.
Jelatinde kolonileri kiiglik saydam sonradan beyaz kesiftir. Jelatini ve koagule

serumu eritmezler. Bazi kdkenler kanl jelézde hemoliz yapabilirler(1).
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E. coli birgok sekeri asit ve gaz meydana getirerek pargalar. Laktoza
olan etkileri bu sekere etki etmeyen diger enterik bakterilerden, 6zellikle
Salmonella ve Shigella tlrlerinden ayirt edici bir 6zelliktir. Bu nedenle pratikte
E. colinin diskida birlikte bulundugu laktoz negatif bakterilerden ayirt
edilmesinde iginde laktoz ve bir ayirag bulunan gesitli besiyerleri kullanilir.
(Endo, Eosin Metylen Blue (EMB), Mc Conkey). E. coli bakterileri bu
besiyerlerinde laktozu pargalayip asit olusturduklarindan, Endo besiyerinde
kirmizi madeni parlaklik veren, EMB besiyerinde mavi siyah ve yesilimsi
parlaklik veren, Mc Conkey besiyerinde de kirmizi renkte koloniler yaparlar.
Bazi kolonileri laktozu ge¢ (48 saatten sonra ) pargalar. Fakat gok az koken
laktoza hig etki etmez(1).

E. coli bakterileri glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, ramnoz, arabinoz,
sorbitol, trehaloz ve gliseroll asit ve gaz yaparak pargalarlar. Sukroz, salisin,
dllsitol ve rafinoz Uzerine etkileri dedisken olup adonitol, inozitoli nadiren

fermente ederler, nigastadan asla gaz olusturmazlar(1).

E. coli bakterileri triptofandan indol yaparlar. Metil kirmizisi testi pozitif,
Voges-Proskauer testi negatiftir. Simon'un sitratl besiyerinde tUremezler.
Bazi kokenleri disinda Ureyi pargalamazlar. Genellikle H,S igin ayiragh
besiyerlerini siyahlandiracak kadar H,S yapmazlarsa da sisteinli
besiyerlerinde az miktarda H,S yaptiklari saptanmistir. Hemen tiimiinde KCN
testi negatiftir(1).

1.2.3. Direnglilik

E. coli oldukga direngli bir bakteridir. 60 °C isida 30 dakika, oda
Isisinda uygun ortamda olmak kosulu ile uzun stre canh kalabilir. Soguga
direnglidir. Dezenfektanlara kars! direngsizdir. Aslinda E. coli benzil penisilin,
fenoksimetil penisilin, metisilin, oksasilin ve eritromisin disinda birgok
antibiyotide duyarli olmakla beraber koli kokenlerinin g¢ogu bakteriden
bakteriye kolayca gegebilen direng plazmidleri tasidiklarindan, bugiin

digkidan izole edilen E. colflerin bir kismi ve dzellikle hastane ortamindan




izole edilen kdkenlerin énemli bir bolimi ampisilin, sefalotin, streptomisin,
tetrasiklinler,  sllfonamid, bir bélumide kloramfenikol, kanamisin,

trimetoprime direng kazanmislardir(1).

1.2.4, Antijen Yapilari

Butan enterik bakterilerde oldugu gibi E. colinin de karmasik ancak iyi
bir antijen yapisi ve degisik antijen tipleri vardir. Genel olarak bu gesit
bakterilerde bulunan O somatik ve H kirpik antijenlerinden baska bir kapstil
antijeni komplekside bulunur. $imdiye kadar birbirinden ayn 171 O ve 56
adet H antijeni bulunmugsa da bunlardan en gok rastlanilan O antijenlerinin
sayisi 25 kadardir. Identifikasyonda kullanilan H antijeni sayisi ise 20
kadardir. E. colinin O antijenleri ile Salmonella, Shigella, Citrobacter ve
Providensia cinsi bakterilerin O antijenleri arasinda karisikliklara yol agabilen
sayisiz gapraz reaksiyon vardir. E. col’nin H antijenleri ise ne birbirleri ile
nede diger bakterilerin H antijenleri ile ¢apraz reaksiyon vermezler. K
antijenleri ise kapsul antijenleri niteligindeki antijenlerdir. Bu antijenleri
bulunduran E. coli bakterileri O antiserumlar ile aglutine olmazlar. Bilinen
yaklagik 80 cesit K antijeni mevcuttur. Ayrica MR fimbrialari bulunduran E.
coli bakterilerinde 6zel fimbria antijenleri de bulunur(1).

1.2.5. Hastalandiricilik Ozellikleri

E. coli memelilerin ve kuslarin normal bagirsak florasinda bulunur.
Burada diger flora bakterileri ve organizma ile bir denge altinda kaldigi
slrece hastalilk yapmaz. Normal kosullarda kokusma (putrefaksiyon) ve
mayalasma (fermentasyon) dengesinin diizenlenmesinde ve besinlerin
sindirilmesi ile ilgili bazi hususlarda yardimci olur. Ancak E. coli suslari

insanlar ve hayvanlar icin patojen olup bagirsak hastaliklarina neden olurlar.
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Bagirsak kanali digina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri ve gesitli klinik
tablolara yol agmalari sik gérilen durumlardir. Ozellikle idrar yollari, safra
kesesi, periton ve meninkslere ulagan E. coli bakterileri énemli hastaliklara
yol agarlar. Organizmanin normal savunma glcunin azaldig
immunosupresyon durumlarinda, vena ve Uretra kataterizasyonlarindan
sonra koliform bakterilerin doku ve kana yayiimasi igin gerekli kosullar ortaya
cikar(1).

1.2.6. Yaptiklar Hastaliklar

E. colinin yapmis oldugu hastaliklari gastrointestinal sistem (GIS)

enfeksiyonlar ve diger doku enfeksiyonlar olarak iki gruba ayirabiliriz(2)

1.2.6.1. GIS Enfeksiyonlari

Daha ¢ok diyare sendromu seklinde ortaya ¢ikan bu hastaliklar E.
colinin 6zel O serovarlar tarafindan meydana getirilirler. Kiigilk gocuklarda
ortaya c¢ikan ishaller daha g¢ok hastane ve kreslerde salginlar seklinde
goralur. Buyukler gogu kez hasta gocuklardan enfekte olurlar. Bununla
beraber turist ishali adi verilen bir ishalde sorumlu etkenlerin enteropatojenik
E. coli suslari oldugu bilinmektedir. Agir ishal olgularinda bu suslar gocuklarin

ince bagirsaklarinda hatta duedonumda bol sayida bulunmaktadirlar(1).

Degisik mekanizmalarla ishale neden olan E. colflerin 6 tipi
tanimlanmistir(5, 6).

1.Enterotoksijenik E. coli
2.Enterohemorajik E. coli

3.Enteroinvaziv E. coli
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4.Enteropatojenik E. coli
5.Enteroagregatif E. coli

6.Diffliiz adezif E. coli

1.2.6.2. Diger Doku Enfeksiyonlari

Normal bagirsak florasinda bulunan E. coli susglan herhangi bir
nedenle bulunduklari yerin disina baska dokulara gegme olanagini bulduklari
takdirde énemli enfeksiyonlarin olugmasina neden olabilirler. En gok Uriner
sistem, safra yollar ve safra kesesi, meninksler, akciger ve peritona ulagan
E. coli suglarn bu organlarda stipiratif enfeksiyonlar meydana getirir. Bunlarin
diginda prostatitler, gesitli perianal apseler, daha az oranda tonsillit, farenjit,

sinQzit, otit ve yara enfeksiyonlar gibi lokalize iltihaplanmalara yol agarlar(1).

Klebsiella'lar kadar olmasada E. col/nin neden oldugu enfeksiyonlarda
geniglemis spektrumlu p-laktamaz Uretiminin tespit edilmis olmasi tedavide
antibiyotiklere olan direnci arttirmakta ve bu direng farkll tirlere
aktarilabilmektedir(2)

1.3. B-Laktam Antibiyotikler

B-laktam antibiyotikler baglica 5 grubta toplanirlar.
1. Penisilinler

2. Sefalosporinler

3. Monobaktamlar

4. Karbapenemler

5. B-laktamaz inhibit6rleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam)
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Ortak ozellikleri yapilarinda B-laktam adi verilen 4 atomlu halka
tasimalaridir. Her grup B-laktam antibiyotigin 6zelligi bu halkaya baglanan
baska halkalar ve yan zincirlerle belirlenir. Monobaktamlarda B-laktam

halkasina baglanan baska halka yoktur(7).

[-laktamaz inhibitorleri ashinda birer B-laktam antibiyotik olmakla
birlikte tek baslarina antibakteriyel ozellikleri pratik olarak yoktur. p-laktam
antibiyotikler yaygin kullanim alani bulan bakterisid etkili ve toksisitesi dustik
ilaglardir. Bakteriler bu antibiyotik grubuna genellikle B-laktamaz yaparak

direng gelistirirler(7).

1.3.1. B- Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Tim pB-laktam antibiyotikler bakterilerin stoplazmik membranlari
Uzerindeki penisilin baglayici protein (PBP) adi verilen hedef proteinlere
baglanarak etkilerini gosterirler. PBP'ler bakteri hicre duvarinda
peptidoglikanin sentezinden sorumludurlar. B-laktam antibiyotik tarafindan
PBP’leri inhibe edilen bakteride peptidoglikan sentezlenemez ve hiicre duvar
yapisi bozulur. Sonugta ozmotik direnci kaybolan bakteri hlcresi élar. -
laktam antibiyotiklerin hedeflerine baglanabilmeleri icin gram negatif
bakterilerin porin (Outer Membran Protein, OMP) adi verilen igi su dolu
protein kanalciklarindan gecmeleri, stoplazmik membranla dis membran
arasindaki periplazmik boslukta yer alan -aktamazlardan etkilenmemeleri
gereklidir(8). Gram pozitif bakterilerde dis membran olmayip, stoplazmik
membranin Gzerinde kalin bir peptidoglikan tabakasi bulunur. p-laktamazlar
bu tabakaya yapisik veya bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak yer alirlar

(9).
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1.3.2. B-Laktam Antibiyotiklere Direng Gelisimi

Gram negatif bakteriler p-laktam antibiyotiklere karsi baslica g yolla

direng geligtirirler.

1. Dis membrandan gegmek igin gereken kanallarin (porinlerin)

daralmasi veya bazi kanallarin sayilarinin azalmasi,

2. p-laktam antibiyotikleri pargalayan pB-laktamaz enzimlerinin

sentezlemesi,

3. p-laktam antibiyotiklerin baglanarak etkilerini gésterdikleri PBP

yapisinda degisiklik yaparak antibiyotigin baglanmasinin engellenmesi.

Gram pozitif bakterilerde dis membran olmadigindan ilk mekanizma ile
direng gelismesi s6z konusu degildir. Buna karsin gram negatif bakterilerde

her ¢ mekanizma ile de direng gelisebilir(10).

Direng gelisiminde ¢ogu zaman bir bakteri, birden fazla mekanizma
kullanabilir. Ornegin, azalmis dis membran permabilitesi ile periplazmik
bosluga girigi azalan p-laktam antibyiotik bu bosluktaki pB-laktamaz

enzimlerinin etkisiyle kolayca pargalanabilir(11).

1.3.3. B-Laktam Direncinde Porin Permabilitesinin Rolii

Genellikle gram pozitif bakterilerde B-laktam antibiyotiklere kargi bir
permabilite engeli yoktur. Buna karsin gram negatif bakterilerde bulunan dis
membran, f-laktam antibiyotiklere karsi dogal bir engel olusturmaktadir. p-
laktam molekilleri bakteri hiicresindeki hedeflerine ulasabilmek igin dig
membranda bulunan porinlerden gegcmek zorundadir. Kromozomal
mutasyonlar sonucu porin proteinlerinde olusan degisiklikler gecirgenlikte bir
azalmaya, bunun sonucunda da penisilinler, sefalosporinler ve hatta

karbapenemlere karsi dirence yol agmaktadir. Bu tipte direng -6zellikle
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enzimatik diren¢c ile birlikte ise ylksek dlzeyde bir direng ortaya
ctkmaktadir(12, 13).

B-laktam antibiyotigin porinlerden gecis hizi asagidaki faktorlere;
a) Molekll agirhgina,
b) Elektrik yikinun notral olmasina,

c) Suda erirliginin (hidrofilite) ylksek olmasina bagldir.

Cogu sefalosporin ve genis spektrumlu penisilinler, molekiler
yapilarindaki uzun yan zincirler nedeniyle porinlerden nispeten yavas

gecerler(14).

Imipenem diger B-laktam antibiyotiklere kiyasla daha diisitk molekil
agirhdinda oldugundan porinlerden gegis hizi daha yiiksektir. Bu nedenle
periplazmik boglukta kisa siurede yiksek konsantrasyonda toplanan
antibiyotigin  duyarli  bakterileri daha kisa siurede &ldurebilecegi
dustnilmektedir(14).

1.3.4. Dis Membran Permabilitesindeki Degismelerin B-Laktam

Direnci Uzerine Etkisi

B-laktam antibiyotikler dig membrandan porin F ve porin C adi verilen
baglica iki kanal araciliyi ile gegerler. Imipenem dig membrandan ayrica D2
proteini adi verilen ézel bir porini kullanarak da geger. Dolayisiyla bir gram
negatif bakteri porin F ve porin C proteinlerini mutasyona ugratarak tim p-
laktam antibiyotiklere direng geligtirebilirken, imipeneme duyarli kalir. Ote
yandan, ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp. suslarinda
dis membrandan D2 proteininin kaybolmasi bakteriyi imipeneme direngli hale
getirebilir. Ancak bu tipte direng gelistiren bakteri, diger p-laktam
antibiyotiklere karsi capraz direng gostermez(15).
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1.3.5. PBP’lerdeki Degisikliklere Bagh Olan Direng

Bu mekanizma ile olusan direng bazi gram pozitif koklarda ve
Pseudomonaslar'da gézlenmistir. Kromozomal mutasyonlar sonucunda PBP’
lerin B-laktam antibiyotiklere kars! ilgilerinde (affinity) azalma olabilir. Buda p-
laktam antibiyotiklere karsi goreceli ya da tam bir dirence yol agabilir. PBP’
lere bagh direng penisiline direngli Streptococcus pneumoniae’da, metisiline
direngli Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’de, penisiline
direngli Neiseria gonorrhoeae ve Neiseria meningigitidis'de, ampisiline
direngli Haemophilus influenzae’da ve penisilin ve sefalosporinlere direngli

Enterococcuss spp.lerde kesin olarak gésterilmistir(12, 16).

1.4. B- Laktamazlar

B-laktamazlar, p-laktam antibiyotiklerdeki p-laktam halkasinin amid
baglarini pargalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren enzimlerdir. p-
laktamazlar bakteriler tarafindan ya kromozomlar veya plazmidler yada
transpozonlar adi verilen transfer edilebilir genetik elemanlar aracilig ile
sentez edilirler. Gram negatif bakterilerde bugtin igin bilinen 200’e yakin p-

laktamaz enzimi mevcuttur(15).

p-laktam antibiyotiklere karsi bakteri direnci penisilin  G'nin
bulunmasindan 6nce bilinmiyordu. Fleming penisilin G'nin Streptekoklar ve
Stafilokoklar disinda H. influenza enfeksiyonlarinda da kullanilabilecegini
bildirmigtir. B-laktamaz enzimide ilk kez 1929 yilinda Fleming tarafindan fark
edilmistir. Bu arastirici bazi bakterilerin penisilinler tarafindan inhibe
olmadigini gézlemlemis, 1940 yilinda Abraham ve Chain ise E. coliden izole
ettikleri ekstrenin penisilinin etkisini ortadan kaldirdigini géstermislerdir. Bu
arastirmacilar elde ettikleri enzime penisilinaz adini vermislerdir(17). Yine
1940’'larda Kirby disk duyarlilik testlerini gelistirdikten sonra 1944 yilinda
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Stafilokok'larin  penisiline duyarli ve direngli suslarini kargilastirdiginda
penisiline direngli olanlarda bu enzimin bulundugunu saptamig ve

Stafilokok'larin penisilini pargalayabildigini géstermistir(17)

1947'lere gelindiginde hastaneden izole edilen Stafilokok suslarinin
blyik gogunlugu penisiline direngli hale gelmistir. Eritromisin, tetrasiklin ve
kloramfenikol gibi diger ajanlarin gelistiriimesine ragmen, bu ajanlara karsi da
Stafilokok direnci cok gabuk olarak gelismistir. 1959'da Beecham tarafindan
6 amino penisiloik asitten semientetik penisilinlerin sentez edilmesi blyik bir
avantaj saglamistir. Semisentetik penisilinler, metisilin ve ampisilin
sefalosporinlerden de sefaloridin ve sefalotinin gelistirimesiyle dikkatler gram

negatif bakterilerin p-laktamazlari Gzerine gevrilmistir(17).

Bunun nedeni tamamen antibiyotik kullanimi ile iligkilidir. CUnk({ bu
yeni antibiytikler sadece Stafilokok’lara karsi degil ayni zamanda E. coli, H.
influenzae ve diger birgok enterik patojene karsida basari ile kullanilmistir
(18).

1960'lara gelindiginde hastane enfeksiyonlarindan izole edilen
bakteriler, S. pneumoniae, S. pyogenes ve S. aureus gibi gram pozitif
bakterilerden, E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis gibi enterik
patojenlere kaymistir. Bu bakteriler baslangigta ampisilin ile inhibe
edilebilmelerine ragmen ¢ok gegmeden cerrahi servislerinde ampisiline
direngli Klebsiella suslar bildirilmistir. 1960'larin sonlarinda ampisilin ve diger
aminopenisilinlere  karsi  E.col'nin  direng  gelistirmesi  hastane

enfeksiyonlarinda biyiik bir problem olmaya baglamistir(15, 18).

1.4.1. p- Laktamazlarin Siniflandiriimasi

1940 yihinda Abraham ve Chain'in bildirdikleri penisilinaz ile birlikte p-
laktamazlarin ilk siniflandirmasi yapiimistir. Bundan sonra yapilan ve kabul
goren siniflandirma Sawai ve ark.yaptigi siniflandirma olmustur. Sawai 1968

yilinda enzimleri penisilinaz ve sefalosporinaz olarak ayirmis, ayrica
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antiserum ile reaksiyonuda buna eklemistir. Richmond ve Sykes ise 1973
yilinda yaptiklari siniflandirmada o gune degin bilinen tim gram negatif
bakteri B-laktamazlarini substrat profillerine gére 5 grupda toplamigtir. Daha
sonra Mathew 0©Ozgll p-laktamazlarin izoelektrik noktalarina gore
tanimlanacagini gosterdikten sonra 1976' da bu sema Sykes ve Mathew
tarafindan duzenlenmistir. 1989'da Bush tarafindan 6nerilen gruplamada tiim
bakterilerin B-laktamazlarn yer almis ve ilk kez substrat ve inhibitor 6zellikleri

molekuler yapi ile iligkilendirilmistir(19).

Molekuler yapi ile ilgili siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler
tarafindan yapilmis, Grup C sefalosporinazlar 1981 yilinda Jaurin ve
Grundstrom tarafindan tanimlanmistir(20). Oksasilini hidrolize eden Grup D
enzimler ise 1980‘lerin sonunda diger serin enzimlerinden ayriimistir(21). Bu
gune degin, daha c¢ok biyokimyasal ve genetik temele dayanan cesitli
parametreler -laktamazlarin tiplendirilmesi igin kullaniimigtir. Bunlar iginde
en onemli kriterlerden biri substrat profilleri olmustur. Bundan baska
inhibisyon profilleri ve fiziksel ozellikleri de siniflama igin kullaniimaktadir.
Substrat profili, B-laktamazlarin siniflandinimasi ve tanimlanmasi igin
kullanilan birinci parametredir ve enzimin gesitli B-laktam antibiyotikleri

hidroliz etme aktivitesini gostermektedir(22, 23).

Ambler, B-laktamazlari aminoasit ve nikleotid dizilerine gore
(Molekiiler yapisi), Richmond-Sykes izoelektrik noktalarina gére, Bush ise
biyokimyasal 6zelliklerine (substrat profilleri) gére siniflandirmistir. Yukarida
deginildigi gibi ilk kez 1980 yilinda Ambler tarafindan yapilan molekiler
yapiya gére siniflandirmada Grup A ve Grup B olarak ayriimisgtir. Daha sonra

4 molekiler sinifa ayriimistir(24).

Grup A: Aktif bdlgesinde serin aminoasidi olan ve molekil agirhg
yaklasik olarak 29.000 Dalton civarindaki p-laktamazlardir. Oncelikli olarak
penisilinleri hidrolize ederler. Gram negatif bakterilerde en sik bulunan TEM-1

enzimi bu gruba iyi bir 6rnek teskil eder.

GRUP B: Aktivite gosterebilmeleri igin ginkoya baglh tiyol gruplar
gerektiren metalloenzimlerdir.




18

GRUP C: Esas olarak sefalosporinaz aktivitesi gésteren ve yaklasik
olarak molekil agirhgr 39.000 Dalton olan buylik protein molekulleridir. Aktif
bolgelerinde serin mevcuttur.

GRUP D: Oksasilini hidrolize eden enzimlerdir. B-laktamazlarin en
yeni siniflandirma semasi 1995 yilinda yapilan Bush-Medeiros-Jacoby
siniflandirmasidir(24). Bu siniflandirma 1989 yilinda Karen Bushun yaptidi
siniflandirmanin bir uyarlamasidir ve aynen Bush'un siniflandirmasinda
oldugu gibi enzimler 4 ana grupta toplanmistir. B-laktamazlarin

siniflandiriimasi ve ozellikleri tablo—1 ve tablo-2'de yer almaktadir.
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Tablo 1: B -Laktamazlarin Siniflandiriimasi(24)
AMBLERIN o -
GENETIK GRUP ENZIM TiPLERI HIDROLIZ SPEKTRUM ORGANIZMA LOKALIZASYON
SINIFLAMASI
Plazmid ve
A 2 Dar spektrumlu B-laktamazlar: Aminopenisilinler ve Enterobactericeae br(omszﬁ;::;:(:h
TEM-1, TEM-2, SHV-1 Karboksipenisilinier. P.aeruginosa(+) sH\e- f) hae;
Klavulanikaside duyarl
A Genis spektrumiu B-laktamazlar: Genis spektrumlu -laktamazlar inzirgszﬁixii) Plazmidiaracil
2be TEM-3...TEM-29, 42, 43, 47, 48, 19, 50, 52, 60, 61 Klavulanikaside duyarl P.aeruginosa(+)
A inhibitér Direncli B-laktamazlar Aminopenisilinler ve Karboksipenisilinler E"l:;;.’?ff;enceae Plazmid aracil
2br TEM-30...TEM-41, 44, 45, 51, 59 Klavulanikaside direngli .
inhibitér Direngli ve Genis spektrumlu B-laktamazlar Gdgmsksgektrum'l(u Priaktamiar E. coli Elazrmidiaracil
A SHV-10, Isimled-ndirilmemis TEM serisi(TEM-33ve TEM-15) | (dUstk basamak) =~
Klavulanikaside direngli
Kromozomal
A Karbapenemazlar:NmcA, Sme-1, IMI-1 E;?:gi“g:;ggiﬁzzﬂ?am Enterobacter cloacae aracili
Serratia marcescens
Plazmid ve
3 Genis spektrumlu p-laktamlar, Ei Ki
B Karbapenemaz:IMP-1 Karbapenemler Klavulanikaside direngli P.aeruginosae aracili
2 = Enterobactericeae Plazmid aracil
2d 4 Penisilinler kloksasilin. 4
D OXA-11.....21 Klavulanikaside direngli P.aeruginosae
= s = Plazmid aracilt
1 Plazmid Aracili Sefalosporinazlar: Sefamisinler,Oksiiminosefalo: . , Enlembacle{:ceae
c MIR-1, MOX-1, CMY-1...CMY-5, LAT-1, BIL-1, FOX-1, ACT-1 sporinler ve Aztreonam. Klavulanikaside direngli K. pneumoniae(++)
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Tablo-2 :B-Laktamazlarin Karsilastirmali Olarak Siniflandirmasi(24)

Bush Richmod | Mol. | Tercih edilen Inhibisyon Temsilci enzimler
Jacoby ve Sinif. substrat Klav EDTA
Medeiros | Sykes
Gram negatif bakterilerin
Kromozomal ve plazmid
; kokenli AmpC enzimleri
1 la, Ib, Id c Sefalosporinler _ - (MIR-1, BIL-1, MOX-1,
CMY-1..5, LAT-1..2,FOX-
1..3, ACT-1)
Gram pozitif bakterilerin
= Penisilinazlari;NPS-
2a A Penisilinler + = (P),S.aureus(P)
B.cereus569(K)
Penisilinler, ’ i
2b Ul A Sefalosporinler + I ;EM-:EFF{’I)) TEM-2(P),
Penisilinler SRV o)
obe v A Sefalospori'nler, 4 25%526613 47,48, 49,
(SadeceKl) Monobaktamlar = 61(P), SHV-2...12(P), K-
1(K)
2br A Penisilinler + r ;I)EM-SO...M, 44,45, 51,
PSE-1, PSE-3, PSE-4,
Penisilinler HMS-1,
2c I, v A Karbenisilinler + _ ROB-1, OHIO-1, LXA-1,
SAR-1,
TLE-1, BRO-1
Penisilinler +
2d V D Kloksasilin ok OXA-1-21(P), PSE-2(P)
senliill P.vulgaris’in indUklenebilir
2e Ic A + i i gt !
sefalosporinazlar
Penisilinler, Enterobacter cloacae’'nin
2f A Sefalosporinler + N NMC-Ave
Karbapenemler Serratia’nin Sme-1 enzimi
Karbapenemlerde Xanthomonas
3 B dahil birgok - maltophila’nin L1(K)
B-laktam - Ve B.fragilis'in CerA
enzimi(K)
Penisilinler Pseud'omonas
4 ? _ 2 cepecia'nin
Penisilinazlar
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1.4.2. p-Laktamazlarin isimlendirilmesi

B-laktamazlarin isimlendirilmesindeki farkli yaklagimlar, bu enzimleri
gorlnduklerinden daha karmasik bir hale getirmistir. Bu enzimler tercih
ettikleri substratlara (CARB, FUR, IMP, OXA), biyokimyasal dzelliklerine gére
(SHV, NBC) genlerine (Amp, CepA), izole edildikleri bakterilere (AER, PSE),
suslara (P99), hasta isimlerine (TEM, ROB), hastaneye (MIR, RHH),
eyaletlere (OHIO), ve bulan kisiye goére (HMS) isim almislardir(25).
Bunlardan bazilari gegerliliklerini yitirmistir. Ornegin; SVH, siilfidril variabldan
(degisken) kisaltiimistir, buna karsin artik SHV-1 enziminin aktif bdlgesinin
sulfidril degil serin hidroksil oldugu anlasiimistir. Benzer sekilde, ilk kez
Pseudomonas'tan izole edilmis olan PSE enziminin artik Enterobacteri’lerde
de bulunabildidi bilinmektedir(26). Son yillarda blytk bir hizla artmakta olan
TEM enziminden tlreyen enzimlere ise CAZ (seftazimidaz), CTX
(sefotaksimaz ) veya IRT (inhibitdr rezistan) gibi tanimlayici isimler verilmig
ve bu da bir karmasaya yol agmistir. Bu konuda onerilen ise, TEM den kdken

alan tim enzimlerin TEM—-26, TEM—43 gibi numara ile belilenmesidir(25).

1.4.3. Plazmidler ve Antibiyotik Direncindeki Rolleri

Plazmidler bakteri hicresinin kromozomu disinda stoplazmada yer
alan halka seklinde DNA pargalaridir. Plazmidlerin tasidigi genetik sifre,
bakterinin yasamasi igin mutlak gerekli degildir. Ancak plazmidler, antibiyotik
direnci gibi bakteriye cevre kosullarina dayanmada tstunlik sagdlayabilecek
bazi &zellikler kazandirabilir. Bir plazmid Uzerinde birden fazla antibiyotik
grubuna kars! direng saglayacak genetik sifre taginabilir. Ornegin bir bakteri,
plazmidleri Uzerinde degisik p-laktamazlari kodlayan genlerle birlikte
aminoglikozidleri parcalayan enzim sentezini saglayan genetik sifreyi
tasiyabilir(27).
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Plazmidler bir bakteriden digerine transfer edilebililer. Bu sayede
plazmid aracilidi ile saglanan direng kolayca bakteriler arasinda yayilabilir
(27).

1.4.4. Plazmid Aracihigi ile Sentezlenen p-Laktamazlari

Plazmid araciligi ile sentezlenen g¢ok sayida B-laktamaz mevcuttur.
Bunlar arasinda basta E. coli olmak (izere bitlin gram negatif bakterilerde sik
olarak bulunan TEM-1 ve TEM-2 ve esas olarak Klebsiella suglar tarafindan
sentezlenen SVH-1 en yaygin B-laktamazlardir. Bu enzimler ampisilin,
mezlosilin, piperasilin gibi genis spektrumlu olanlar dahil tim penisilinlere ve
1. kusak sefalosporinlere karsi direng gelisimine neden olur. Ancak 3.kusak
sefalosporinler, aztreonam ve pB-laktamaz inhibitorleri tarafindan kolayca
inhibe edilirler. OXA grubu B-laktamazlar oksasilin ve benzeri penisilinleri,
PSE grubu ise karbenisilini inaktive eder. Bu enzimler ozellikle P.
aeruginosa'da ve basta E. coli olmak lizere enterik gram negatif bakterilerde
bulunurlar. B-laktamaz inhibitorleri bu enzimleride kolayca inaktive ederler
(28, 29, 30).

TEM ve SHV tipi enzimlerin yapisinda bir veya birkag aminoasit
degisikligi ile bu enzimlerin etki spektrumu ¢ok genigleyip 3.kusak
sefalosporinleri ve aztreonami da igine alabilir. Bu 6zellige sahip enzimlere
genigletilmis spektrumlu p-laktamazlar(GSBL) adi verilmigtir. Halen 90'a
yakin GSBL tanimlanmis olup, yeni enzimlerle bu sayl sirekli
artmaktadir(31).

Plazmid kaynakli B-laktamazlar 6 gruba ayrilirlar.(Tablo-3)(9).

1-Genis Spektrumlu enzimler; Bu grupta yer alan B-laktamazlar
penisilinleri ve sefaloridini benzer oranlarda hidrolize ederler. (TEM-1, TEM-2
ve SHV-1 gibi)
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2-Oksasilinazlar: Bunlar oksasilin ve bununla ilgili penisilinleri hidrolize
ederler.(OXA-1....21 gibi)

3-Karbenisilinazlar: Bu enzimler karbenisilini kolayca hidroliz
ederler.(CARB-1...6)

4-GSBL: Bu enzimler oksiiminosefalosporinleri  (sefotaksim,
seftriakson, seftazidim) ve aztreonami pargalarlar. TEM ve SHV
enzimlerinden nokta mutasyon sonucu olusurlar. TEM den olusan 42, SHV
enziminden ise 11 gesit GSBL tanimlanmistir. (TEM-3....61, SHV-2........ 12
gibi)

5-Sefalosporinazlar: Bu enzimler oksiimino sefalosporinleri pargalariar.
Bu enzimleri kodlayan genler, nikleotid dizilisi bakimindan Enterobacter
spp., Citrobacter spp.ve K. oxytoca’nin kromozomal B-laktamaz genlerine

benzerler ve biyokimyasal 6zellikleride aynidir.

6-Karbapenemazlar: Bu sik karsilagiimayan B-laktamazlar imipenemi

hidrolize ederler ve P.aeruginasa'da bulunurlar(14)

1.4.5. Plazmid Kaynakli Enzimlerin Asin Uretimi
(Hyperproduction) Sonucunda Direng Gelisimi

TEM ve SHV tipi enzim tasiyan bazi bakteriler, bu enzimlerini
sentezleyen plazmidlerini gogaltarak, enzim miktarini arttirabilirler. Fazla
miktarda salgilanan enzim bu durumda sadece penisilin tirevierine degil
daha ©nceden bakterinin duyarl oldugu B-laktam+B-laktamaz inhibitér
kombinasyonlari (ampisilin-sulbaktam, amoksisilin-klavulanik asit gibi) ve 1.
ve 2. kusak sefalosporinlere karsida direng gelisimine neden olur.
Karbapenem tirevleri bu turden direng tasiyan bakterilere karsi etkilidirler
(14, 15).
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Tablo 3: Plazmid Kékenli § -Laktamazlarin Ozellikleri(9)

B-LAKTAMAZLAR | SIKLIGI | KONAK BAKTERI _ SPESIFIK
OZELLIKLER
Enterobacteriacea
GENIS P.aeruginosae
SPEKTRUMLULAR Cok Sik H. influensae Hemen hemen biitiin
N.gonorrhoeae bakterilerde bulunur.
TEM-1 Vibrio cholerae
, TEM-1 den bir aminoasit
TEM-2 Sik ENEsanactaiages degisikligi vardir.
Siklikla K.pneumoniae
SHV-1 Sik Enterobacteriacea dakromozomal genlerle
kodlanir.
%MM Enterobacteriacea
OXA-1 Sik E. coli de 2. siklikta bulunur.
OXA-2 Sik Enterobacteriacea Salmonellada 2. siklikta
bulunur.
OXA-3. .. 10 Enterobacteriacea OX.A'-1 e gOre.dgha genis bir
aktiviteye sahiptirler.
P.aeruginosae B-laktamaz inhibitorlerine
OXA-11... 21 Enterobacteriacea direngli (Tazobaktam harig)
ve plazmid kontrolindedirler
i Enterobacteriacea
KARBENISILINAZLAR ‘ :
CARB-1 Sik Degil P.aeruginosae
P.aeruginosae ] ;
CARB-2 Sik Entoroliacteriacen P.aeruginosae da sik bulunur.
CARB-3....6 Nadir S
GSBL
TEM-3....29 Nosocomial K.pneumoniae, daha az | TEM-1 ve TEM-2 ‘den 1ila 5
TEM-42, 43, 47, 48, 49, Salginlarda siklikta diger aminoasit degisikligi sonucu
Sik enterobakterilerde olusurlar.
60, 61
Nosocomial K.pneumoniae, daha az i ; ; :
SHV-2...12 Salginlarda siklikta diger 35;_:k|%?2;nﬂijsmlﬂﬁgfn
Sik enterobakterilerde ¥ ¥ '
SEFALOSPORINAZLAR
Nadir P.mirabilis
CEP-1
CEP-2 Nadir Achromobacter
Citrobacter’in kromozomal
CMY-2....5 Nadir K. pneumoniae B-laktamazina benzer
KARBAPENEMAZLAR |, . P.aeruginosae Imipenemi pargalayan
adir metalloenzimlerdir.

IMP-1
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1.4.6. Plazmid Kaynakh p-Laktamazlarin Neden Oldugu Direncin
Spektrumu

TEM-1, TEM-2 veya SHV-1 gibi B-laktamazlar tagiyan bakteriler
genis spektrumlu olanlari dahil (mezlosilin ve piperasilin gibi) penisilin
turevleri ve 1. kusak sefalosporinlere karsi direng gosterirler. Bu enzimleri
fazla miktarda sentezleyen mutantlar ise ek olarak 2. kusak sefalosporinlere
ve p-laktamaz inhibitériii p-laktam antibiyotiklere de direngli hale gegerler.
GSBL tasiyan bakteriler genellikle p-laktamaz inhibitorlerine kargi duyarli
olmakla birlikte genis spektrumlu penisilinler, 3.kusak sefalosporinler ve
aztreonama kars! direng gosterirler. Yukarida sayilan enzimlerin hangisini
tasirsa tasisin, bu bakteriler tiniform olarak karbapenem (imipenem ve

meropenem) trevlerine kargi duyarhidirlar(29, 30).

1.4.7. Gram negatif Bakterilerde Kromozomal [-Laktamazlarin

Sentezi ve Direng Olusturmasi

Hemen hemen bitiin gram negatif bakteriler kromozomal kaynakl -
laktamaz Uretebilirler. p-laktamaz genellikle spesifiktir ve aktivitesi gok
dusuktur. Fakat kromozomdaki pek gok p-laktamaz geninde degisiklik veya
indiiksiyon sonucu B-laktamaz aktivitesi artar(32). Keza induksiyonu
diizenleyen genlerdeki mutasyon, indiklenebilen p-laktamazlarin yapisal
olarak asin dretiimesine yol agar. Plazmid kaynakli p-laktamazlardan
biyokimyasal olarak tamamen farkli olan bu enzimler Bush siniflamasinda
birinci grupda yer alirlar. Sefalosporinleri parcalarlar ve klavulanik aside
direnclidirler. Ayrica plazmid kaynakli B-laktamazlara direngli olan 3. kusak

sefalosporinlerin gogunu pargalarlar(32, 33).

Klinikte ciddi sorun olusturan Enterobacter, Pseudomonas, Serratia ve
Citrobacter gibi gram negatif bakterilerin kromozomal B-laktamazlar
indiiklenebilir o6zelliktedir. Bu bakteriler bazi p-laktam antibiyotiklerle

(ampisilin, 1. kusak sefalosporinler gibi) kargilastiklarinda, kromozomal f-
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laktamaz sentezi hizla artar (indlksiyon). Ancak indlksiyon gegici bir olay
olup, ortamda sentezi artan p-laktamazin, antibiyotigi inaktive etmesi sonucu
durur. Boylece bakteri baslangictaki dusik dluzeyde enzim sentezleyen
haline doner. Indiiksiyon mekanizmasi klinikte gogu zaman direng gelisimi

acisindan sorun olusturmaz(33).

3. kusak sefalosporinler, kromozomal B-laktamazlari zayif bir bigcimde
indlklerler. Dolayisiyla indiklenebilir p-laktamaz tasiyan gram negatif
bakteriler bu antibiyotiklerle karsilastiklarninda enzim  sentezlerini
arttiramayacaklarindan, kolayca bu antibiyotikler tarafindan éldurtlirler.
Ancak ayni bakteri toplulugu igindeki fazla miktarda B-laktamaz sentezleyen
konstitlf mutantlar bu antibiyotikler tarafindan yok edilemezler. Normalde bu
tip mutantlara seyrek olarak rastlanir (10°-10® siklikta). Bir sire sonra
duyarli bakterilerin tamami ¢lurken, enfeksiyon ortaminda sadece direngli
mutantlar kalir (seleksiyon). Ortaya gikan direngli bakteriler artik sadece 3.
kusak sefalosporinlere degil, imipenem ve karbapenem harig tim p-laktam

antibiyotiklere ve B-laktamaz inhibitérlerine karsida direnglidirler(34).

Cogul direngli mutantlar bir kere baskinlik kazandiginda, sadece hasta
icin degil ayni zamanda hastane igin de buytk bir problem olusturmaktadir.
Cok sayida calisma, 3.kusak sefalosporinlerin kullanimindaki artisla birlikte
gogul direngli suslarin izole ediime sikiinda da artis oldugunu
gostermektedir. Baslangigta bu direngli suslarla infekte olan hastalarda
mortalite orani ayni bakterinin baslangigta duyarli olan susu ile enfekte
olanlarinkine gére daha yiiksektir(33).
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1.5. Genigletilmis Spektrumlu -Laktamazlar (GSBL)

Enterobacteri'lerde en sik kargilasilan plazmid kaynakli B-laktamazlar,
1. kusak sefalosporinlere kargl zayif aktivite gosteren TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1 enzimleridir. Bu enzimler 3. kusak sefalosporinlerin higbirini,
aztreonam ve karbapenemleri pargalayamazlar. Ozellikle sefotaksim,
seftazidim gibi 3. kusak sefalosporinlerin kullaniminda son yillarda biyiik bir
artis olmustur. Ancak 1980'lerin ortalarindan sonra yayginlasmaya baslayan
mutant enzimler 3. kusak sefalosporinleri ve aztreonami da etkisiz hale
getirmeye baslamistir. Bu mutant enzimlerde sefotaksim, seftazidim ve diger
genis spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonama degisik derecelerde direng
vardir. Fakat sefamisinlere ve karbapenemlere 1988 yilina kadar direng
bildirilmemistir. Bu enzimler, gok genis bir substrat profiline sahip oldugundan
1989 yilinda Jacoby ve ark. tarafindan GSBL olarak isimlendirilmistir(35, 36).

GSBL ilk olarak 1983 yilinda Almanya'da, 1987 yilinda Fransa'da ve
19981 yilinda butiin diinyada bildiriimeye baslandi. Halen ¢ok sayida ve cesitli
GSBL enzimi ve bunlarin tretimini diizenleyen mekanizmalar mevcuttur ve
GSBL butun diinyada hizli bir sekilde artmaktadir. Bu nedenle GSBL iireten
suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisi igin B-laktam antibiyotik segiminde
cok dikkatli olunmalidir(37).

GSBL enzimleri esas itibariyle TEM ve SHV enzimlerinden kdken
alsalarda son zamanlarda TEM ve SHV kékenli olmayan yeni plazmid
kaynakli GSBL'ler tanimlanmistir. Bu yeni enzimler sefamisinlerde dahil
bitiin sefalosporinlere karsi etkilidirler(38).

GSBL enzimlerinin yayilimi hakkinda birgok epidemiyolojik ¢alisma
vardir. Ingiltere, Ispanya, Portekiz, Italya, Yunanistan, ABD, Kuzey Afrika,
Glney Amerika ve Cin'de tespit edilmistir. Predominant tipler cografi olarak

degisiklikler gosterir(35)
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SHV-2 ve SHV-5 Almanya'da, SHV-3, SHV-4 ve TEM-3 Fransa'da,
SHV-5 ise Yunanistan'da en yaygin olan GSBL enzimleridir(39). Turkiye de
dahil olmak Uzere uluslararasi en yaygin olan GSBL tipi ise SHV-2'dir (35).

GSBL enzimlerinin Klebsiella'larda yaygin olmalarinin nedenlerinden
biri bu organizmalarin deri ve yuzeylerde diger enterik bakterilere gore daha

uzun slre canli kalabilmeleridir (39,40, 41).
GSBL enzimlerini alti gruba ayirmak mumkindiir(42).
1-TEM ve SHV kdokenli olanlar,
2-TEM ve SHV kokenli olmayanlar,
3-Inhibitér direngli B-laktamazlar,
4- Inhibitér direngli ve genis spektrumlu p-laktamazlar,
5-Karbapenemazlar,

6-Plazmid aracili sefalosporinazlar (sefamisinazlar).

1.5.1 TEM ve SHV kékenli GSBL'ler

GSBL enzimleri esas olarak TEM ve SHV tirli enzimlerden 1-4
aminoasit degisikligi ile olusurlar. Tim bakterilerde yaygin, plazmid araciligi
ile sentezlenen  B-laktamaz olan TEM-1'in yapisinda bir aminoasit
degisikligine neden olan mutasyon sonucu TEM-2, bu enzimin yapisinda 2
aminoasit degisikligi ile de TEM-3 ortaya ¢ikar. TEM-1 ve TEM-2 etki
spektrumu agisindan benzer (penisilin ve tlrevlerine karsi aktif) birer
penisilinaz iken, TEM-3 Ugtincl kusak sefalosporinleri de pargalayabilen bir
GSBL'dir. TEM-1 ve TEM-2 de, baska bir aminoasit ile degistirildiginde
enzim substrat spesifitesinde azalmaya yol agan ve GSBL olusumuna neden
olan 7 aminoasit bulunmaktadir (39, 104, 164, 237, 238, 240, 265'inci
pozisyonlar) (Sutcliffe numaralandirmasi). Bu giin igin bilinen TEM kokenli 42
ve SHV kokenli 11 gesit GSBL mevcuttur. Bu enzimler en sik olarak K.

pneumoniae suslarinda ortaya gikarlar (GSBL Ureten suslarin %80'i)(42).
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Plazmidlerin aktarilabilir olmasindan dolayr GSBL bitin dinyada hizli bir
sekilde artmaktadir. Son zamanlarda GSBL diger bitlin Enterobacter’lerde
de gosteriimeye baslanmistir. K. pneumoniae’'da GSBL uretme sikligi
Fransa, Ingiltere ve Portekiz'de ortalama % 14-16 arasindadir. Bu oran E.
coli 'de %0,1, P. mirabiliste ise daha azdir. Bu durum plazmid
konjugasyonunun daha az olmasi veya GSBL'yi saptamaktaki yetersizlikten
kaynaklaniyor olabilir(31).

TEM ve SHV kékenli GSBL' lerin timu klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi p-laktamaz inhibitorlerine duyarhidir. Bu Gg inhibitérden
klavulanik asit en etkilisidir. Sulbaktamin sinirli bir etkisi vardir, bu enzimin
SHV turevlerine karg! gok etkili olmadigi bilinmektedir(20). Bu grubun en
onemli ozelligi kolaylikla yayilabilir olmasidir. Hastane enfeksiyonlarinda

onemli bir problem olmaktadir(44).

1.5.2 TEM ve SHV Koékenli Olmayan GSBL’ler

Bu enzimler plazmid kaynaklidirlar ve klavulanik aside direnglidirler.
Molekuler siniflamada A grubuna dahildirler. Bu enzimler MEN-1, MEN-2,
CTX-M1, CTX-M2, PER-1, PER-2, VEB-1 ve TOHO-1'dir. Ik defa 1992
yilinda Fransa'da Bernard ve ark. tarafindan onkoloji servisinde yatan bir
hastadan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae suslarinda bulunmus ve
MEN-1 olarak adlandiriimistir. Bu enzim K. oxytoca'nin kromozomal kokenli
enzimi ile %72 ve TEM deriveleri ile %38 lik bir aminoasit benzerligi
gosterir(37, 45). Buna ilave olarak Arjantin'de MEN-1 rapor edilmis ve CTX-
M1 olarak adlandinimigtir. 1992 yilinda da Almanya'da CTX-M2 rapor
edilmistir. CTX-M2, MEN-1 ile %84'lik bir aminoasit benzerligine
sahiptir(46). PER-1 enzimi ise Fransa'da, Tirkiye'den (Ankara) Paris’e yeni
dénen bir hastadan izole edilen P. aeuroginosae'dan rapor edilmistir(47).
PER-1, Turk Salmonella typhimurium suslarindan izole edilmistir ve genleri 4
farkli plazmidde lokalize olmustur(48). Bu enzim TEM tlrevi p-laktamazlarla

%35’lik aminoasit benzerligi gostermektedir. Daha sonra Almanya'da E. coli ,
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K. pneumonia, Proteus mirabilis ve S. typhimurium suglarindan PER-2 rapor
ediimis olup PER-1 ile %86'lik bir aminoasit benzerligi géstermektedir(49).
1994 yilinda Japonya'da ise TOHO-1 izole edilmistir ve bu enzimde TEM
turevleri ile sadece %60'lik bir aminoasit benzerligi géstermektedir(50). VEB-
1 ise Fransa'da Vietnam'li bir hastadan izole edilmis olup en yakin oldugu p-
laktamaz olan PER-1 ile sadece %40k bir aminoasit benzerligi
gostermektedir(42). TEM ve SHV kdkenleri gibi bunlarda Enterobactericeae
ailesindeki genetik degis tokus sonucu bltin dunyaya yayilmaktadir. Bu
enzimlerin  protein analizleri TEM ve SHV kdkenli enzimlerle
kargilagtinldiinda hidroliz spektrumlari benzerlik géstermekle beraber
yapisal benzerlik géstermemektedir. TEM ve SHV kokenli olmayan GSBL leri
dort grupda incelemek mimkindiir(42).

1-MEN-1(CTX-M1) ve CTX-M2
2-PER-1 ve PER-2
3-TOHO-1

4-VEB-1

PER-1 haricindeki diger enzimler hakkinda bilgiler kisithdir ve bu
sebeple belirgin epidemiyolojik degerlendirmeler yoktur. Ayni sekilde,
Enterobacteriaceae‘lar iginde genis spektrumlu olan oxasilinaz tiirevleri
hakkinda da raporlar ¢ok azdir(51).

D grubunda bulunan plazmid kontroliindeki p-laktamazlar birgok
bakteride bulunmaktadir, ancak enterik bakteriler ve Pseudomonas tiirlerinde
nadirdir(39). Bu enzimler OXA-1' den OXA-21' e kadar isimlendirilmislerdir.
Bunlar igcinde en sik gozlenen OXA-1, E. colflerin %1-10° unda
bildiriimektedir (39).
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1.5.3. inhibitdr Direncli B-Laktamaziar

B-laktamaz inhibitér kombinasyonlara farkli mekanizmalar ile direng

gelisebilmektedir. Bu mekanizmalar:
1-TEM enzimlerinin agir sentezlenmesi,
2-Inhibitorlere direngli B, C veya D sinifi enzim igerigi,
3-Klasik p-laktamazlar ile birlikte porin eksikligi olanlar.

Son yillarda bunlara ilave olarak TEM enzimlerinin inhibitérlere direngli
mutantlari tanimlanmistir(25). Bu giine kadar bilinen 17 adet TEM kaynakli
inhibitér direncli p-laktamaz enzimi (TEM-30, 41, 44, 45, 51, 59)
mevcuttur(25, 57). Ayrica TEM kaynakli olmayan SHV-10 enzimi de inhibitér
direngli ve genis spektrumlu bir B-laktamazdir. Bu inhibitér direngli TEM B-
laktamazlar (IRBLs) daha 6nce inhibitér direngli TEM deriveleri (IRT) olarak
bilinirdi (IRT...1-10 :TEM....30-39). Bunlar dar spektrumlu p-laktamazlar olan
TEM-1 ve TEM-2'den turemislerdir(25). Bush siniflamasinda 2br grubunda
yer alan bu enzimler GSBL enzim aktivitesini gdsteren enzimlerden farkli
olarak 1-2 aminoasit degisikligine sahiptir. Inhibitér direngli p-laktamaziar
artik klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi B-laktamaz inhibitorlerine
hassas degildirler, ancak GSBL enzim aktiviteside igermemektedirler. Ancak
klasik TEM enzimlerine gére dar spektrumlu sefalosporinlere karsi aktiviteleri
daha azdir(24).

Inhibitér direngli p-laktamazlar, 1989 yilinda énce Fransa'da, ardindan
Ispanya'da E. coliden tanimlanmis olup daha sonra K. pneumoniae ve P.
mirabilis’den tanimlanmistir(56). Ayrica yine bu enzimler kisa zaman 6nce
hayvan orjinli C.freundii suslarindada rapor edilmistir. 280 aminoasitlik
protein boyunca bu enzimler 6zellikle 69, 165, 182, 244, 275 ve 276'nc
pozisyonlarda mutasyona ugramisglardir(25, 57). Bu mutasyona ugramis
aminoasitler, TEM orjinli GSBL'lerin igeriginden farkhdir. Ozellikle 69 ve
244'ncl pozisyonlar TEM orjinli B-laktamazlarin katalitik bolgelerine yakin
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veya igindedir. Buda inhibitérlere direnci agiklamaktadir. Klinik pratikte bu
yeni B-laktamazlarin yayilimi ¢ok iyi bilinmektedir. Fransa'da 1993 yilinda
yapilan bir epidemiyolojik calisma, E. coli suslarinin %5'inin boyle p-

laktamazlara sahip olabilecegini géstermistir(59).

1.5.4. Inhibitér Direngli ve Genis Spektrumlu B-Laktamazlar

Bu enzimler E. coli suslarinda tanimlanan plazmid kékenli inhibitor
direngli genis spektrumlu B-laktamazlardir. 1997 yilinda Fransa'da E. coli
susundan, TEM-15 ve TEM-33 B-laktamazlarina denk gelen mutasyonlu bir
TEM-1 B-laktamaz kompleks mutanti tanimlanmistir. Bu p-laktamaz, diisik
dlzeyde p-laktamaz inhibitorlerine ve yiiksek diizeyde de genis spektrumlu
sefalosporinlere direng gosterir. Yine 1997 yilinda Yunanistan'da p-laktamaz
inhibitrlerine direng gésteren SHV tirevi bir nesil tarif edilmistir. SHV—10 ad)
verilen bu p-laktamaz genis spektrumlu SHV-5 B-laktamazinda meydana
gelen bir mutasyonla (130'uncu pozisyonda serinden glisine degisim)
olusmustur. Bu da dusik dizeyde P-laktamaz inhibitérlerine ve yiiksek

dizeyde de genis spektrumlu sefalosporinlere direng gésterir(57).

1.5.5. Karbapenamazlar

Karbapenem grubu ajanlara etkili p-laktamazlar genetik ve
biyokimyasal olarak birbirinden farkl, gogu yalniz karbapenemlere degil diger
p-laktam ajanlara da etkili enzimlerdir(61). Bu nedenle, sadece karbapenem
grubu B-laktam ajanlara afinitesi diger p-laktam antibiyotiklere kiyasla daha
fazla olan metalloenzimler “karbapenemaz” olarak adlandiriimaktadir.
Karbapenemlere etkili enzimler, molekiiler yapi agisindan sinif A serin pB-
laktamazlar veya sinf B metalloenzimler arasinda yer almaktadir(7). Ayrica

sinif C sefalosporinazlarin da karbapenem grubundaki ajanlara kismen etkili
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olabildigi ve bu enzimlerin asin uretildigi mutantlarda ylksek dizeyde
imipenem direncine yol agabildigi bildiriimektedir(62, 61). Bu durum &zellikle

B-laktamazlari induklenebilir tirlerde 6nem kazanmaktadir.

Karbapenemlere etkili p-laktamazlara, Bacterioides suslari,
Xsanthomonas maltophilia, Aeromonas hydrophila, Flavobacterium odoratum
ve Bacillus cereus gibi bazi bakterilerde oldukca sik rastlanmaktadir.
Enterobacter tiirlerinde karbapenemlere karsi enzimatik direng Serratia
marcessensin 4 susunda ve Enterobacter clooaca'nin 2 susunda
bildirilmistir(59).

Simdiye kadar 4 karbapenemaz tanimlanmistir. Bunlar Sme-1, Nmc-A,
IMI-1, IMP-1 dir. Ik (¢ karbapenemaz klavulanik asit ile inhibe olan bir
penisilinaz iken, IMP-1 B sinifi bir metalloenzimdir. Plazmid kaynakli IMP-1
harig bu karbapenemazlar kromozomaldir(Grup A). Nmc-A geni, 1990 yilinda
Paris'de E. cloaca'dan izole edilmistir(59). Bu gen herhangi bir 3. kusak
sefalosporini belirgin olarak hidrolize etmez. Aminoasit sirasinin kararliligr,
TEM ve SHV tiirevleriyle sadece %50 aminoasit benzerligi gésteren ve daha
gok MEN-1 ile baglantili yeni bir penisilinaz subgrubunu temsil ettigini
gosterir(63). 1986 yilinda daha imipenem piyasaya girmeden California‘'da E.
cloaca'dan saptanmig olan IMI-1, NmcA ile %95 aminoasit benzerligi
gosterir(64). Ayni sekilde, Sme—1 1982 de Ingilterede iki S. marcescens
susunda gosterilmistir. Sme—1, NmcA veya IMI-1 ile benzer bir B-laktam
hidrolitik profiline sahiptir. Ancak bu enzimlerle %70 lik bir aminoasit
homolojisini paylasir(65). Bunlarin timi meropenemden daha direnglidir.
Imipenem igin MIC degerleri 16-32 p/ml iken meropenem igin 0.12-12 p/ml
civarindadir(39). Bu enzimlerden baska, son yillarda Acinetobacter
baumanniide saptanan iki enzim daha vardir. ARI-1 (Acinetobacter Resistant
to Imipenem) ve ARI-2 olarak isimlendirilen bu enzimler, imipenem ve
azlosilini hidroliz etmekte, ancak sefalosporinlere orta derecede direng
olusturmaktadirlar. ARI-1 genlerinin bir plazmidde bulundugu belirlenmistir.
Daha sonra Arjantin'de Acinetobacterin imipeneme direngli hastane

suglarinda ARI-1 ‘e ¢ok benzeyen bir enzim bulunmus ve ARI-2 olarak
isimlendirilmistir(66).
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IMP-1 karbapenemleri hem A sinifi karbapenemazlarin yaptigi
seviyeden gok daha yiiksek bir seviyede hidroliz yapar, hemde ayni zamanda
3. kusak sefalosporinleri de hidrolize eder. IMP-1 aktivitesi klavulanik asit
tarafindan inhibe edilmez, ama EDTA tarafindan inhibe edilir. Bu IMP-1
enzimi, karbapenemler dahil bir gok B-laktam antibiyotiklere karsi etkilidir,
ancak aztreonama duyarlidir. Bu B sinifi karbapenemaz, diger bazi
metalloenzimlerle 6rnegdin; B. fragilis, A. hidrofiia ve B. cereus gibi
bakterilerin metalloenzimleriyle homoloji gosterir(67). Bazi Pseudomonas
suslar IMP-1 geni tasir(82). IMP-1, A sinifi karbapenemazlardan daha buyiik
bir tehdittir, ¢lnkl plazmid lokalizasyonlu olup direng tasiyicisi oldugu bilinen
Klebsiella suslarinda bulunmustur. Japonya'dan imipenem ve meropenemde
dahil butiin p-laktam antibiyotiklere direngli, plazmid kaynakli B-laktamaz
Ureten 2 sug bildirilmistir (P.aeuroginosae ve B. fragilis ). Bu iki susun B-
laktamazlari  klavulanik asit ve diger PB-laktamaz inhibitorlerine
dayaniklidir(35, 68).

Grup A da yer alan karbapenemazlardan birkag kriterle fenotipik olarak
ayirt edilmektedirler(68).

1-Meropenem ve imipeneme esit duzeyde ylksek direng

olusturmaktadirlar,
2-EDTA ile inhibe olup klavulanik asitle olmamaktadirlar,

3-Monobaktamlari hidroliz edememektedirler.

1.5.6. Plazmid Aracili Sefalosporinazlar (Sefamisinazlar)

GSBL'lerle birlikte plazmid aracili sefalosporinazlarin ortaya cikisi
1980’li yillarin sonlarina rastlar. Bunlar, kromozomal (AmpC) olarak yerlesmis
sefalosporinazlarla baglantilidirlar (Baslica C.freundii AmpC ). Bu grubun ilk
enzimi olan MIR-1, ABD'de K. pneumonia’dan izole edilmistir(69). Bu
enzimler, aztreonam, oksiiminosefalosporinler ve sefoksitine dirence aracilik

ederler. Bunlarin aktiviteleri, GSBL'den farkli olarak, klavulanik asit,
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sulbaktam veya tazobaktam (MOX-1 haricinde) ile inhibe olmazlar. Bu
enzimler sefamisinlere, 3. kusak sefalosporinlere ve aztreonama direngli K.
pneumoniae ve E. coli suglan tarafindan yapisal olarak Uretiimektedirler.
Bunlar bazen yapisi nedeni ile sefamisinazlar olarak tanimlaniriar; fakat
temel izoelektrik nokta (>8), p-laktam direng paterni ve inhibitorler ile sinerji
eksikligi (FEC—1 enzimi igin olanlar diginda ) gbz éntne alindiginda Grup C
B-laktamazlar ile benzer ozellikler gosterirler(31). Enterobacter suslarindan,
Serratia suslarindan, C. freundii veya P. aeruginosa'dan elde edilen AmpC
sefalosporinazlardan farkli olarak disari atilirlar. Bu enzimler (¢ grupda
siniflandirilabilir. Ilk grup, Japonya'da K. pneumoniae’dan izole edilen MOX-1
ve Arjantin’de yine K. pneumoniae’dan izole edilen FOX-1 ile temsil edilir(70,
71). Bunlar arasinda %66’ lik bir aminoasit benzerligi mevcut olup en gok
P.aeruginosa'dan elde edilen AmpC sefalosporinazlar ile %40k bir
aminoasit benzerligi gosterirler. lkinci grup ise, K. pneumoniae’dan izole
edilen CMY-1 (Gilney Korede)) CMY-2 (Yunanistanda), LAT-1
(Yunanistanda) ve E. coli suslarindan izole edilen BIL-1 (Pakistanda ) ile
temsil edilirler(72, 73, 74). Bu enzimler birbirleriyle % 94 ve C.freundiiden
elde edilen AmpC ile % 98 lik aminoasit benzerligi gosterirler. Ugiinci grup
ise, diger plazmid aracili sefalosporinazlarla uzaktan iliskili MIR-1 ile temsil
edilir(39)

ABD' de 20 degisik hastanede 1995 yilinda yapilan bir galismada,
AmpC tipi plazmid kaynakli enzimlerin gorilme sikliginin, TEM tipi GSBL
lerden ¢ok oldugu gosteriimistir(42). Yunanistan'da yapilan bagka bir
galigmada da yogun bakim unitelerinde yatan hastalardan elde edilen
bakterilerde LAT-1 enziminde artis gézlenmistir(75). Bu enzimlerin tespiti igin
rutinde uygulanmasi gok zor olan genetik transfer deneyleri gerekir. Ayrica
dogal olarak dretilen AmpC Enterobacteriacea  (Enterobacter suslari,
Serratia suslari, C. freundii ve Providencia stuartii), ayni plazmidlerle taginan
diger antibiyotik direng genleri ile ko-transferi haricinde, diger kromozomal
olarak yerlesmis enzimlerden ayirt edilememektedir. Bu enzimler
Enterobacteriacea’lar  haricinde diger bakterilerde  gosterilememistir.

Sefamisinlere daha fazla diren¢ olusturmalari ve seftazidim direncinin
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klavulanik asit ile giderilememesi ile genis spektrumlu p-laktamazlardan ayirt
edilmektedir(39).

1.6. GSBL’ lerin Genel Ozellikleri

GSBL'ler basta seftazidim olmak lzere 3.kusak sefalosporinlere ve
aztreonama karsi direng gelismesine neden olurlar. Ayrica bu enzimleri
tasiyan bakteriler piperasilin ve mezlosilin gibi gerjig spektrumlu penisilinlere
karsi da direng gosterirler. GSBL tasiyan bakteriler gogu zaman degisik
mekanizmalarla  p-laktam  disindaki  antibiyotik  gruplarina  karsi
(aminoglikozidler, kinolonlar gibi) da direng gelistirebilirler. Bu bakterilerde
karbapenem tiirevlerine (imipenem ve meropenem) karsi nadiren direng

gosteriimesine karsin, genellikle duyarl kabul edilirler(34).
1.6.1. GSBL Sentezleyen Bakterilerin Klinikte Yol Agtigi Sorunlar

GSBL tasiyan bakteriler genellikle altta yatan ciddi hastaligi olan ve
yogun bakimda yatan hastalarda epidemilere neden olurlar. Bu tipte enzim
tagiyan bakterilerin sikhdr genellikle o yogun bakim {nitesinde kullanilan
genis spektrumlu penisilin veya sefalosporinlerin kullanimi ile dogru
orantihdir. GSBL tasiyan bakterilerin yogun bakimda yatan hastalarda
gelistirdikleri enfeksiyonlarda mortalite %30-50 arasinda degisir. Uygunsuz

antibiyotiklerin kullanimi halinde bu oran daha da yiikselir(76).
1.6.2. GSBL Varh@ina isaret Eden Laboratuar Bulgulari

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda bir gram negatif bakterinin
(6zellikle K. pneumoniae ve E. coli ) antibiyotik duyarlihigina bakilarak GSBL
tasiyip tasimadigr hakkinda bir fikir sahibi olunabilir. Buna goére, GSBL




37

tasiyan bakteriler aztreonam, 3.kusak sefalosporinlere ve genis spektrumlu
penisilinlere kars! direng gosterirken, sefoksitin , p-laktamaz inhibitorleri ve

imipeneme karsi duyarlliklarini genellikle strdurtrler(76).

1.6.3. Laboratuarda GSBL Tasiyan Suslan Saptamada

Karsilasgilan Sorunlar

GSBL tasiyan bakterilerin gogu aztreonam ve seftazidime karsi ylksek
oranda direng gosterirken, bu bakterilerin sefotaksime direnci daha dusguk
olabilir. GSBL tasimayan E. coli ve Klebsiella suglarinin sefotaksim MIC
degerleri 0,2 ugr/ml den ylksek degildir. Buna kargi 6rnegin TEM-26 gibi bir
GSBL tasiyan susun sefotaksim MIC degeri 4 pgr/ml olabilir. Eger kullanilan
esik degeri (breakpoint) 8 pgr/ml ise ve sefotaksim o laboratuarda 3.kugak
sefalosporinleri temsilen kullaniliyorsa, bu sus yanhshkla 3.kusak
sefalosporinlere duyarli olarak bildirilebilir. Halbuki bu bakteri eger test
edilirse aztreonam ve seftazidime karsi direngli bulunacaktir. Ayni bakteri 10”
gibi ylksek inokulumda test edildiginde sefotaksime direng saptanabilecektir.
Genellikle klinikte enfeksiyon bolgesinde bulunan bakteri sayisi 10’ ve daha
yukari yogunlukta oldugundan, sefotaksim duyarli gibi gériinse de klinikte

tedavi basarisizligina neden olacaktir(34).

1.6.4. GSBL Tasiyan Bakterilerle Kolonizasyon ve Enfeksiyon
Gelisimine Yol Agan Risk Faktorleri

GSBL tasiyan bakterilerle kolonizasyon ve enfeksiyon gelisimi kimi
hasta grublarinda belirgin sekilde sik gozlenir ve bu hasta grublari riskli

grublar olarak degerlendirilebilir(31). Bunlar;

1-Ozellikle nétropenik hastalar gibi konakci faktérleri ileri derecede

bozulmus hastalar,
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2-Daha dnceden B-laktam veya genis spektrumiu baska antibiyotiklerle

tedavi edilmis veya profilaktik olarak antibiyotik almig hastalar,
3-Uzun slredir hastanede, 6zellikle yogun bakimda yatan hastalar,

4-Cesitli invaziv igslemlere veya cerrahi midahalelere maruz kalmis

hastalar olarak siralanabilirler.

1.6.5. GSBL Tasiyan Bakterilerin Tedavisinde Kullanilacak
Antibiyotikler

Pek c¢ok ve cesitli p-laktam antibiyotik olmasina ragmen, ancak
bunlardan birkagi GSBL tasiyan bakterilerle olan enfeksiyonlarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Sefoksitin, sefmetazol, sefotetan ve latomoksef gibi
sefamisinler, TEM ve SHV kokenli GSBL dreten Klebsiella'larin tedavisinde
basari ile kullaniimaktadir. Sefotetan ve latomoksef invitro olarak en etkili
antibiyotiklerdir(31).

-laktamaz kokenli direncin énine gegmek igin yaklasimlardan birisi,
B-laktamaza dayanikli olmayan bir antibiyotikle bir B-laktamaz inhibitorinG
kombine etmektir. Bdyle inhibitorler p-laktamazi dontistimstz (irreversibl)
olarak inaktive ettiklerinden birlikte olduklari antibiyotigin hidrolize olmasini
onleyebilmektedirler. Bdylece antibiyotige direngli olan birgok sus bu
antibiyotik —inhibitér kombinasyonuna duyarli hale gelmektedir. Gunumuzde
amoksisilin-klavulanik asit, sefoperazon-sulbaktam, ampisilin-sulbaktam,
tikarsilin-klavulanikasit kombinasyonlari bulunmaktadir. TEM tipi enzimler igin
sefoperazon-sulbaktam en iyi kombinasyondur. Bitln oral sefalosporinlerin

aktivitesi GSBL ureten suslara kars gittikce azalmaktadir(31).

Mevcut p-laktam antibiyotikler iginde en gligli grup karbapenemlerdir.
GSBL dUreten Enterobacterilere karsi meropenem en etkili ajandir.
Karbapenemler, TEM ve SHV kdkenli p-laktamazlarin timine yiksek bir etki

gostermektedirler. Enterobacter’ilerde karbapenemlere direng kromozomal
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B-laktamaz sentezinin artmasi ve hiicre gegirgenliginin degismesi ile
olmaktadir. GSBL Ureten K. pneumoniae mutantlari, karbapenem direncinin

olugsumu igin bir riskdir(31).

1.7. B-Laktamaz inhibitérlii Penisilinler(BLIP)'e Karsi Bakterilerde Direng
Geligimi

pB-laktamaz inhibitorleri, indlklenebilir kromozomal B-laktamaz tasiyan
veya bu enzimleri asin miktarda sentezleyen Enterobacter, Citrobacter,
Serratia, Pseudomonas gibi bakterilere karsi etkisizdir. Bu tlirden bakteriler
nadiren de olsa GSBL tasiyabilirler. Bu tip bakterilerin olusturdugu

enfeksiyonlarin tedavisinde BLIP kullaniimaz(7).

Inhibitérle p-laktamaz arasindaki reaksiyon yarigmali (kompetetif) bir
olay olup, fazla miktarda enzim sentezlenmesi halinde ortamda yetersiz
miktarda kalan p-laktamaz inhibitérii biitiin enzim molekdllerini inhibe etmez.
Ozellikle agin tretim tipinde enzim sentezleyen bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde BLIP basarisiz kalir. Bu tip bakterilerin
bazilarinda dis membran permabilitesinde azalma sonucu BLIP direnci daha
belirgin hale gelir. GSBL'ye ek olarak baska bir enzim (6rnegin; TEM-1 gibi)
de sentezleyen bakteriler BLIP'e karg! direng gésterirler.- Bu bakteriler,
karbapenem turevlerine karsi genellikle duyarli olup bu bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemler rahatlikla
kullanilabilirler(7, 31).
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GEREG VE YONTEM

Bu galismada; 2005-2006 tarihleri arasinda Istanbul Sisli Etfal Egitim
ve Aragtirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuarinda gesitli klinik érneklerden
izole edilen 960 E. coli ve 300 Klebsiella spp. suslari kullanilmistir. Galisma

su asamalarda yurtttimastar.

1-Klebsiella spp. ve E. coli suslarinin gesitli érneklerden izolasyonu,

identifikasyonu ve saklanmasi,

2-Izole edilen Kiebsiella spp. ve E. coli suslarinda disk difiizyon

yontemi ile B- laktam grubu cesitli antibiyotiklere direncin arastiriimas,

3-GSBL varliginin CDST ve fenotipik dogrulama testi ile gosteriimesi.
Calismanin bu asamasi Kirikkale Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji

ABD’da yapilmistir.

2.1. Bakteri izolasyon ve identifikasyonu

Alinan idrar érnekleri Clayd ve Mc Conkey besiyerine, yara érnekleri
kanh agar (%5-7 koyun kani ilaveli), gikolatali ve Mc Conkey besiyerine
ekildi. Burada saf olarak lreyen bakterilere;

1-%3 KOH'le bakilarak gram negatif olduklari dogrulandi.
2-Gram boyama yapildi.
3-Katalaz ve oksidaz testleri yapildi.

4-Katalaz pozitif ve oksidaz negatif olanlar igin biyosimik identifikasyon
testleri uygulandi
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2.1.1. indol Testi

Triptofandan indol olusturma yetenegindeki bakterileri ayirmada
kullanildi. Bakteri kulttrtindeki indol, p-dimethyloamino benzaldehyde ayiraci
ile arastinildi. Mikroorganizma indol buyyonuna inokiile edilip, 35 °C de 18-24
saat inkube edildi. Daha sonra 5 damla Kovacs ayiraci eklenip, Ustteki alkol
tabakasinda kirmizi renk olusumu goézlendi. Halka seklindeki kirmizilik pozitif

indol testi olarak yorumlandi.

2.1.2. Methyl Red — Voges Proskauer (Mr-Vp) Testi

Glukozun fermentasyonu ile, asetil metil karbinol ve kuvvetli asit
olusturma yetenegindeki bakterileri ayirmada kullanildi. Mikroorganizma 2
tane MR-VP buyyonuna inokiile edilip, 35 °C de 18-24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiiplerden birisine 5 damla MR ayiraci eklenip kirmizi
renk olusumu goézlendi. Digerine ise 0.6 ml VP-1 ve 0.2 ml VP-2 ayiraci
eklenip 1 saate kadar kirmizi renk olusumu goézlendi. Her iki test icinde

kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

2.1.3. Sitrat Testi

Sitrati karbon kaynagi olarak kullanarak pirivat ve karbondiokside
donustirme yetenegindeki bakterileri ayirmada kullanildi. Mikroorganizma
sitrat besiyerinin yiizeyine inokiile edilip, 35 °C de 24-48 saat inkiibe edildi.
Ortamin pH'sinin  yikselmesi sonucu bromtimol mavisi indikatorinin

yesilden maviye renk degistirmesi pozitif sitrat testi olarak degerlendirildi.
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2.1.4. TSI Besiyerine Ekim

Glukoz ve laktoz gibi karbonhidratlar fermente edebilme ile H,S ve
gaz olusturabiime yetenegindeki gram negatif g¢omaklari belirlemede
kullanildi. Test edilecek mikroorganizma besiyerinin yizeyine ve dip kismina
ekildikten sonra, 35 °C de 24-48 saat inkilbe edildi. Besiyeri, yiizeydeki ve
dipteki renk degisiklikleri, gaz catlaklari ve H,S'in olusturdugu siyahlasma
yoénunden incelenip su sekilde yorumland:

-Alkali yuzey, asit dip; sadece glikoz fermente edilmistir.
-Asit ylizey , asit dip; glukoz + laktoz fermente edilmistir.
-Gatlak ve kabarcik olusumu; gaz pozitif.

-Siyahlagsma olmasi; H,S pozitif.

2.1.5. Ureaz Testi

Ureyi amonyada hidroliz edebilme yetenegindeki bakterilerin
ayriimasinda kullanildi. Test edilecek mikroorganizma besiyerinin yiizeyine
inokle edilip, 35 °C de 24-48 saat inkiibe edildi ve renk degisikligi yontinden
kontrol edildi. Besiyerinin kirmizi menekseye renk degisimi pozitif lireaz testi

olarak yorumlandi.

2.1.6. Hareket Testi

Bakteri hareketliliginin belirlenmesinde kullanildi. Test edilecek
mikroorganizma igne 6zeye alinarak hareket besiyerinin sonuna kadar gizgi
seklinde inokiile edildi, 35 °C de 24-48 saat inkiibe edilip, gunlik olarak

inokulasyon gizgisi etrafindaki kirmizi renkteki bakteriyel treme alanlari
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gozlendi. Inokilasyon gizgisi etrafinda dallanan lreme olmasi durumunda

hareket testi pozitif olarak yorumlandi.

2.1.7. Katalaz Testi

Katalaz enzimi olusturabilme yetenegindeki bakterileri ayirmada
kullamidi. Temiz bir lama bakteri kolonisi alinip, Uzerine %3'lik hidrojen
peroksit damlatildi, gaz kabarciklarinin olusumu pozitif katalaz testi olarak

yorumlandi.

2.1.8. Oksidaz Testi

Sitokrom oksidaz enzimine sahip bakterilerin ayinminda kullanildi.
Steril petri kutusunun igindeki filtre kutusunun igine %71'lik tetramethyl-p-
phenilenediamine dihydrochloride dékiilip, tahta gubukla alinan koloni filtre
kagidina sirildi. 10 saniye icinde mavi, siyah ya da mor renk olusumu

pozitif oksidaz testi olarak yorumlandi.

H>S, indol, metil kirmizisi ve oksidaz testi negatif, katalaz, laktoz, sitrat
ve Voges Proskauer testi pozitif, lireyi pargalayan, hareketsiz bakteriler K.
pnemoniae; H,S, metil kirmizisi ve oksidaz testi negatif, indol, katalaz, laktoz,
sitrat ve Voges Proskauer testi pozitif, (reyi pargalayan, hareketsiz bakteriler
K. oxytoca; laktoz, katalaz indol, metil kirmizisi testi pozitif, sitrat, H.S,
oksidaz testi, Voges Proskauer testi negatif treyi pargalamayan, hareketsiz
bakteriler E. coli olarak kabul edildi.
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2.2. Disk Difflizyon Testi

2.2.1. Disk Diffiizyon Testinin Yapilisi

1-Agar kiltirinden 4-5 koloni alindi ve 4-5 ml serum fizyolojik

icerisine aktarildi.
2-Serum fizyolojik, 35-37 °C'de 4-6 saat inkiibe edildi.

3-Bulanikhd Mc Farland 0.5 standardina esdeger olacak sekilde
ayarlandiktan sonra ilk 15 dakika igerisinde slspansiyon igine ekiivyon

batirilip tiplin kenarinda ekiivyonun sikilmasi ile fazla sivi birakildi.

4-Ekivyon 4 mm kalinhginda dékulmis Mueller-Hinton agarin tiim
ylzeyine surllerek inokllum yayildi. Diskler konmadan énce nemin absorbe
olmasi i¢in 3-5 dakika beklendi(33).

2.2.2. Disklerin Yerlestirilmesi

Diskler dispenser ile yerlestirildi. Disklerin yerlestirimesinden sonra
plaklar ters gevrilerek 35 °C lik etiive kaldirildi. Bir gecelik inklibasyondan
sonra plaklardaki inhibisyon zon caplari cetvel ile &lgiildi. Zon gapi
Glgulurken higbir Gremenin gérilmedigi kisim gapin kenari olarak alindi. Zon

kenarinda giplak gozle giigliikle segilen ince tiremeler dikkate alinmadi(33).

2.3. Cift Disk Sinerji Testi

Deneyin tim asamalarinda disk difiizyon y&nteminin standartlari
saglandi. Suslarin yayildigi Mueller-Hinton agar yiizeyine diskler merkezden
uzakhg 25 mm olacak sekilde ayarlandi. Buna gore ortaya amoksisilin+
klavulanik asit diski konuldu. Etrafina her birinin amoksisilin klavulanik asid

diskine uzakligi 25 mm olmak Uzere sirasiyla seftazidim (CAZ), sefotaksim
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(CTX), seftriakson(CRO) ve aztreonam(ATM) yerlestirildi.18-20 saat 35 °C de
inkiibe edilen besiyerleri incelendiginde aztreonam, seftazidim ve
sefotaksime ait inhibisyon zonlarinin klavulanik asit diski karsisinda
bozularak geniglemesi yada iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri treyen
alanda Ureme olmayan bir bélgenin gértlmesi, diger bir deyimle klavulanik
asidin antibiyotigi guglendirmesi durumunda GSBL olduguna karar verildi.
(Sekil-1-2)(33). GSBL pozitif olan tim suglara fenotipik dogrulama testi
uygulandi. Seftazidim ve sefotaksim antibiyotikleri klavulanik asit
kobinasyonlari ile birlikte test edildi. Seftazidim zon gapi ile seftazidim
klavulanik asit zon gapi arasinda, sefotaksim zon capi ile sefotaksim
klavulanik asit zon gapi arasinda 5 mm veya daha fazla fark goriilmesi ile o
susun GSBL drettigine karar verildi (33).

Sekil -1 Cift Disk Sinerji Testi



Sekil-2 Cift Disk Sinerji Testi.

2.4, Yontemlerde Kullanilan Antibiyotikler

2.4.1. Disk Difflizyon Testinde Kullanilan Antibiyotikler

1-Seftazidim

2-Seftriakson

3-Sefoksitin
4-Sefaperazon- siilbaktam
5-lmipenem
6-Meropenem

7-Amoksisilin -klavulanik asit

46
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8-Sefotaksim

9-Kloramfenikol

10-Aztreonam

11-Trimetoprim- stlfametaksizol
12-Amikasin

13-Netilmisin

15-Sefiksim

2.4.2. Cift Disk Sinerji Testinde Kullanilan Antibiyotikler

1-Seftazidim
2-Seftriakson
3-Sefotaksim
4-Aztreonam
5-Amoksisilin- klavulanik asit

GDST'nde duyarlilik zon gaplari NCCLS'ye gére Seftazidim >22 mm,
Aztreonam >27 mm, Sefotaksim >27 mm, Seftriakson >25 mm esas

alinmistir(77).

2.4.3. Fenotipik Dogrulama Testinde Kullanilan Antibiyotikler

1-Seftazidim
2-Seftazidim-klavulanik asit
3-Sefotaksim
4-Sefotaksim-klavulanik asit

5-Amoksisilin- klavulanik asit
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Sefotaksim, sefotaksim-klavulanik asit (30/10ug) ile seftazidim ise
seftazidim-klavulanik asit (30/10ug) ile birlikte test edilmistir. Bir gece 37°C'de
inktibasyondan sonra, ilacin zon ¢apinin klavulanik asit ile test edildiginde tek
basina test edildigine gére 25mm artis goéstermesi GSBL olarak
deQerIendiriImistir(T?).‘ (Calismamizda Oxoid antibiyotik  diskleri

kullanilmuistir).
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BULGULAR

Toplam 1300 sus calismaya alinmis olup bunlarin 9601 E. coli ve
300'G Klebsiella spp.'dir. E. coli suslarinin 162(%16,8)'si ve Klebsiella spp.
suslarinin 66(%22)'s1 GSBL pozitif bulunmustur. Klebsiella spp. suslarindan
54(%18)'lG K. pneumoniae, 12(%4)'si K. oxytoca olarak identifiye edilmistir.
GSBL pozitif oldugu tespit edilen toplam 228 susa ait ézellikler tablo 4'de
belirtiimistir (sekil 3).

960 E. coli sugunun 720'si idrardan, 240’1 yara materyalinden, 300
Klebsiella spp. susunun 228' idrardan 72'si yara materyalinden izole
edilmistir.

Tablo-4 GSBL Pozitif Suglarin Kullanilan Parametrelere Gére Dagilimi

GENEL PARAMETRELER n:228(%)

CINSIVET YAS KLINIK MATERYAL BAKTERI

Erkek | Kadn | <4 | 214 [ Polikinik | Yatan | ldrar | Yara |E col Kpneumonia | K.oxytoca

108 (474) | 120 (526) [ 76 (33,3) | 152(66,7) | 130(57) | 98(ad) [ 152(667) | 76 (33,3)  162071)| 54 (23) 12(59)

Antibiyotik direng oranlarinin belirlenmesi igin yapilan calismada E.
coli, K.pneumoniae ve K. oxytoca suslarinin timi seftazidim, sefotaksim,
aztreonam, seftriakson ve amoksisilin- klavulanik asite direngli bulunmustur.
Sefoksitin diskine, E. coli suslarinda %58.6, K.pneumoniae suslarinda
%48.1, K. oxytoca suslarinda %41.7 oraninda direng tespit edilmistir.
Karbapenemlere karsi her ug bakteride de direng saptanmamistir. GSBL
pozitif suslarda amikasin direnci yara materyallerinde (%14,5) idrar
materyallerine (%5,9) gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p <0,03).
Bakteriler arasinda amikasin direnci agisindan anlamli  bir farklilik
gorulmemistir(Tablo-5)(Sekil-4).
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Sekil-3 GSBL Pozitif Suslarin Kullanilan Parametrelere Gore Dagilim Yuzdesi

GENEL PARAMETRELER
n:228(%) »
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Tablo-5 GSBL pozitif suslarda antibiyotik direng cesitli p gore degerl
ANTIBIYOTIK DIRENG ORANLARI n (%
CAZ | CTX | ATM | CRO | AMC | FOX FEP [ CFM [IPM[MEM] AK | NET| SCF | C | G | SxT
.4 :F::;,EK 103(100)’ 103(100)’ 108 (100) 108(100)’ 103(100)‘ 64 (59,3) 104(96,3)’ 108 (100 0 of 8(74) 3(2,3)] 14(13)I 17(15,8)[ 35(32.4)’ 19(17,6)
CINSIYET -
:.':%N 120 (100)| 120 (100)| 120 (100) 1zo(1oo)' 120(1oo)l 62(51,7) 118(98,4) 119(99,2) of o 12(10) 3(2,5)| 17(14,2)| 21(17,5) as(ao;J 15(12,5)|
:'7‘; 76 (100)( 76 (100){ 76 (100)| 76 (100) 76(100)’ 41(539) 73(96,1) 76(100) of of 9(11.8)| 3(39) 14(184) 16(21,1) 27(35,5)‘ 11(14,5)
YAS -
::‘;2 152 (100)| 152 (100) 152(100)] 152 (100)( 152 (100)[ 85(55,9)| 149 (98)| 151 (99,3)‘ of 0 172 3] 17(11,.2)] 22(14,5) u(zs,s)l 23(15,1)
B :%LKL'N'K 130 (100) 130(100)' 130 (100)| 130 (100)| 130 (100)| 76 (58,5)| 126(96,9)| 130 (mo)’ 0f 0] 10(7,7)| 3(23)[ 14(108)] 17 (13,1) 41(31,5)| 20 (154)
KLINIK :
:f;;‘" ss(wo)‘ ea(wo)‘ 98 (100) 931100)‘ 98(100)| 50 (51) 96(98)‘ 97(99)‘ 0| o 10(102)] 3(3,1) 17(17,3)] 21(21,4) 30(30) 14(14.3)|
'::‘QR 152(100)’ 152 (100) 152(100)' 152(100)| 152(100)] 86/(56,6) 143(91,4)| 151 (99.3)| of 0o 9(59|3(20 22(14,5)| 20(13,2)| 51(336) 25(16.4))
MATERYAL |-
::"72‘ 76(100)’ 76 (100) 75(100)’ 75(100)‘ 75(1oo)| 40(52,6) 74(97,4)‘ 75(100)‘ ol o 11(145) 3(3,9)‘ 9(11,a)| 18(23,7) zo(zs,s)rs(ﬁ,s)l
iffz“ 162(100)] 162 (100), 152(100)' 152(100)’ 162(100)‘ 95 (58,6) 153(97,5)’ 161 (99,4)' of 0o 16(99) 3(1,9)| 24(14,s)| 30 (18,5)] 49 (30,2)| 24 (14,8)
BAKTERI :;::‘EUMON'A 54(100) 54(100)l 54 (100) 54(100)[ 54(100). 26 (48,1) 52(96,3)! seon| o o 36| 36| Te3)| 703 15 @8l sen)
:j?ZXYTOCA 12(100)[ 12(100)| 12 (100) 12(100)‘ 12(100)’ 5(41,7) 12(100)’ 12(100;, of 0 1(3,3)‘ 0 of 183 7(55,3;‘ 1(83)
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TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesindeki birgok bakteri cinsinin  GSBL
olusturdugu, en sik GSBL Ureten turiin K. pneumoniae oldugu saptanmistir.
Bunun nedeni kesin olarak belirlenememistir. Bazi yazarlar bu bakteri
tirinde spontan mutasyonlarin daha sik olarak gergeklestigi fikrini 6ne
strmuslerdir(34). Bugline kadar GSBL saptanan bakterilerin %80'den
fazlasini K. pneumoniae suslar olusturmaktadir(41). Ulkemizde ve yurt
disinda yapilan cgesitli arastirmalarda K. pneumoniae suslarinda GSBL
Uretme sikligi yildan yila artis géstermekte, bu oran %0.74 ile %94 arasinda
degismektedir(79,80,81).

Yogun bakim servisinde yatan, yeni cerrahi girisim gegirmis, invaziv
girisim veya kateter uygulanmis ve genis spektrumlu B-laktam antibiyotik
kullanan hastalardan izole edilen E. coli ve Klebsiella suglarinda GSBL
Uretme siklig1 daha fazladir(76). GSBL Ureten E. coli ve Klebsiella suslarinda
B-laktam antibiyotiklere karsi direnci dogru bigimde ortaya koymada disk
difizyon y®nteminin yaninda minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
saptamaya yarayan yontemlerde yeterli olmamaktadir. Bu nedenle yukarida
s6zl edilen hasta gruplarindan izole edilen ve p-laktam antibiyotiklere orta
derecede duyarli bulunan E. coli ve Klebsiella suslarinin, GSBL Ureten suglar
olabilecegi ve gergekte direngli olabilecekleri géz 6éntinde bulundurulmalidir.
Bu ylzden 1997 yilinda NCCLS o6nerilerinde degisiklikler olmustur. Bu
onerilerde, genisletilmis spektrumlu p-laktam antibiyotiklerin MIC degerlerinin
2 pgr/ml'ye esit ve daha yilksek olmasi veya inhibisyon zon caplarinin
aztreonam igin 28 mm; seftazidim igin 23 mm; sefotaksim igin 28 mm
seftriakson igin 26 mm’'den dar olmasinin GSBL Uretimi igin uyarici olmasi
gerektigi bildirilmektedir(82, 77).

GSBL Uretimi, standart inokulumdan daha yogdun inokulumlarin
kullanildigi dilisyon yontemi, CDST ve g boyutlu yontem ile tespit edilerek
saptanabilmektedir. Bunlardan en gok kullanilani CDST'dir. Bazi yazarlar gok

dustk duzeylerde uretilen GSBL'lerin bile bu yéntem ile belirlenebildigini ve




54

bu nedenle Onerilebilir bir yéntem oldugunu savunmuslardir(83). Bir
calismada disk diflizyonla genis spektrumlu sefalosporinlere duyarl olarak
tanimlanan bakterilerin yaklasik yarisinin CDST ile GSBL (urettigi
gosterilmistir(83). Ancak CDST'nin glvenilirligini azaltan cesitli faktorler
bildirilmistir. Ornegdin bazi suslar tarafindan yuksek dizeyde olugturulan
sefalosporinazlar sinerjik etkinin gorlilmesini  dnleyebilmektedir. Diskler
arasindaki uzakliginda deneyin sonucunu etkiledigini, bazen GSBL olusturan
suslarla yapilan ve diskler arasindaki uzakligin 30 mm olarak ayarlandigi
deneylerde yanlis negatif sonuglar elde edildigi bildirimektedir. Ozellikle
indUklenebilir kromozomal AmpC B-laktamazini ylksek dizeyde sentezleyen
(deprese  mutant) Enterobacteriaceae suslarinda, inhibisyon zonu
olusmamasi veya dar bir inhibisyon zonu olusmasi nedeniyle sinerji testi
negatif sonug verebilmektedir. Béyle durumlarda diskler arasi mesafenin 20
mm tutulmasi veya kromozomal B-laktamazlardan gok az etkilenen sefepim
veya sefpirom disklerinin  kullaniimasi ile deneyin tekrarlanmasi
onerilmektedir(84). Ayrica klavulanik asit diskinde meydana gelebilecek
potens kaybinin da dikkate alinmasi gerektigi belirtiimektedir. Bir caligmada
ambalaji yedi gin veya daha kisa siire énce agiimis disklerle dogru sonug
elde edilmesine karsin, iki hafta dan daha ¢nce kullaniimaya baslanmig
disklerin hatali sonug¢ verdigi saptanmistir(11). NCCLS GSBL Gretiminin
fenotipik dogrulama testi ile konfirme edilmesinin daha dogru bir yaklagim
olacagini belitmektedir(77). Biz g¢alismamizda CDST uygularken disk
merkezleri arasindaki mesafeyi 256 mm olarak belirledik GSBL pozitifligini

CDST'ni fenotipik dogrulama testi ile konfirme ettik.

Fransa'da hastanelerden izole edilen suslarda %30-40, hastane disi
suslarda %6 oraninda GSBL uretimi saptanmistir(83). ABD'de genel olarak
Klebsiella'larin %8'i GSBL olusturmaktadir(26)..

Cesitli birimler arasinda farkhiliklar bulunsa bile, yogun bakim
Unitelerinden izole edilen K. pneumoniae suslarinda Portekiz’de % 49,
Bekgika'da % 31, Fransa'da % 24, italya'da % 17, Hollanda'da % 186,
Almanya'da % 9, Ispanya’da % 1 olan GSBL olusturma orani tlkemizde ise

%59 gibi gok daha yiiksek bir orana erismektedir(85). Liu ve ark. Ingiltere’de
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1992 yilinda yaptiklari bir galismada 70 K. pneumoniae susu arasinda GSBL
uretme sikhidini %15,7 olarak saptamiglardir(29). Bizim g¢alismamizda
Klebsiella pneumoniae %18 ve Klebsiella oxytoca suglarinda %4 oraninda

GSBL uretimi saptanmistir.

Ulkemizde bu giine kadar yapilan calismalarda; Toreci ve ark. sinerji
testi ve direng paternlerine gére Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesinde cesitli
Klinik orneklerden izole edilen Enterobacteriaceae suslarindan 196 K.
pneumoniae susunda % 45, K. oxytoca susunda % 32 oraninda GSBL
Uretimi saptamiglardir(86). Kaleli ve ark. 72 E. coli ve 38 K. pneumoniae
susunda CDST ile GSBL sikhgini, merkeze amoksisilin-klavulanik asit,
cevreye ise merkezden 25 mm olacak sekilde aztreonam, sefotaksim ve
seftazidim diskleri yerlestirerek arastirmislar. K. pneumoniae igin %47(87),
Gulay ve ark. yaptiklari ¢alismada hastane enfeksiyonlarindan soyutlanmis
44 K. pneumoniae susunda GDST ile GSBL sikligini diskler arasi mesafe 30
mm olan standart yontem ile %57, diskler arasi mesafe 20 mm olarak
uygulandiginda bu oran %89 olarak bildirmiglerdir(80). Eskitlirk ve ark. CDST
ile E-testini karsilastirmali olarak uyguladiklarinda Klebsiella suslarinda
GSBL uretme sikhigini her iki yontemde de %54 olarak bildirmiglerdir(78).
GSBL saptamada CDST'nden baska E-test, Ug boyutlu test, fenotipik
dogrulama testi, MIC saptamaya yonelik klasik ve otomatize y&ntemler
kullanilabilmekle birlikte CDST en pratik, ucuz ve duyarl yéntem olarak kabul
edilmektedir (79). Bizim yaptigimiz calismada E. coli ve Klebsiella spp.
suglarinin GSBL dretimi. CDST ve fenotipik dogrulama testi ile tespit
edilmistir. Calismada kullanilan parametreler (cinsiyet, yas, klinik, materyal
ve izole edilen bakteriler) agisindan bakildiginda disk diflizyon testi, CDST ve
fenotipik dogrulama testi sonuglar uyumlu bulunmustur. Fenotipik dogrulama
testinde yanlis pozitiflik saptanmamistir. Hastane kokenli Klebsiella spp. ve
E. coli suslarinda GSBL uretimi fazla oldugundan CDST'i rutin uygulamada

kullaniimahdir.

Idrar materyallerinde E. coli suslari ile yapilan galismalarda; Tiinger ve
ark. 92 susda %10(88), Demirdag ve ark. 65 susun %15(89), Rota ve ark.168
susun %21(90), Aktas ve ark.52 susun %21,2(91), Gllay ve ark.72 susun
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%16,6(92), Sahin ve ark.64 susun %12,5(93), Hazar ve ark. 45 susun
%6,6(94), Durmaz ve ark.530 susun %1,1(95), Gurdodan ve ark. 89 susun
%8(96), GSBL saptamislar. Bizim yaptigimiz ¢calismada 960 E. coli susun
%16,8'inde GSBL uretimi saptanmustir.

Otkun ve ark. Trakya Universitesi Tip Fakultesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklari Yenidogan Servisinde olusan bir K. pneumoniae hastane
enfeksiyonu epidemisinden izole edilen 17 susun 16’sinin (% 94) CDST ile
GSBL olusturdugunu ve gentamisin digt aminoglikozidlere direngli oldugunu
bildirmiglerdir(81). Abasl ve ark. E. coli suslarinda amikasin direncini %10, K.
pneumoniaeda %10, K. oxytocada %8 tespit etmislerdir(97). Bizim
yaptidimiz calismada amikasin direnci E. coli %9,9, K. pneumoniae %5,6 K.
oxytoca'da %8,3 olarak tespit edilmistir. Amikasin direnci idrarda %5,9 iken
yarada %14,5 bulunmus ve bu durumun istatistiksel olarak anlaml oldugu
tespit edilmistir (p <0,031) (Tablo-5, Sekil—4).

TEM ve SHV kaynakli GSBL'ler sefoksitini pargalamazlar, buna
karsilik sefamisinazlar ve karbapenemazlar pargalarlar. Calismamizda 162
E. coliden 86(56,6)'i, K. pneumoniae suslarindan 26(48,1)'s1 ve K. oxytoca
suglarindan 5(41,7) tanesi sefoksitine direngli bulunmustur. Bu suslarin TEM
ve SHV disi, diger geri kalan suslarin TEM ve SHV kaynakli p-laktamaz
tagidiklar dusunilmektedir. Son zamanlarda kromozomal kaynakli GSBL
tretimi oldugu bildirimekle beraber GSBL uretimi genellikle plazmid kaynakli
oldugu igin bakteriler arasinda kolayca yayilabilmekte, bu da zaman
icerisinde  GSBL uretme oraninda artmaya yol agmaktadir(36). GSBL
olusturan bakterilerin orani tlkeden ulkeye, bélgeden bolgeye, hastaneden
hastaneye hatta ayni hastane iginde cesitli birimler arasinda degisiklik
gostermektedir. Bu farklilik lokal epidemiyolojik faktérlere, genel enfeksiyon
kontrol 6nlemlerine ve antibiyotik kullanim politikalarina baglanmaktadir.
Antibiyotiklere karsi direncin en dlstk dlzeye indirilmesi igin bu
antibiyotiklerin mikrobiyolojik veriler g6z ©nune alinarak ve antibiyotik
kullanim  prensiplerine uygun olarak kullaniimasi gerekmektedir(34).

Galismamizda E. coli suslarinda %16,8 ve Kilebsiella spp.’de %22
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