GIRIiS

Gram negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere kars1 direncinde en 6nemli
mekanizma, beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesidir. Beta-laktamazlar
icinde en genis grubu genislemis spektrumlu beta-laktamazlar olusturmaktadir.
Genislemis spektrumlu beta-laktamaz tireten kokenlerin penisilinler, sefalosporinler ve
aztreonama direncli olduklar1 halde rutin antibiyogramda duyarli bulunabilmeleri ve
bu antibiyotiklerin kullamildig1 tedavilerde sorunlarla karsilasiimasi nedeniyle, bu
enzim Uretiminin gosterilmesinin gerekli oldugu bildirilmektedir (1). Genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar hemen hemen tiim enterik bakterilerde tanimlanmig
olmasina ragmen siklikla Klebsiella pneumoniae kokenlerinde bulunmaktadir (2,3).
Biiyiikk cogunlugu TEM, SHV veya OXA enzimlerinden koken almaktadir. Bu ii¢
enzimin tiirevleri disinda son yillarda CTX-M, PER, VEB gibi genislemis spektrumlu
enzimlerde de biiyiik bir artis oldugu goriilmektedir (4).

Her antibiyotik grubunda oldugu gibi beta-laktam antibiyotiklere karsi da
bakteriler diren¢ kazanmaya ve yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirmeye devam
edeceklerdir. Gelecek yillarda bugiinkii beta-laktamazlara bir¢ok yenisi eklenecektir.
Antibiyotiklerin kisitli kullanimi, infeksiyon kontrol Onlemlerinin her hastanede
uygulanmasi, direngle ilgili surveyans c¢alismalarinin her merkezde devamli
yapilmas1 ve antibiyotik kullanim ile direng iligkisinin kesin olarak belirlenmesini
saglayacak caligmalarin yiiriitiilmesi, beta-laktamazlara bagli beta-laktam direncini

azaltacak onlemlerden bazilaridir (5).

Bu calismada, Pamukkale Universitesi Arastrma ve Uygulama Merkezi’nde
poliklinik ve yatan hastalardan gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis
olan Klebsiella pneumoniae suslarinda genislemis spektrumlu beta-laktamazlarin
varligl, genislemis spektrumlu beta-laktamaz pozitif suslarda CTX-M beta-
laktamazlarin varligi, grubunun belirlenmesi ve suslar arasindaki klonal iligskinin

arastirilmas1 amaclanmustir.



GENEL BiLGIiLER

BETA-LAKTAM ANTIBIYOTIKLER

Beta-laktam antibiyotikler, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi
tastyan ve hiicre duvari sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gdsteren genis bir
antibiyotik grubudur (Sekil-1) (6). 1949°da penisilinin iiretiminin, kimyasinin ve etki
mekanizmasinin kuramsal olarak incelenmesinden bu yana cok sayida beta-laktam

antibiyotik dogrudan veya sentetik olarak elde edilmistir (7).

O

Sekil 1 : Beta-laktam halkasi (6).

Beta-laktam antibiyotikler yan etkilerinin azlig1 ve bakterisid olmalar1
nedeniyle giinlimiizde en sik kullanmilan antibiyotik grubudur. Bakterilerin
peptidoglikan tabakasmin sentezini bozarak etki ederler. Bakterilerin hiicre
duvarinda yer alan peptidoglikan (miirein) tabakasit mikroorganizmanin yapisini ve
biitlinliigiinii saglar. Bu tabaka capraz baglanan kisa peptid zincirleri ile saglamlagir.
Bu capraz baglanti N-asetil muramik asitin yapisinda yer alan D-alanin D-alanin
molekiillerinin transpeptidasyon reaksiyonu ile birlesmeleri sonucu olusur.
Transpeptidaz reaksiyonunu olusturan enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP)
ad1 verilir. Beta-laktam antibiyotiklerin temel hedefi penisilin baglayici proteinlerdir.
Beta-laktam antibiyotiklerin  yapis1 D-alanin D-alanin  molekiiliine  ¢ok
benzemektedir. Bu benzerlik beta-laktam antibiyotiklerin PBP ile reaksiyona
girmelerini ve D-alanin D-alanin molekiiliiniin yerini alarak transpeptidasyonu
engellemelerini saglar (8). Hiicre duvar yapisi bozulan bakteride ozmotik direng

kayb1 ve oliim meydana gelmektedir (9). Beta-laktam antibiyotiklerin hedeflerine



baglanmalar1 ve etkinlik gostermeleri icin gram negatif bakterilerde porin (Outer
Membran Protein, OMP) adi verilen i¢i su dolu protein kanalciklarindan gegmeleri,
sitoplazmik membranla dis membran arasindaki periplazmik boslukta yer alan beta-
laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir (10). Gram pozitif bakterilerde dis
membran tabakasi bulunmayip, sitoplazmik kalin bir peptidoglikan tabakasi
uzanmaktadir. Beta-laktamazlar bu tabakaya yapisik veya bakteri hiicresi etrafinda
serbest olarak yer almaktadir (Sekil-2) (11).

Beta-laktam antibiyotikler
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Sekil 2 : Gram negatif hiicre duvar yapisi (11).

Beta-laktam grubu antibiyotikler baslica 5 grupta toplanmaktadir. Bunlar,
1) Penisilinler
2) Sefalosporinler
3) Monobaktamlar
4) Karbapenemler
5) Beta-laktamaz inhibitérleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam) dir (11).

BETA-LAKTAM GRUBU ANTIBIYOTIKLERE DIRENC

Escherichia coli’ ye etkili ilk beta-laktam grubu antibiyotik olan ampisilinin
kullanima girmesiyle, gram negatif comaklarda diren¢ gelismeye baslamistir. Bu
direng, plazmid aracilikli dar spektrumlu beta-laktamazlar olan TEM-1 ve SHV-1
araciligr ile gelismisti. 1960’lar ve 1970’ler boyunca beta-laktamaz yapan
bakterilerin seleksiyonu sonucu diren¢ sikligi artmaya devam etmistir. Ozellikle
hastanelerde artan antibiyotiklere diren¢li bakteriler sorunuyla basedebilmek icin,
temel sefalosporin molekiiliindeki minor degisikliklerle beta-laktamaza dayanikli

genis spektrumlu sefalosporinler gelistirilmis ve 1980’lerin baslarinda klinik



kullanima girmistir. Pratikte ilk kullanilan sefotaksimdir, bunu seftriakson ve
seftazidim izlemistir. Gram negatif bakterilerde, 1980’lerin ortalarindan itibaren
genis spektrumlu sefalosporinlere karsi beta-laktamaz aracilikli diren¢ ortaya
cikmaya baslanustir. {1k genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), daha dar
spektrumlu SHV-1 ve TEM-1 beta-laktamazlardan koken alan mutantlardir. Bu
mutantlar1 kodlayan genler, mobil genetik elementler iizerinde bulundugu icin
hastane kokenli patojenler arasinda kolayhkla yayilmustir. Ik genislemis spektrumlu
SHV enzimi 1983 yilinda K. pneumoniae, Klebsiella ozaenae, Serratia marcescens
klinik izolatlarinda tanimlanmis ve SHV-1’e benzerliginden dolayr SHV-2 olarak
isimlendirilmistir. SHV-1 enzimindeki tek bir amino asidin yer degisikligi bu
enzimin aktivitesini genis spektrumlu sefalosporinleri kapsayacak sekilde
genisletmistir. Bu tarihten giiniimiize kadar SHV-12’ye kadar isimlendirilen ve nokta
mutasyonlaria bagl olarak amino asid yer degisiklikleri sonucunda ortaya c¢ikan
GSBL’ler bildirilmistir. SHV ailesinin ilk iiyeleri Klebsiella suslarinda tanimlanmis,
sonradan E. coli suslarinda da saptanmistir. GSBL’leri kodlayan genler mobilize

olduklarmdan ¢ok cesitli gram negatif patojenlere yayilmistir (12).

BETA-LAKTAM ANTIBIYOTIKLERE DIRENC MEKANIZMALARI

Beta-laktam antibiyotiklere karsi baslica 3 yolla direng gelismektedir.

1. Hiicre i¢inde beta-laktam antibiyotigin konsantrasyonunun azalmasi, bu iki
sekilde olmaktadir.

a) Girisinin kisitlanmasi (porin kaybi)
b) Disar1 atilmasi (effluks mekanizmasi)

Hiicre zarmin gecirgenliginin azalmasi gram negatif bakteriler icin 6zellikle
Oonem tasimaktadir. Bu bakterilerin membranlar1 gram pozitif bakterilerin
membranlarina nazaran daha komplike bir yapiya sahiptir. Gram negatif bakterilerde
beta-laktam antibiyotikler, digs membrandaki OMP ad1 verilen porlar yolu ile hiicreye
girmektedir. Beta-laktam antibiyotikler dig membrandan porin F ve porin C adi
verilen baslica 2 kanal araciligi ile ge¢cmektedirler (13). Bu porin sistemlerinden
MexA, MexC, MexD, OprJ, MexB ve OprM sistemi imipenem disindaki bir¢ok beta-
laktama diren¢ olusturmaktadir. MexC, MexD, OprJ sistemi de sefepim ve sefpiroma
direng olustururken diger beta-laktamlara duyarlili1 artirmaktadir (8).

2. PBP. Hedef bolgesinde degisim:



a) Mevcut PBP’lerin degistirilmesi
1) Mozaik PBP yaratilmasi
i1) PBP genlerinin mutasyonu
b) Yeni PBP’lerin disardan alinmasi
Neisseria  gonorrhoeae,  N.meningitidis, =~ Haemophilus influenzae ve
Streptococcus pneumoniae’da gozlenen penisilin direnci ve metisiline direngli
Stafilococcus aureus’da gozlenen diren¢ PBP’lerdeki degisiklikler ile olusmaktadir
(14). Bu tiir diren¢ gram negatif bakterilerde nadirdir.
3. Beta-laktam antibiyotigin beta-laktamaz iiretimi nedeni ile parcalanmasi
a) Beta-laktamaz iiretiminin artmasi
1) Daha etkili promoter kazanimi
a) Mevcut promoterin mutasyonu
b) Yeni bir promoter alinmasi
ii) Uretim kontrol mekanizmasimin mutasyon le bozulmasi
b) Beta-laktamaz yapisinin mutasyon ile modifikasyonu

c¢) Farkli spektrumlu yeni beta-laktamazlarin alinmasi.

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid baglarin1 parcalayarak
beta-laktam ajanlarin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. Yapisal olarak
PBP’lere benzerler. Beta-laktamazlar; gram pozitif, gram negatif ve anaerob
bakteriler tarafindan sentezlenir. Gram pozitif bakteriler arasinda beta-laktamaz
tireten en Onemli patojen stafilokoklardwr (13). Anaeroblardan Clostridium ve
Fusobacterium’larin  beta-laktamazlar1 esas olarak penisilini  pargalarken,
Bacteriodes’ler tarafindan iretilen beta-laktamazlar ise siklikla sefalosporinaz
etkinligi gostermektedir. Gram negatif bakteriler, daha ¢ok sayida beta-laktamaz
tretmektedirler. Basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere gram negatif
bakterilerin beta-laktam direncindeki en 6nemli mekanizma beta-laktamaz tiretimidir

(15).

BETA-LAKTAMAZLAR
Bugiine kadar en az 350’ye yakin beta-laktamaz enzimi tamimlanmistir.
1980’de Ambler tarafindan molekiiler yapilarina gore 4 simifa ayrilmislardir.

Smif A, penisilinleri hidrolize etmektedir.



Sinif B, karbapenemazlardan olusan metallo-beta-laktamazlardir.
Smif C, sefalosporinazlardan olusan, kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi
nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilan enzimlerdir.

Sinif D, oksasilinazlardan olusmaktadir (16).

1995 yilinda Bush, Jacoby ve Mederios, biyokimyasal 6zellikleri ve substrat
profillerine gore beta-laktamazlar1 4 gruba ayirmislardir. Bugiin i¢in kabul edilen en

gecerli smiflamadir (Tablo-1) (16).



Tablo 1 : Fonksiyonel ve molekiiler 6zelliklerine gore beta-laktamazlar (16)

Bush, Ambler Tercih edilen substrat Klavulanik Enzimler
Jacoby, Molekiil asit ile
Medeiros Sinif1) inhibisyon
1 C Sefalosporinler - Gr(-) bakterilerin
Amp C enzimleri,
MIR-1
2a A Penisilinler + Gr(+) bakterilerin
penisilinazlart
2b A Penisilinler,sefalosporinler + TEM-1, TEM-2,
SHV-1
2be A Penislinler, dar ve genis + TEM-3-TEM-26,
spektrumlu SHV-2- SHV-6,
sefalosporinler, monobaktamlar K. oxytoca K1
2br A Penisilinler +/- TEM-30 - TEM-
36, TRC-1
2c A Karbenisilin, penisilinler +/- PSE-1, PSE-3,
PSE-4
2d D Penisilinler, oksasilin +/- OXA-1-OXA-11,
PSE-2 (OXA-10)
2e A Sefalosporinler, penisilinler + P.vulgaris’in
indiiklenebilir
sefalosporinazlari
2f A Penisilinler, sefalosporinler, + E.cloacae’nin
karbapenemler NMC-A’st,
S.marcescens’in
Sme-1’1
3 B Bir cok beta laktam, - S.maltophilia’nin
karbapenemler dahil L1,
B.fragilis’in
CcerA’si
4 Belirlenmemis  Penjsilinler, karbenisilin, - Burkholderia
oksasilin cepacia’nin
penisilinazi




Grup 1: Bu gruptaki enzimlerin bir¢cogu kromozomal enzimlerdir ve
indiiklenebilme 6zelligine sahiptirler. Molekiiler siniflamada smif C’de yer alirlar.
Kromozomal AmpC enzimleri, ayrica plazmid kontroliindeki FOX-1, LAT-1, MIR-
1, BIL-1 beta-laktamazlar1 da bu grupta yer almaktadir. Sefaloridin ve sefalotini
penisilinden daha hizli hidroliz etmektedirler. Klavulanik asit ve sulbaktamdan
etkilenmezler, buna karsin aztreonam ve kloksasilin tarafindan inhibe edilirler.
Karbapeneme kars1 da duyarhidirlar. Grup 1 enzimlerini kodlayan genler
plazmidlerde de goriilebilmekte ve Enterobactericeaea arasinda transmisyon yoluyla
aktarilabilmektedir. Salmonella diginda hemen tiim gram negatif bakterilerde
kromozomal grup 1 beta-laktamazlar bulunmaktadir. Ancak sentez miktar1 agisindan
farklhiliklar gostererek yiiksek veya diisiik diizeyde iiretilebilir. E.coli, P.mirabilis ve
Shigella spp.’de ampisilin ve dar spektrumlu sefalosporinlere karsi direng
olusturmayacak kadar diisiik diizeyde sentezlenen yapisal enzimler vardir. Buna
karsin E.coli izolatlarinin %?2’sinde AmpC enzimlerinin asir1 sentezi sonucu yiiksek
diizeyde direng¢ olusabilmektedir (17). Enterobacter spp., Pseudomonas .aeruginosa,
Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella morganii, Providencia stuartii ve
Providencia rettgeri’deki sentezlenen kromozomal beta-laktamazlar indiiklenebilen
tirdendir (17,18). Normalde bakteri tarafindan bu enzimler bir baskilayici
mekanizma ile diisiik diizeyde sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin
eklendiginde enzim sentezinde birkag yiiz kat artis olabilmektedir (17). Farkli beta-
laktam antibiyotikler degisik oranlarda olmak tizere Grup 1 beta-laktamazlari
indiikleyebilirler. Ancak, indiikleyici beta-laktamin ortadan kalkmasiyla bakteri
tekrar eski bazal beta-laktamaz sentezine geri donmektedir. Bu yiizden bu
mekanizma ile klinikte kalict bir diren¢ s6z konusu olmamaktadir. Esas sorun bu
enzimleri dogal olarak fazla miktarda sentezleyen mutant suslar nedeniyle
olusmaktadir. Indiiklenebilir kromozomal beta-laktamaz tasiyan gram negatif
bakterilerde normalde 10°-10" arasinda bir siklikla baskilanmis mutantlar
bulunmaktadir. Bu baskilanmis mutantlarda beta-laktamaz enzimlerinin sentezi
devamli ve yiiksek diizeyde olmaktadir. Boyle bakterilerle olusan infeksiyonlarin bir
indiikleyici antibiyotik ile tedavisi sirasinda duyarl bakterilerin ortadan kalkmasi,
antibiyotik etkisine direngli dogal mutantlarin ortamda cogalmasi ile tedavi
basarisizliklar1 olabilmektedir. Bunun yam sira direngli bakterilerin hastane florasina

yerlesmesine bagl olarak da hastane infeksiyonu epidemileri ortaya ¢ikabilmektedir



(17,18).

Grup 2: En genis kategoriyi olusturan grup 2, substrat profilindeki farklilik
nedeniyle birkag alt gruba ayrilmaktadir. Tiimii molekiiller sinif olarak A ve D’de yer
almaktadir. Bu beta-laktamazlar penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini,
karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlar1 hidroliz etmelerine gore 6 alt gruba
ayrilmaktadir (19). Alt grup olarak 2b, 2be ve 2br’de bulunan TEM ve SHV grubu
enzimler, sik soyutlanan tiirlerde yaygin olmalar1 ve plazmidlerce taginmalari

nedeniyle klinik acidan 6nem tasimaktadirlar (17,18, 20).

2a: Bu alt grupta penisilini hidrolize eden, klavulanik asite duyarli enzimler
bulunmaktadir. S. aureus’un enzimleri bu gruptadwr. Ayrica Basillus cereus’un
kromozomal beta-laktamazlari, Citrobacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve

Fusobacterium nucleatum’da tanimlanan enzimler de bu gruptadir (16).

2b: Hem penisilin hem sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli beta-laktamazlari
icermektedir (18). Plazmid kontroliindeki “genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1 enzimleri bu gruptadir. Bu enzimlere; ampisilin, karbenisilin, tikarsilin,
sefalotin gibi beta-laktam antibiyotiklere diren¢ olusturmalar1 nedeniyle genis
spektrumlu  denilmistir. ~TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamazlari
Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica OHIO-1 ve
H.influenzae’da saptanan ROB-1 enzimini de icermektedir. TEM-1 beta laktamazi
ozellikle E.coli suslarinda ampisilin ve amoksisilin direncine neden olan
mekanizmalar arasinda en sik goriilenidir. Ayrica TEM-1 enzimi, diger
Enterobacteriaceae liyelerinde oldugu gibi Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi
diger cinslerde de bulunmaktadir. SHV-1 o6zellikle K.pneumoniae suslarinda

bulunmaktadir (20, 21).

2be: Oksiimino beta-laktamlar ve monobaktamlar gibi antibiyotiklerin yaygin
kullanim1 sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasit
degisikligi ile genislemis spektrumlu beta-laktamlara (seftazidim, seftriakson,

sefotaksim veya aztreonam) da etki eden yeni TEM ve SHV enzimleri



tanimlanmigtir.  (21). Bunlar grup 2be’de yer almakta ve GSBL olarak
adlandirilmaktadir. Sefoksitin, sefotetan ve klavulanik asit gibi beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarlidirlar. Ozellikle Klebsiella spp. ve E.coli suslarinda yaygindir.
Bu grupta yer alan enzimlerden biri de PER-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez

Tiirkiye’den izole edilen bakteriyel suslarda saptanmistir (22, 23).

2br: Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu beta-laktamazlar bu
gruba alinmistir. TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ve TRC-1

enzimi bu gruptadir.

2c: Bu grup icinde karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli enzimler
yer almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazlari, Aeromonas hydrophilia’ nin
AER-1 enzimi, Moraxella catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Vibrio

cholerae’nin SAR-1 enzimi de bu gruptadir.

2d: Bu grup, kloksasilini penisilinden daha hizli hidroliz eden beta-laktamazlari
icermektedir. OXA enzimleri bu gruptadir. Bunlardan OXA-11 enzimi, Tiirkiye’de
izole edilen bir susda saptanmustir (24). Klavulanik asit ve sulbaktama direnclidirler.
Grup 2’nin diger alt gruplarinda bulunan tiim enzimler, molekiiler simif A’da yer

alirken, sadece bu alt grup molekiiler simif D’de yer almaktadir.

2e: Bu grupta yer alan beta-laktamazlar sefalosporinaz olmalarma karsin, grup
I’dekilerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe olmaktadirlar. B.fragilis’in CepA
enzimi, Bacteriodes uniformis ve Bacteriodes vulgatus’un kromozomal CblA ve
CfxA, E.coli’den izole edilen FEC-1 ile S.maltophilia’nin L2 ve Yersinia

enterocolitica’dan izole edilen Bla-1 enzimleri bu grupta yer almaktadir (16).
2f: Bu grupta, E.cloacae’nm indiiklenebilen IMI-1 enzimi, E.cloacae’nin
kromozomal NMC-A enzimi ve S.marcescens’in Sme-1 enzimi yer almaktadir.

Karbapenemleri hidroliz etmekte, klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar (16).

Grup 3 metallo-beta-laktamazlar: B smifi olan bu beta-laktamazlar,

monobaktamlar hari¢ tiim beta-laktamlar1 ve karbapenemleri hidrolize etmektedirler.
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Siklikla etki spekrumlarmi genisletecek bir diger enzimle birlikte iiretilirler. Diger
enzimlerden farkli olarak aktif bolgelerinde serin yerine bir Zn™ iyonu
bulunmaktadir. Beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezler fakat EDTA ile
inaktive olmaktadirlar. 3 alt gruba bolinmiistiir. 3a’da genellikle penisilinleri
karbapenemlerden daha hizli hidrolize eden IMP-1-8 ve VIM-1-3 enzimleri yer
almaktadir. 3b’de Aeromonas’in gercek karbapenemazlari, 3c’de sadece Legionella

gormanii’nin yiiksek sefalosporinaz aktivitesi olan metalloenzimleri yer almaktadir.

Grup 4: Bu grup, klavulanik asit ile pek de iyi inhibe olmayan kiigiik bir
penisilinazlar grubundan olugmaktadir. Biri disinda hepsi kromozomaldir. Yapilari
heniiz tam olarak saptanamamustir ve molekiil smifi heniiz belirlenmemistir.
Alcaligenes faecalis, B.fragilis, Campylobacter jejuni’den izole edilen enzimler,
Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi, E. coli’nin plazmid kontroliindeki
SAR-2 beta-laktamazi bu gruba dahil edilmistir. Ayn1 zamanda Pseudomonas
cepacia’daki beta-laktamazlar da bu gruba dahil edilmistir.

BETA- LAKTAMAZLARIN ISIMLENDIRILMESI

Beta-laktamazlar cesitli sekillerde isimlendirilmektedir. Bu enzimlerin
isimlendirilmesinde gergekgi bir temel yoktur. Ornegin, TEM enziminin ad1, direncli
bakterinin izole edildigi Temoniera adli hastanin adindan kisaltilmistir. Baz1 beta-
laktamazlara ilk tanimlayanin adi verilmis, daha sonra biyokimyasal calismalar
tamamlandiginda adi degistirilmistir. Ornegin, SHV-1, ilk kez 1992 yilinda Pitton
tarafindan tanimlandig1r i¢in PIT-2 olarak adlandiridmistir. CTX-1, sefotaksime
direnci gosterdiginden bu ad verilmistir. Ancak niikleotid dizi analizlerine gore bu
enzimin TEM’1 kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarindan sonra ortaya ¢iktigimin
belirlenmesi ile TEM-3 olarak degistirilmistir (25). Bazi enzimler tercih ettikleri
substratlara gore (CARB, FUR, IMP, OXA), bazilar1 biyokimyasal 6zelliklerine gore
(SHV, NBC), bazilar1 genlerine (Amp, CepA), bazilar1 izole edildikleri bakterilere
(AER, PSE), suslara (P99), hasta isimlerine (TEM, ROB), hastaneye (MIR, RHH),
eyaletlere (OHIO), bazilar1 da enzimi bulan yazarlarm isimlerine gore (HMS)
adlandirilmustir (26). Bunlardan bazilar1 gecerliliklerini yitirmistir. Ornegin, ilk kez
Pseudomonas’lardan izole edilmis olan PSE (Pseudomonas spesific enzyme)

enziminin Enterobacteriaceae’de de bulundugu artik bilinmektedir (17). Aym
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sekilde son yillarda biiyiik bir hizla artmakta olan TEM enziminden tiireyen
enzimlere CAZ (seftazidimaz), CTX (sefotaksimaz) ve IRT (inhibitor rezistans) gibi
tanimlayici isimler verilmis, bu da bir karmasaya yol agmistir. Bu konuda onerilen,
TEM’den koken alan tiim enzimlerin numara ile (TEM-26, TEM-43 gibi)
belirtilmesidir (26).

GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZLAR

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, sif A’da yer alan ( grup 2be, grup
2e) ve smif D (grup 2d) beta-laktamazlardan olusur. Bir¢ok gram negatif bakteride
bulunurlar. Genis spektrumlu penisilinlere, 3. kusak sefalosporinlere ve kismen
sefepime etkili; karbapenemlere, sefamisinlere ve beta-laktamaz inhibitorlerine
etkisizdirler. GSBL’larin cogunlugu, TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 genis spektrumlu
enzimlerinden tiireyenler olarak TEM ve SHV tipi enzimlerdir. Geri kalanlar ise,
CTX-M tipi enzimler veya OXA’lardan GSBL spektrumuna sahip olanlar ya da
heniiz gruplandirilmamis olanlardir. Yapisal Ozellikler ve evoliisyon agisindan
GSBL’lar dokuz farkh grup icinde siniflandirilmaktadir: Bu gruplar, TEM, SHV,
CTX-M, PER, VEB, GES/IBC, TLA, BES ve OXA’dir (27). Giiniimiizde TEM tiirii
beta-laktamazlarin sayis1 130’u, SHV tiirii beta laktamazlarm sayis1 50’yi ve CTX-M
tipi beta laktamazlarin sayis1 da 40’1 ge¢cmistir (7,28)

TEM GRUBU GSBL’LER:

GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tirevi TEM-3’tir ve 1987 yilinda
bildirilmistir (4,29,30). TEM-1 gram negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve
ampisiline direncli E. coli’lerin %90’ 1nda direngten bu enzim sorumludur. TEM-1 ve
TEM-2 enzimleri siklikla transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu
enzimlerdir; penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidroliz edebilirler. Ancak
oksiimino-sefalosporinlere karsi aktiviteleri yoktur. GSBL fenotipi olusturma
yoniinden, 104. pozisyonda glutamat yerine lizin, 164. pozisyonda arjinin yerine
serin veya histidin, 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesi gibi bazi aminoasit
degisiklikleri daha Onemlidir (30). TEM grubu beta laktamazlar E.coli ve
K.pneumoniae basta olmak lizere E.aerogenes, Morganella morganii, Proteus
mirabilis ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde sik bulunmaktadir.

Nadir de olsa P.aeuruginosa’da da bildirilmistir (29,31) Buna karsin TEM-4, TEM-
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21, TEM-24 ve TEM-42 P.aeuroginosa’da, TEM-17 Capnocytophaga ochracea’da
bildirilmistir (28).

SHV GRUBU GSBL’LER:

Bu grup enzimlerin Onciisii olan SHV-1 enzimi en sik K.pneumoniae’da
bulunmaktadir. Genellikle de kromozomal bir enzimdir. Ampisilin, tikarsilin ve
piperasiline diren¢ olusturmaktadir. Oksiimino-sefalosporinlere karsi aktivitesi
yoktur (4). SHV tiirii enzimlerin ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak
tanimlanmistir. TEM grubu GSBL’lere kiyasla SHV-1’den koken alan enzim sayisi
ve aminoasit degisikligi olan pozisyonlar daha azdir. Bunlarda karakteristik
degisiklik 238. pozisyonda glisin yerine serin amino asidinin girmesidir. SHV grubu
enzimler K.pneumoniae’dan baska Citrobacter diversus, E.coli ve P.aeruginosa’da

bildirilmistir (29,30).

OXA GRUBU GSBL’LER:

OXA grubu enzimler Ambler grup D’de yer alan ve daha ¢cok P.aeruginosa’da
bulunan GSBL’lerdir. Bu enzimlerin OXA-1 den OXA-10’a kadar olanlar1 dar
spektrumlu olup substrat olarak oksasilin ve kloksasilini tercih ederler (4,29,30,32).
TEM ve SHV’de oldugu gibi aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlar1 sonucu
oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu enzimler haline
gelmislerdir (32,33). OXA-11,14,15 ve 16 seftazidim direncine yol acarken, OXA-
17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir. OXA-31 ise sefepime direng olustururken
seftazidime duyarhdir (34). OXA-24 ayrica karbapenemaz aktivitesi gostermektedir.
Fakat bu GSBL degildir (29,30).

CTX-M

Son yillarda GSBL'lerin arasma yeni bir grup katilmistir. CTX-M olarak
tanimlanan bu grup beta-laktamazlar substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir
Seftazidimi bir miktar hidroliz etmekle birlikte klinikte dirence yol acacak miktarda
degildir. Bu enzimlerin Onemli bir 6zelligi bunlara karsi tazobaktamin inhibitor
etkisinin klavulanik aside ve sulbaktama gore fazla olmasidir. Ik CTX-M beta
laktamaz 1989 yilinda Almanya'dan E.coli’de bildirilmis, o tarihten bugiine kadar

Salmonella spp. basta olmak lizere bir cok Enterobacteriaceae tiiriinde saptanmustir.
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1995 yilindan itibaren biiyiik bir artig gostermistir. Bu enzimler biiyiik olasilikla
Kluyvera ascorbata’nin kromozomal AmpC beta-laktamazlarindan kdken almistir.
Sefalosporinleri hidroliz etme 6zellikleri TEM ve SHV tiiri GSBL’ler gibi sadece
dar spektrumlu enzimlerdeki aminoasit degisiklikleri sonucu degil, enzimin omega
halkasindaki ve beta ucundaki yapisal degisiklikler sonucudur (29,30). Giiniimiizde
CTX-M ailesinde 40 enzim bulunmaktadir ve bunlar amino asit dizilerindeki
benzerliklere gore CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25 olarak
tanimlanan 5 gruba ayrilmistir (Tablo-2) (29,30,35,36). Bunlarin icinde CTX-M-14,
CTX-M-3 ve CTX-M-2 en yaygin olan enzimlerdir. Bu enzimler hem insanlardan
hem de saglikli hayvanlardan izole edilmislerdir. Yayilmalar1 hem plazmidlere hem
de ISEcpl gibi hareketli genetik elementlere baghdir. CTX-M enzimlerini iireten
mikroorganizmalarmm ¢ogunlukla hastane infeksiyonlarindan izole edilmelerine
karsin SHV ve TEM enzimlerinden farkli olarak Vibrio cholerae, tifo disi
Salmonella ve Shigella spp. gibi toplumdaki infeksiyon etkenlerinde de
bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullanimmimn CTX-M
enzimlerinin ortaya cikisinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (36). Ulkemizden
bildirilen CTX-M grubu beta laktamazlar, 14 E.coli izolatinda ve bir salginda izole
edilen 15 Salmonella typhimurium susunda, ayrica bir Shigella sonnei’de iretilen
CTX-M-3, bir K.pneumoniae’ de saptanan CTX-M-15 ve bir K.pneumoniae susunda
belirlenen CTX-M-2'dir (37,38).

Tablo 2 : CTX-M enzimleri ve alt gruplari

GRUP ENZIMLER

CTX-M-1 CTX-M-1,-3,-10,-11,-12,-15(UOE-1),-22,-23,-28,-29,-30
CTX-M-2 CTX-M-2,-4,-5,-6,-7,-20,Toho-1

CTX-M-8 CTX-M-8

CTX-M-9 CTX-M-9,-13,-14,-16,-17,-18,-19,-21,Toho-2
CTX-M-25 CTX-M-25,-26

INHIBITORLERE DIRENCLI BETA-LAKTAMAZLAR
Beta-laktamaz inhibitdr kombinasyonlar1 klinikte kullanilmaya baslandiktan

sonra bu antibiyotiklere kars1 direncli E.coli suslar1 bildirilmeye baslanmistir (39).
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Bu enzimlerin TEM beta-laktamazlarindan koken alan beta-laktamaz inhibitorlerine
direncli varyantlarin (IRT) oldugu belirlenmistir. TEM-50 ve TEM-68 gibi nadir
ornekler disimnda IRT'ler tigiincii kusak sefalosporinleri hidroliz etmemektedir, buna
karsin TEM veya SHV tiirii enzimlerden koken aldiklar1 i¢cin GSBL'ler ile birlikte ele
alinmaktadirlar (40,41). Bu enzimler onceleri IRT (inhibitorresistant TEM) olarak
isimlendirilmis, ancak daha sonra koken aldiklar1 TEM yada SHV 'de siralamaya
girmiglerdir. Ornegin IRT-1, TEM-31; IRT-2, TEM-44; IRT-3, TEM-32; IRT-14,
TEM-45 olarak yeniden numaralanmistir. Giiniimiizde inhibitorlere direngli
enzimlerin sayis1 22 civarindadir (42). IRT'ler en sik olarak E.coli'de bulunmakla
birlikte K.pneumoniae, K.oxytoca, P.mirabilis ve Citrobacter freundii' de de
bildirilmektedir. Inhibitorlere direngli TEM tiirevleri klavulanik asit ve sulbaktama
ve bunlarin klinik kullanimda olan kombinasyonlarima direncgli, tazobaktam ve

piperasilin/tazobaktam kombinasyonuna duyarhdirlar (41).

DIGER GSBL’LER

Son yillarda genislemis spektrumlu enzimlerden olup TEM, SHV veya OXA
beta-laktamazlardan kdken almamis bazi enzimler bildirilmeye baglanmistir. Bu
enzimlerden biri PER-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez Fransa'da bir Tiirk hastadan
izole edilen bir bakteride saptanmis, kromozomal bir enzim olarak tanimlanmistir
Kisa bir siire sonra Hacettepe Universitesi’nde 14 P.aeruginosa susunda bulunan
GSBL'nin PER-1 oldugu belirlenmis ve ilk kez plazmid kontrolunda bir enzim
oldugu gosterilmistir. Daha sonra Istanbul’da Salmonella spp.’lerde gosterilmistir.
PER-1 enzimi i¢eren P.aeruginosa’nin en belirgin dzellikleri, izolatlarin seftazidim’e
cok direngli olmalarma karsin (MiK >256 pg/ml) piperasilin icin daha diisiik bir
direng gostermeleridir (MIK 8-16 pg/ml). Bu enzimler klavulanik asit ve
tazobaktama duyarlidir. Bunlardan baska BES-1, FEC-1, GES-1, CME-1, PER-2,
SFO- 1, TLA-1, VEB-1 gibi enzimler de GSBL grubunda yer almaktadir (16,29,30).

GSBL TANI YONTEMLERI

GSBL’ler genislemis spektrumlu sefalosporinleri parcalayan ve etkileri
klavulanik asitle inhibe olan beta-laktamazlardir. Dolayisiyla hasta prognozu ve
uygun tedavi se¢imi i¢cin GSBL’lerin 6zel testlerle tanimlanmasi ve klinisyenin de bu

enzimler hakkinda bilgi sahibi olmas1 gerekmektedir. Rutin testlerden bazi ipuglar:
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elde edilebilir:

e [aboratuvarda etkilenen antibiyotiklerde azalmis duyarlilik GSBL gostergesi

kabul edilir.

e Onerilen inokulumdan (5x10° bakteri/ml) daha yiiksek bir inokulumda (5x10’
bakteri/ml) MIK degerleri 100-500 kat yiikselirse (inokulum etkisi) GSBL varligini

gosterir.

e Aztreonam ve 3. kusak sefalosporinler i¢in MIK 2 pg/ml; seftazidim

inhibisyon zon c¢ap1 22 mm; aztreonam ve sefotaksim zon caplarinmm 27 mm;

seftriakson i¢in 25 mm. oldugu durumlarda GSBL dogrulama testi yapilmalidir.

e Coklu direng 6zelligi (gentamisin ve SXT) GSBL i¢in ipucu olabilir.

Bir izolain GSBL irettigi saptandiginda;

beta-laktamaz

inhibitor

kombinasyonlar1 ve sefamisinler hari¢ tiim sefalosporinler, penisilinler ve aztreonam

direncli rapor edilmelidir. (7)

GSBL TARAMA TESTLERI:

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Onerilerine gore; disk

difiizyon veya diliisyon yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam

veya sefpodoksime karsi duyarliligin azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama

testleri uygulanmalidir (Tablo-3) (43).

Tablo 3 : GSBL’ler igin tarama testi olarak onerilen inhibisyon zonu ve MIK

degerleri

Antibiyotik Diski Zon ¢ap1 MiK
Sefpodoksim (30 pg) <22 mm >2 ng/ml
Seftazidim (30 pg) <22 mm >2 ug/ml
Aztreonam (30 pg) <27 mm >2 ng/ml
Sefotaksim (30 pg) <27 mm >2 ug/ml
Seftriakson (30 ng) <25 mm >2 ug/ml

GSBL DOGRULAMA TESTLERI:

Dogrulama testleri klavulanik asit ve
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monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Sik olarak

kullanilan yontemler;

1. Kombine disk yontemi
2. Cift disk sinerji yontemi
3. E- test yontemi

4. Mikrodiliisyon yontemi
5. Ug boyutlu test

6. Molekiiler yontemler

Kombine Disk Yontemi: Sefotaksim (30 pug) veya seftazidim (30 pg) disklerine
10 pg klavulanik asit eklenir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyonunun yayildigt Mueller-Hinton Agar (MHA)
plaklarma klavulanik asit iceren ve icermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri
yerlestirilir. Bir gece 35°C’de inkiibasyondan sonra klavulanik asit iceren ve
icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar1 Olgiilerek karsilastirilir.
Kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki
zona kiyasla 5 mm daha genisse izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul edilir.
Kombinasyon diski olarak 1 mg klavulanik asit iceren sefpodoksim (10 pg) diskleri
de kullanilmaktadir (7).

Cift Disk Sinerji Yontemi: McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak
sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton Agar (MHA) plagma yayilir.
Plagin ortasma bir amoksisilin-klavulanik asit diski (AMC 20/10 pg) ile disk
merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm olacak sekilde seftazidim 30 pg (CAZ),
seftriakson 30 pg (CRO) veya sefotaksim 30 pg (CTX), aztreonam 30 pg (ATM)
veya sefpodoksim 30 pg (POD) diskleri yerlestirilir. Bir gece 35°C’de
inkiibasyondan sonra sefalosporin veya ATM etrafindaki inhibisyon zonunun AMC
diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin iiremedigi bir sinerji alanmin

bulunmasi1 GSBL varligin1 géstermektedir (7).

E-Test Yontemi: Test stripleri bir ucunda seftazidim (TZ)/sefotaksim(CT), diger

ucunda seftazidim ve klavulanik asit (TZL)/ sefotaksim ve klavulanik asit icerecek
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sekilde hazirlanmistir. Disk difiizyon i¢in bildirilen standartlarda hazirlanan
plaklarda inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi deger MiK
degerini vermektedir. TZ ve TZL MIK degerleri birbirine oranlandiginda MIiK
degerinde 8 kat fazla azalma olmast GSBL varligim gosterir. Ozellikle CT-CTL
striplerinde klavulanik asitin diger tarafada difiize olmas1 nedeniyle stripin ortasinda
bir “fantom zon” goriilebilmektedir. Bu zon GSBL gostergesi olarak kabul

edilmektedir (7).

Mikrodiliisyon Yontemi: Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek
basma hem de klavulanik asit varliginda saptanmaktadir. Klavulanik asit varhginda

MIK degerlerinde 8 kat azalma GSBL gostergesi olarak kabul edilmektedir (7).

U¢ Boyutlu Test: Test edilecek mikroorganizma agar yiizeyine yayildiktan
sonra agarda bir yarik agilir. Yarigin ici test edilecek mikroorganizmanin iiretildigi
siv1 besiyeri ile doldurulur. Antibiyotik diskleri bu yariktan 3 mm uzak olacak
sekilde dizilir. Yariga bakan tarafta, inhibisyon zonunda bozulma, daralma pozitif

olarak degerlendirilir (7).

Molekiiler Yontemler: Molekiiler yontemler enzimlerin tanimlanmasinda
arastirma amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amacla, DNA problari,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), oligotiplendirme, ligaz zincir reaksiyonu (LCR),
izoelektrik odaklama ve niikleik asit dizi analizi gibi yontemler kullanilmaktadir.
Ancak bu yontemlerin ¢ogunda sadece enzim ailesi gosterilebilmektedir. Enzimin
kesin olarak tanimlanmasit bu konuda altin standart yontem olarak kabul edilen
niikleik asit dizi analizi ile miimkiin olmaktadir. Bu yontemle farkli enzim tipleri ve

mutasyonlar saptanabilmektedir (7).

GSBL’LERIN KLINIK ONEMI

GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden oldugu sorunlarin basinda bu
enzimleri sentezleyen bakterilerin yol actigi diren¢ problemi gelmektedir. Bu
enzimlerden birini sentezledigi saptanan gram negatif bakteriler tiim genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi direncli kabul edilmelidir. Diger

taraftan da bu enzimleri kodlayan plazmidler ayn1 zamanda pek ¢ok beta-laktam dis1
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antibiyotige karsi da genetik materyal tasimaktadir. Dolayisiyla GSBL tasiyan
bakterilerde basta aminoglikozidler olmak iizere kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol
ve trimetoprim/siilfometaksazol direnci de es zamanli olarak bulunabilmektedir.
Uzun siireli antibiyotik kullanimi, yogun bakim {iinitesinde yatma, altta yatan ciddi
hastaligin olmasi, invaziv girisime maruz kalma, acil abdominal cerrahi, ventilator
kullanimi, intravaskiiler kateter kullannomi da GSBL sentezleyen bakterilerde
kolonizasyonu artirmaktadir. Bakterinin sentezledigi enzimin farkli sefalosporinlere
kars1 afinitesinin degisik olmasi ve inokulum etkisi gibi nedenlerle iigiincii kusak
sefalosporinlere duyarli gibi goziikebilmektedir. Bu taktirde verilen iiciincii kusak

sefalosporin tedavisi basarisizlikla sonuglanmaktadir (44).

GSBL pozitif gram negatif mikroorganizmalar baslica sepsis, iiriner sistem
infeksiyonu ve solunum sistemi infeksiyonlar: basta olmak iizere kateter infeksiyonu,
menenjit, kolanjit, batin ici apseye sebep olmaktadirlar. GSBL’nin gerektigi sekilde
rapor edilmemesi nedeniyle klinisyenler konunun Oneminin farkinda
olmamaktadirlar. Ayrica GSBL’nin ayn1 veya farkl cins bakteriler ile taginabilmesi
hastanelerde Ozellikle yogun bakim {initelerinde salginlara neden olabilir. GSBL
pozitif suslarla gelisen infeksiyonlarda komplikasyon riski ve mortalite orani
yiiksektir (45). Ozellikle uygunsuz antibiyotik tedavisi tedavi basarisizligina ve
mortalitede artisa sebep olmaktadir (46).

TEDAVI SECENEKLERI

Beta-laktam / beta-laktamaz inhibitorleri: GSBL’ler genellikle klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktam inhibitorleri ile inhibe olmaktadir.
Bunlarmn icinde GSBL’ye en etkilisi tazobaktamdir. In vivo ve in vitro yapilan
calismalarda beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorlerinin GSBL  pozitif
mikroorganizmalara  karst  etkili  oldugu  gosterilmistir  (47).  Ancak
mikroorganizmalarda yiiksek oranda beta-laktamaz yapimi, Ozellikle inhibitor
direncli beta-laktamaz (IRT)’larin varlig1 veya porin defekti olmasi gibi durumlarda
etkisiz  kalabilirler. AmpC indiiklenebilir beta-laktamazlara beta-laktamaz
inhibitorleri etkili degildir. Klavulanik asit beta-laktamaz indiiksiyonuna neden
olabilmektedir. Bu durum Pseudomonas infeksiyonlarinda tikarsilin-klavulanik asit

ile tedavi sirasinda basarisizliga neden olabilir. Ciddi sistemik infeksiyonlarda beta-
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laktam/beta-laktamaz inhibitorlerinin aminoglikozitlerle birlikte kullanimi tedavi

basarisini artirabilmektedir (47).

Aminoglikozidler: Aminoglikozidler GSBL pozitif mikroorganizmalarin
tedavisinde kullanilabilirler. Ancak GSBL tasiyan plazmidlerin aminoglikozid direng
genlerini de tasiyabilmesi olasi oldugundan duyarlilik durumuna gore
kullanilmahdir. GSBL pozitif suslar siklikla aminoglikozidlere de direnclidirler
(47,48).

Kinolonlar:  Beta-laktamazlarm  beta-laktam  antibiyotikler  disindaki-
antibiyotiklere etkisinin olmamasindan dolayi, kinolonlar GSBL pozitif
mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilirler. Bununla
birlikte GSBL direnci ve kinolon direncinin birlikte goriilme siklig1 artmaktadir (49).
GSBL pozitif suslarda %10-40 arasinda degisen kinolon direncinin goriilmesi,

kinolonlarm kullanimini kisitlamaktadir (47,48).

Karbapenemler: Karbapenemler GSBL pozitif mikroorganizmalarla gelisen
infeksiyonlarin tedavisinde ilk segenek antibiyotiklerdir. Tedavide tek basina
kullanilabilirler. GSBL pozitif bakteri infeksiyonlarinin tedavisinde kombine

tedavinin karbapenem tedavisine iistiinliigii olmadig: bildirilmektedir (47).

RISK FAKTORLERI

Cesitli kontrollii calismalar, GSBL iiretimine iliskin birbirinden bagimsiz bazi
risk faktorlerinin oldugunu gostermistir. En sik belirlenmis olan risk faktorleri, uzun
sireli hastanede kalma, yogun bakim iinitesinde yatma veya daha Onceden de
hastanede kalma ve cok antibiyotik (0zellikle uzun siireli genis spektrumlu
sefalosporin) kullanimidir. Bir¢cok c¢alismada daha Onceden iiglincii kusak
sefalosporin kullamimi bagimsiz risk faktorii olarak saptanmustir (28). 2001°de
yapilan bir ¢calismada {iciincii kusak sefalosporin ve/veya aminoglikozid kulaniminin
GSBL iireten susla kolonizasyon ve infeksiyon i¢in yaklagik 18 kat risk tasidigi
gosterilmistir (29). Transplantasyon hastalari, onkoloji hastalari, yanikli olgular ve
yenidoganlar GSBL icin risk altindadir. Sik tanimlanan diger risk faktorleri

entiibasyon ve mekanik ventilasyon, santral vendz, arteriyel veya iiriner katater

20



bulunmasi, acil intraabdominal cerrahi ya da ve kalp yetmezligidir (50, 51).

GSBL DIRENCININ SINIRLANDIRILMASI

GSBL iireten bakterilerin olusturdugu infeksiyonlarm kontrol altina alinmasi
icin siirveyans programlarinin uygulanmasi, antibiyotik kullanimimnin denetlenmesi
ve direngli suslarin hastalar arasinda yayilmasinin engellenmesi gerekmektedir

(29,52,53).

Siirveyans: Sirveyans programlar1 antimikrobiyal duyarlilik oranlarini, ¢esitli
mikroorganizma topluluklarinda direncin artigini, aktarilmasini ve diren¢ genlerinin
ekspresyonunu gozlemek icin uygulanmaktadir. Yapilan c¢alismalar, iilkemizde
GSBL iiretiminin Avrupa iilkeleri arasmnda en yiiksek diizeylere ulastigini
gostermektedir (4). Bu yiiksek diizeydeki sorunun kontrol edilebilmesi i¢in saglik
kurumlar1 kendi imkanlarmimn izin verdigi Olciide teknik alt yapr olusturmak
zorundadir. Saglk kurumlari kendilerine en uygun GSBL saptama yOntemini

uygulamalidir (4).

Antibiyotik kullaniminin kontrolii: Uygun olmayan dozlarda ve kisa siireli ya da
aralikli antibiyotik kullanimi direngli mikroorganizmalarin artmasma neden
olmaktadir. Direngli mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarin mortalitesi
yiiksektir ve hastanede yatis siiresini uzatarak tedavi maliyetinin de yiikselmesine yol
acmaktadir. Yapilan caligmalarda genis spektrumlu sefalosporinlerin 6zellikle
seftazidimin yaygin kullanimi direngli suslarin seleksiyonuna ve GSBL yayilimina
neden olmaktadir. Ampirik antibiyotik tedavilerinde ii¢iincii kusak sefalosporinlerin
kullaniminin kisitlanmasmnin  GSBL iireten mikroorganizma sayisinda azalmaya
neden oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir. Ancak seftazidim kullanimimin
kisitlandigr durumlarda tazobaktam/piperasilin gibi beta-laktam/beta-laktamaz
kombinasyonlar1 ve GSBL iireten mikroorganizmalarda ilk secenek olan
karbapenemlere kars1 diren¢ oranlarmnin artabilecegi goz 6niinde bulundurulmalidir.
Bu nedenle antibiyotik kullanim politikalar1 degistirilmeden 6nce iyice diistiniilmeli

ve etkileri dikkatlice hesaplanmalidir (4,52).

Izolasyon onlemleri: 1zolasyon ve bariyer oOnlemleri GSBL iireten
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mikroorganizmalarm yayilmasim sinirlamada ve salginlarin kontroliinde 6nemli yer
tutmaktadir. Amerika Hastaliklar1 Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) GSBL iireten
bakterilerinde icinde oldugu coklu direncli mikroorganizmalar i¢cin bu konuda

Onerilerde bulunmustur (4). Bunlar;

1.Kayit sistemi: Hastaya ait tibbi kayitlara ve yatak basi kartlarina GSBL

uyarisi eklenmelidir.

2.Egitim: Hastalarin, hastane personelinin ve ziyaretcilerin, korunma onlemleri

ve uygulamalar1 konusunda egitilmeleri gerekmektedir.

3.Temas Onlemleri: GSBL iireten suslarla infekte hastalarla miimkiinse diger
hastalarla ilgilenildikten sonra ilgilenilmelidir. Hastayla temastan dnce ve sonra eller
dezenfektan ile temizlenmelidir. Hastaya dokunurken veya ilgilenirken koruyucu
onliik ve eldiven kullanilmalidir. imha edilmeden 6nce tiim klinik materyal ayr1 bir
bolmede muhafaza edilmelidir. Eller yikanmadan, koruyucu giysiler degistirilmeden
hastadan hastaya gecis yapilmamalidir. Eger miimkiinse GSBL iireten
mikroorganizmalarla infekte ve kolonize hastalar i¢in ayr1 tibbi cihazlar

kullanilmalidir veya diger hastalar i¢in kullanmadan 6nce dezenfekte edilmelidir.

4.Diger boliimlere ve hastanelere nakil durumlarinda yapilmasi gerekenler:
Miimkiin oldugunca hasta nakilleri ve hareketleri onlenmelidir. Nakil gerekliyse
hastayr kabul edecek boliim c¢apraz kontaminasyonu en aza indirmek amaciyla
gerekli Onlemleri almasi i¢in uyarilmalidir. Eger miimkiinse hasta en kisa siirede

taburcu edilmelidir.
5.Hastanin yerlesimi: Eger sartlar uygunsa hasta tek kisilik odaya

yerlestirilmelidir ya da ayn1 mikroorganizma ile meydana gelen aktif infeksiyonlu

hastalar ayn1 odaya yerlestirilmelidir.
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji laboratuvarmma 01 Ocak 2006 — 31 Aralik 2006 tarihleri arasinda
polikliniklerden ve yatan hastalardan gonderilen, cesitli klinik Orneklerden izole
edilmis olan 217 Klebsiella pneumoniae susu calismaya alindi. Hastalara ait birden

fazla 6rnek ¢alisma disinda birakildi.

SUSLARIN TANIMLANMASI

Calismaya dahil edilen suslar, kanli agar ve Eosin Metilen Blue (EMB) agara
ekildi ve klasik mikrobiyolojik yontemlerle tanimlandi. Oksidaz deneyi negatif,
katalaz pozitif, EMB agarda laktoz pozitif, “Triple Sugar Iron *“ (TSI) besiyerinde
dipte ve yatikta asit reaksiyon veren, sitrat pozitif, yar1 kat1 besiyerinde hareketsiz,
indol ve metil kirmizis1 deneyi negatif, Voges Proskauer pozitif, iireaz aktivitesi
pozitif gram negatif basiller K. pneumaniae olarak adlandirildi (54,55). Gerek
duyuldugunda API 20E (bioMerioux®, Fransa) tanimlama kiti kullanildi.

ANTIBIYOTiK DUYARLILIGI

Calismaya alinan K. pneumaniae suslarmin antibiyotik duyarliliklar1 CLSI
onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle c¢alisildi. Antibiyotik
duyarliliklar1 ampisilin (AM 10 pg), sefalotin (KF 30 pg), amikasin (AK 30 pg),
amoksisilin-klavulanik asit (AMC 20/10 pg), piperasilin-tazobaktam (TZP 100/10
ng), sefuroksim (CXM 30 pg), sefoksitin (FOX 30 pg), sefotaksim (CTX 30 pg,)
seftriakson (CRO 30 pg), siprofloksasin (CIP 5 pg), imipenem (IMP 10 pg),
trimetprim-siilfometaksazol (SXT 1.25/23.75 png), aztreonam (ATM 30 pg),
seftazidim (CAZ 30 pg), netilmisin (NET 30 pg), tobramisin (TOB 10 pg)
antibiyotik diskleri ile test edildi (56).

Bakterilerin 0,5 McFarland eseline uygun suspansiyonlari hazirlandi ve
Mueller-Hinton agar plaklarina steril ekiivyonla ekimleri yapildi. Diskler
yerlestirildikten sonra 35°C’de 18 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda
zon c¢aplar1 Olgiilerek CLSI kriterlerine gore duyarli (S) ve direngli (R) olarak
degerlendirildi. Orta duyarli suslar direncli olarak kabul edildi. Antibiyotik
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duyarliliklar1 icin kontrol sus olarak E.coli ATCC 25922 kullanilda.

GSBL URETIMININ DOGRULAMA TESTLERIYLE ARASTIRILMASI

K.pneumoniae suslar1 kanli agar ve EMB besiyerine ekimleri yapildi ve
35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Cift Disk Sinerji (CDST) ve CT/CTL E-Test
yontemleriyle GSBL incelenmesi i¢cin Mueller-Hinton Agar (MHA) kullanildi. Tiim
testlerde negatif kontrol olarak ATCC 25922 E.coli ve pozitif kontrol olarak ATCC
700603 K.pneumoniae standart susu kullanildi (43).

GSBL VARLIGININ CIFT DiSK SINERJI TESTI ILE ARASTIRILMASI

Bu amagla 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri suspansiyonlar1
Mueller-Hinton agar yiizeyine yayildi, besiyeri merkezine amoksisilin-klavulanik
asit (AMC) diski konuldu, ondan 30 mm uzaklikta olacak sekilde seftriakson
(CRO), seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX) ve aztreonam (ATM) diskleri
yerlestirildi. Plaklar 35°C‘de 18-24 saatlik inkubasyonu takiben CRO, CAZ, CTX
veya ATM inhibisyon zonlarinda AMC diskine dogru belirgin genisleme olmasi
veya iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri iireyen alanda tiremenin inhibe oldugu bir
bolgenin goriilmesi GSBL pozitifligi olarak kabul edildi (43). Inhibisyon zonu
olusmadiginda veya kiiciik zon olustugunda disk araliklar1 20 mm’ye diisiiriilmiis,

zon ¢aplar1 biiyiik oldugunda ise 40 mm’ye cikarilarak test tekrar edilmistir.

GSBL VARLIGININ E-TEST YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

GSBL varlig: ticari olarak hazirlanmis bir ucunda sefotaksim ve diger ucunda
sefotaksim-klavulanik asit bulunan E-test seritleri (AB Biodisk®, Solna, Isveg) ile
arastirlldi.  %0.85 steril NaCl i¢inde 0,5 McFarland standardi bulanikliginda
hazirlanan bakteri siispansiyonlari, 9 cm ¢apl petrilere 4 mm kalinlikta hazirlanmis
Mueller-Hinton besiyerine ekiivyonla ekildi. 15 dakika oda 1sisinda bekletildikten
sonra E-test stripleri yerlestirildi. Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. CLSI
onerileri dogrultusunda sefotaksim/klavulanik asit MiK degerinde, sefotaksim MIK
degerine gore 8 kat ve iizerinde azalma oldugunda veya sefotaksim inhibisyon

elipsindeki deformasyonlar GSBL pozitif, aksi ise GSBL negatif kabul edildi (43).
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PCR ILE CTX-M ARASTIRILMASI
Bakteri DNA’sinin elde edilmesinde DNA saflastirma kiti (Fermantas KO512
Genomic DNA Purificatin Kit®) kullanild1 ve fdiretici firmanmn talimatlari

dogrultusunda DNA ekstraksiyonu yapild:.

DNA EKSTRAKSIYONU

e 37°C’de 24 saatte kanli agarda iireyen izolatlar 2 ml distile su icerisine 10-20
mg olacak sekilde siispanse edildi.

¢ Hazirlanan suspansiyon 1,5 ml’lik ependorf tiiplerde 7500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust kistm atild1 ve 200 pl “niikleaz free” distile su ilave edildi.

e Uzerine 400 pl lizis soliisyonu ilave edildi, karistirilarak vortekslendi ve 65°C
de 5 dakika inkiibasyona birakildi

¢ Karisima hemen 600 pl kloroform ilave edildi ve hafifce alt iist edilerek 10000
rpm ‘de 2 dk santrifiij edildi

e 720 pl distile su ile 80 pl 10X presipitasyon solusyonu karistirildi.

® Yeni bir tiipe DNA igeren iist kistmdaki sivi aktarild: ve hazirlanmis olan 800
ul presipitasyon soliisyonu eklendi. 1-2 dakika oda 1sisinda karistirilarak 10000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Supernatant uzaklastirildiktan sonra DNA pelleti 100 pul 1.2 M NaCl ile
¢cozdiiriildii ve 300 pl soguk etanol eklendi.
10 dakika -20°C’de presipite olmasi1 beklendi.
10000 rpm de 3-4 dakika santrifiij edildi.

Etanol pipetle uzaklastirildi.

DNA pelleti 100 pl “niikleaz free” distile su ile tamamen ¢ozdiiriildii.

Orneklerin elde edilmis olan DNA’lar1 kullanilincaya kadar derin dondurucuda

-20°C’de sakland1 ve amplifikasyon Oncesi ¢ikarilarak ¢oziinmeleri beklendi.
PCR AMPLIFIKASYONU

Nukleotid dizisi ve amplikon biiyiikliikleri belirlenen universal ve grup primer

dizileri Vivantis® (Canada) firmasina sentez ettirildi (Tablo-4) (57).
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Tablo 4 : Calismada kullanilan primerler ve amplikon biiyiikliikleri

Primer Nukleotid dizisi Amplicon
biiyiikliigii
CTX-M-UNI-V  5-CVATGTGCAGYACCAGTAA-3'
CTX-M-UNI-R  5-ARGTGACCAGAAYMAGCGG-3' 283 b
CTX-1-F 5-CCCATGGTTAAAAAATCACTG -3
CTX-1-R 5-CCGTTTCCGCTATTACAAAC -3 S bp
CTX-2-F 5-ATGATGACTCAGAGCATTCGC-3
CTX-2-R 5-TCGCTCCATTTATTGCATCA-3 53 bp
CTX-8-F 5-ATGTTAATGACGACAGCCTGTG-3
CTX-8-R 5-CCGGTTTTATCCCCGACA-3 089 bp
CTX-9-F 5-GATTGACCGTATTGGGAGTTT-3 864 bp

CTX-9-F 5-TATTGAGAGTTACAGCCCTTCG-3

Elde edilen bakteri DNA’sma (2 pl ), PCR karisimi (48 pl) ilave edilerek PCR
cihazima (Bio-Rad®) yiiklendi. Cihaz kullanilan primere gore programlandi
(Tablo 5,6,7) (57).

Tablo 5 : CTX-M universal ve grubunun arastirilmasinda hazirlanan PCR karisimi

PCR karigimi1 Miktar

“Niikleaz free” distile su 34.25 ul
10X PCR buffer S
dNTP(2 mM) 1.25 ul
25 mM MgCl S
Taq polimeraz 0.5
Primer 1 (50 pmol) I W

Primer 2 (50 pmol) I W

Bakteri DNA’s1 2
TOPLAM HACIM 50 ul
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Tablo 6 : Universal primerler icin PCR dongii ve parametreleri

Baslangi¢ denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Primer baglanmasi 61 °C 45 sn 35 dongii
Primer uzamasi 72 °C 45 sn
Ek uzama 72 °C 10 dk

Tablo 7 : Grup primerleri icin PCR dongii ve parametreleri

Baslangi¢ denatiirasyon 95 °C 5 dk
Denatiirasyon 94 °C 50 sn

Primer baglanmasi 50 °C 40 sn 30 dongii
Primer uzamasi 72 °C 60 sn

Ek uzama 72 °C 10 dk

“RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA” (RAPD-PCR) ILE
KLONAL ILISKININ ARASTIRILMASI

Enterobacteriaceae ailesi suslarina 6zgii bir primer olan ERIC-1 ve ERIC-2
(Metis Biyotenoloji) ile CTX-M pozitif tesbit edilen suslara RAPD-PCR uygulandi.
Profiller, esit sayida ve biiyiikliikte bant varlig1 saptanmasi halinde birbirinin ayni, iki
veya daha fazla sayida degisik bant varsa birbirinden farkli olarak kabul edildi
(Tablo-8,9,10) (58).

Tablo 8 : RAPD-PCR ic¢in kullanilan primerler

Primer Nukleotid dizisi
ERIC-1 (5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3")
ERIC-2 (5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3")
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Tablo 9 : RAPD-PCR i¢in reaksiyon karigimi

PCR karisimi1

“Nucleas free”distile su 24 ul
10X PCR buffer 5 ul
dNTP(2 mM) 10 ul
25 mM MgCl 5 pl
Taq polimeraz 1 ul
Primer 1 (50 pmol) L5 ul
Primer 2 (50 pmol) 1,5 ul
Bakteri DNA’s1 2
TOPLAM HACIM 50 ol

Tablo 10 : RAPD-PCR i¢in PCR dongiisii ve parametreleri

Baslangi¢ denatiirasyon 94°C 5 dk
36 °C 1 dk
Denatiirasyon 94 °C 1 dk
Primer baglanmasi 36 °C 1.5 dk 30 dongii
Primer uzamasi 72 °C 3dk
Ek uzama 72 °C 10 dk

AMPLIFIKASYON URUNLERININ GOSTERILMESI

PCR URUNLERININ GOSTERILMESI
Sonuglarin degerlendirilmesinde agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi ve
1X TBE i¢inde %2 agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in:
® | gr agaroz lizerine 50 ml TBE tamponu eklendi ve manyetik 1siticida eritildi.
® 50°C’ye soguyunca agaroz icerisine 5 pl etidium bromid ilave edilerek iyice
karistirildi ve Onceden taraklari yerlestirilen elektroforez tankma konularak
katilagmas1 beklendi. Uzerine drtecek kadar TBE tamponu ilave edildi.

e Tarak cikarildiktan sonra ilk kuyucuga molekiiler agirlik standart: (100 bp
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DNA marker Q-Ladder, Heliosis®), ikinci kuyucuga pozitif kontrol (Pozitif CTX-
M-15 izolat1 Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD’dan Sayin Prof.
Dr. Cigdem Bal’dan temin edilmistir), iiclincii kuyucuga negatif kontrol eklendi.
Diger kuyucuklara amplifikasyon iiriinlerinden 5’er pl sirasi ile alinip 2 pl yiikleme
boyasi ile karigtirildiktan sonra her kuyucuga 5‘er pl yiiklendi.

e Ardindan 150 V’da 20 dakika elektroforez uygulandi.

¢ Elektroforez sonrasi jeldeki bantlar Imaging System EL LOGIC 2200
(Kodak®) goriintiileme sisteminde 280-340 nm dalga boyunda incelendi. Bant
biiytikliikleri, biiyiikliik “marker”1 ve pozitif kontrol ile karsilastirildi.

e Imaging System EL LOGIC 2200 (Kodak®) gériintiileme sistemini ile dijital
olarak fotograflar cekildi.

RAPD-PCR URUNLERININ GOSTERILMESI
Sonuglarin degerlendirilmesinde agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi ve
1X TBE i¢cinde %2 agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in:

¢ | gr agaroz iizerine 50 ml TBE tamponu eklendi ve manyetik 1siticida eritildi.

¢ 50°C’ye soguyunca agaroz igerisine 5 pl etidium bromid ilave edilerek iyice
karigtirildi ve Onceden taraklari yerlestirilen elektroforez tankina konularak
katilasmas1 beklendi. Uzerine ortecek kadar TBE tamponu ilave edildi.

e Tarak c¢ikarildiktan sonra ilk ve son kuyucuklara molekiiler agirlik standarti
(100 bp DNA marker Q-Ladder, Heliosis®), diger kuyucuklara amplifikasyon
tiriinlerinden 5’er pl swrasi ile almip 2 pl yiikleme boyasi ile karistirildiktan sonra
her kuyucuga 5°er pl yiiklendi.

¢ Ardindan 100 V’da 60 dakika elektroforez uygulandi.

¢ Elektroforez sonrasi jeldeki bantlar Imaging System EL LOGIC 2200
(Kodak®)gériintiileme sisteminde 280-340 nm dalga boyunda incelendi.

e Imaging System EL LOGIC 2200 (Kodak®) gériintiileme sistemini ile dijital
olarak fotograflar cekildi.

ISTATISTIKSEL YONTEM
Arastirma verilerinin kodlanarak bilgisayarda degerlendirilmesinde “SPSS for
Windows Ver. 11.0” paket programu kullanildi. K.pneumoniae ve GSBL pozitif

suslarin, kliniklere, orneklere ve antibiyotik diren¢ hesaplamalarinda yiizde, CDST
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ve E-test arasindaki uyum icin kappa analizi, GSBL ve CTX-M beta-laktamaz’1
etkileyen faktorleri saptamada ki-kare testleri (Pearson chi-square, Continuity
correction, Fisher’s exact test) uygulandi. p degerinin <0.05 olmasi anlamli olarak

kabul edildi.
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BULGULAR

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvarmma 01 Ocak 2006 — 31 Aralik 2006 tarihleri arasinda
polikliniklerden ve yatan hastalarin cesitli klinik orneklerinden izole edilen toplam

217 Klebsiella pneumoniae susu c¢alismaya alindi.
Suslarin 58’1 ¢ocuk hastaliklar1 servisinden, 51’1 yogun bakim {initesinden,
39’u cerrahi bilimlerden, 29’u dahili bilimlerden, 24’ii cocuk acilden, 9’u cocuk

cerrahisinden, 7’°si acil servisden gonderilen 6rneklerden izole edildi (Tablo-11).

Tablo 11 : K. pneumoniae suslarinmn kliniklere gére dagilimi

Gonderilen klinik say1 %
Cocuk hastaliklar1 58 26.7
Yogun bakim iinitesi 51 23.5
Cerrahi bilimler 39 18.0
Dabhili bilimler 29 13.4
Cocuk acil 24 11.1
Cocuk cerrahisi 9 4.1
Acil 7 3.2
Toplam 217 100.0

Suslarin  152’si idrar, 20’si balgam, 14’1 yara yeri siiriintii ornegi, 13’1 kan,
9’u trakeal aspirat sivisi, 3’ BOS, 3’ii gobek siiriintiisii, 3’0 goz siiriintiisii

orneklerinden izole edildi (Tablo-12).
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Tablo 12 : K.pneumoniae suslarinin drneklere gore dagilimi

Ornek say1 %
Idrar 152 70.0
Balgam 20 9.2
Yara yeri siiriintiisii 14 6.5
Kan 13 6.0
Trakeal aspirat 9 4.1
B.O.S 3 1.4
Goz 3 1.4
Gobek 3 1.4
Toplam 217 100.0

K.pneumoniae suslarinin 128’1 (%59.0) yatan hastalardan, 89’u (%41.0)
poliklinik hastalarindan izole edildi.

Suslarin 88’1 (%40.6) erkek, 129°u (%59.4) kadin hastalardan izole edildi.

K.pneumoniae suslarinda; sefolotin’e %64.5, tobramisin’e %61.3, AMC’a
%359, sefuroksim’e %52.1, sefaperazon’a %48.8, sefotaksim’e %48.4, aztreonam’a
%47.5, seftriakson’a %46.1, seftizoksim’e %41.5, trimetoprim-siilffometaksozol’e
%34.6, netilmisin’e %30.9, amikasin’e %12.4, siprofloksasin’e %11.5 oraninda
diren¢ saptandi. Tiim suslar i¢inde imipenem’e direng tesbit edilmezken en direngli

antibiyotigin sefalotin oldugu tesbit edildi (Tablo-13).
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Tablo 13 : K.pneumoniae izolatlarmin antibiyotiklere duyarhliklari

Antibiyotik Duyarli Direncli
n % n %

Imipenem 217 100 0 0.0
Siprofloksasin 192 88.5 25 11.5
Amikasin 190 87.6 27 12.4
TZP 166 76.5 51 23.5
Sefoksitin 165 76.0 52 24.0
Netilmisin 150 69.1 67 30.9
SXT 142 65.4 75 34.6
Gentamisin 136 62.7 81 37.3
Tobramisin 133 61.3 84 38.7
Seftizoksim 127 58.5 90 41.5
Seftriakson 117 53.9 100 46.1
Aztreonam 114 52.5 103 47.5
Sefotaksim 112 51.6 105 48.4
Seftazidim 112 51.6 105 48.4
Sefaperazon 111 51.2 106 48.8
Sefuroksim 104 479 113 52.1
AMC 89 41.0 128 59.0
Sefalotin 77 35.5 140 64.5
Ampisilin 13 6.0 204 94.0

GSBL ARASTIRMA SONUCLARI

Bir yillik siire¢ i¢inde izole edilen K.pneumoniae suslarmda cift disk sinerji
yontemi ile 87 ( % 40.1) susta GSBL tesbit edildi (Sekil-3). CDST ‘inde diskler aras1
mesafe 20 mm’ye indirildiginde, 9 susda GSBL pozitifligi gosterildi (Sekil-4).
CT/CTL E-test yontemi ile 86 (%39.6) susta GSBL tesbit edildi (Sekil-5). GSBL
tesbitinde, CDST ile E-Test metodu arasinda, kappa analizi ile %99 uyum saptandi.
E-Test ile CT MIK degerleri 2 pg/ml ile >16 pg/ml, CTL MIK degerleri 0.032 pg/ml
ile 0.5 pg/ml arasinda bulundu.
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Sekil 3 : Cift disk sinerji testi ile GSBL pozitf K.pneumoniae ATCC 700603 (solda),
GSBL negatif E.coli ATCC 25922 (sagda)

Sekil 4 : Disk yaklastirma yontemi ile GSBL nin gosterilmesi
Sol: Diskler aras1 mesafe 30 mm, Sag: Diskler arasi mesafe 20mm

Sekil 5 : CT/CTL E-test yontemi ile GSBL negatif E.coli ATCC 25922 (solda),
GSBL pozitf K.pneumoniae ATCC 700603 (sagda)
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GSBL pozitifligi en fazla yogun bakim {initesinden (%37.9) ve cocuk
hastaliklar1 servisinden (%29.9) gonderilen 6rneklerde gézlendi (Tablo-14 ). Yogun
bakim Orneklerinin 27°si (%81.8) yenidogan yogun bakim iinitesinden, 6’s1 (%18.2)

anestezi yogun bakim iinitesinden izole edildi.

Tablo 14 : GSBL pozitif izolatlarmn kliniklere gore dagilimi

GSBL pozitif
Klinik n %
Yogun bakim 33 37.9
Cocuk hastaliklar1 26 29.9
Cerrahi bilimler 11 12.6
Cocuk acil 9 10.3
Cocuk cerrahi 4 4.6
Dahili bilimler 3 3.4
Acil 1 1.1
Toplam 87 100.0

GSBL pozitif 6rneklerin %67.8°1 idrar, %10.3’ii kan, %6.9’u trakeal aspirat
swvist, %35.7’st balgam, %3.4 BOS, %3.4 yara yeri siirlintiisi, %?2.3’li goz siiriintii

kiiltiirlerinden izole edildi (Tablo-15).

Tablo 15 : GSBL pozitif izolatlarin 6rneklere gére dagilimi

GSBL pozitif
Ornek n %
Idrar 59 67.8
Kan 9 10.3
Trakeal aspirat 6 6.9
Balgam 5 5.7
BOS 3 3.4
Yara yeri siiriintiisii 3 34
Goz 2 2.3
Toplam 87 100.0
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GSBL pozitifligi yatan hastalarin 76’sindan (%87.4), poliklinik hastalarinin
11°den (%12.6) izole edildi. 5 hastanin, bakterinin izole edildigi tarihten 6nceki 4 ay
icinde hastaneye yatis1 tesbit edildi. GSBL’1n yatan hastalardaki siklig: istatistiksel
olarak degerlendirildiginde GSBL pozitifliginin yatan hastalarda anlamli olarak
yiiksek oldugu goriildii (p< 0.001).

GSBL pozitif suslarin 344 (%39.1) erkek, 53’ (%60.9) kadin hastalardan
izole edilmistir. GSBL pozitifligi ile cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark bulunmadi (p >0.05).

GSBL olusturan biitiin suslarin imipeneme duyarli oldugu tesbit edildi. Etkili
diger antibotiklerin siprofloksasilin (%81.6), amikasin (%74.7), TZP (%57.5) ve
sefoksitin (%54.0) oldugu goriildii. GSBL negatif suslarda da imipeneme direng
gozlenmezken etkili diger antibiyotiklerin siprofloksasilin (%93.1), amikasin
(%96.2), TZP (%89.2) ve sefoksitin (% 90.8) oldugu tesbit edildi. GSBL olusturan
ve olusturmayan K. pneumoniae suslarinin netilmisin, amikasin, siprofloksasin,
AMC, tobramisin, TZP, gentamisin ve sefoksitin diren¢ oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0.001). GSBL olusturan ve olusturmayan
K.pneumoniae suslarinda SXT diren¢ oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (p=0.084) (Tablo-16).
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Tablo 16 : GSBL pozitif ve negatif suslarin antibiyotiklere duyarliliklar1

GSBL pozitif GSBL negatif
Antibiyotik Duyarli Direncli Duyarli Direncli p
n % n % n % n %

Imipenem 87 100.0 O 0.0 130 1000 O 0.0 *
Siprofloksasin 71 81.6 16 184 121 93.1 9 6.9 0.01
Amikasin 65 7477 22 253 125 96.2 5 3.8 <0.001
SXT 51 586 36 414 91 70.0 39 30.0 0.084
TZP 50 575 37 425 116 892 14 10.8 <0.001
Sefoksitin 47 540 40 46.0 118 90.8 12 9.2 <0.001
Netilmisin 33 379 54 621 117 900 13 100 <0.001
Gentamisin 26 299 61 701 110 846 20 154 <0.001
Tobramisin 22 253 65 747 111 854 19 146 <0.001
AMC 14 le.1 73 839 75 5777 55 423 <0.001

*Imipenem tiim suslarda duyarl oldugundan teste alinmadi.

PCR SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

CTX-M Universal primerler kullanilarak GSBL tesbit edilen 87 sus PCR ile
calisildi. GSBL pozitif K.pneumoniae suslarimin 19’unda (%22.9) CTX-M pozitif

bulundu. Pozitif kontrol ve CTX-M pozitif suslarda 585 bp hizasinda bant tesbit

edildi (Sekil-6).
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535 bp

Sekil 6 : PCR ile CTX-M genlerinin agaroz jeldeki goriintiisii
M: 100 bp’lik molekiiler agirlik standardi, 1: Pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol,
2,4,5. Pozitif sus, 6: Negatif sus

CTX-M universal primerleri ile pozitif bulunan 19 susda, sirasiyla grup-1,
grup-2, grup-3 ve grup-4 arastirildi. Suslarin tamamiin grup-1’de oldugu goriildii.
Pozitif kontrol ve grup-1 pozitif suslarda 891 bp hizasinda bant tesbit edildi.
(Sekil-7).

Sekil 7 : PCR ile CTX-M grup 1 genlerinin agaroz jeldeki goriintiisii
M: 100 bp’lik molekiiler agirlik standardi, 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol,
3,4,6 : Pozitif sus, 5: Negatif sus
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CTX-M Grup-1 pozitif 19 susun 8’1 (%42.1) ¢ocuk yogun bakimdan, 5 ‘i

(%26.3) ¢cocuk hastaliklar1 servisinden, 3’li anestezi yogun bakim {iinitesinden, 1’er

tanede (%5.3) cerrahi bilimler, cocuk acil ve cocuk cerrahi servisinden izole edildigi

tesbit edildi (Tablo-17).

Tablo 17 : CTX-M pozitif suslarin kliniklere gore dagilimi

Klinikler CTX-M

n %
Cocuk yogun bakim iinitesi 8 42.1
Cocuk hastaliklar1 servisi 5 26.3
Anestezi yogun bakim iinitesi 3 15.8
Cerrahi bilimler 1 5.3
Cocuk acil 1 5.3
Cocuk cerrahisi servisi 1 5.3
Toplam 19 100.0

CTX-M Grup-1 pozitif 19 susun 11’1 (%57.9) idrar, 3’t (%15.8) kan, 3’1

(%15.8) trakeal aspirat sivisindan, 1’1 (%5.3) balgam ve 1’1 (%5.3) yara yeri siiriintii

orneklerinden izole edildi (Tablo-18).

Tablo 18 : CTX-M pozitif suslarin Orneklere gore dagilimi

Materyal CTX-M

n %
Idrar 11 57.9
Kan 3 15.8
Trakeal aspirat 3 15.8
Balgam 1 5.3
Yara 1 53
Toplam 19 100.0

CTX-M Grup-1 pozitif 19 susun en fazla AMC’a (%94.7) ve netilmisine
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(%89.5) direncli oldugu goriildii. Imipeneme diren¢ gozlenmezken, en az direng
siprofloksasinde (%26.3) tesbit edildi. CTX-M negatif suslarda en fazla AMC‘da
(%80.9) ve tobramisinde (%72.1), en az direng siprofloksasinde (%16.2) tesbit edildi.
TZP’e CTX-M negatif suslarda %16.8, CTX-M pozitif suglarda % 63.2 direng tesbit
edildi. CTX-M pozitif ve negatif suslar arasinda siprofloksasin, amikasin,
gentamisin, tobramisin ve SXT’de istatistiksel olarak anlamli fark tesbit edilmedi
(p>0.05). CTX-M pozitif ve negatif suslar arasinda netilmisin direncinde (p=0.005)
ve TZP direncinde (p=0.04) istatistiksel olarak anlamli fark tesbit edildi (Tablo-19).

Tablo 19 : CTX-M pozitif ve negatif suslarin cesitli antibiotiklere diren¢ oranlari

CTX-M Pozitif CTX-M Negatif
Antibiyotik Duyarli Direncli Duyarli Direncli p
n % n % n % n %

Siprofloksasin 14 73.7 5 26.3 57 83.8 11 16.2 0.313
Amikasin 11 57.9 8 42.1 54 794 14  20.6 0.056
Gentamisin 3 15.8 16 842 23 338 45 66.2 0.129
Netilmisin 2 10.5 17 89.5 31 45.6 37 544 0.005
Tobramisin 3 15.8 16 84.2 19 279 49 72,1 0.281
SXT 11 57.9 8 42.1 40  58.8 28 412 0942
AMC 1 5.3 18 947 13 19.1 55 80.9 0.146
TZP 7 36.8 12 632 43 832 25 16.2 0.04
Imipenem 19 1000 O 0.0 19 1000 O 0.0 *

*Imipenem tiim suslarda duyarl oldugundan teste alinmadi.

RAPD-PCR iLE KLONAL ILISKININ ARASTIRILMASI

Enterobacteriaceae ailesine 6zgii bir primer olan ERIC-1 ve ERIC-2 primeri ile
yapilan RAPD-PCR sonucunda, CTX-M grup-1 pozitif oldugu belirlenen
K.pneumoniae suslarinda agaroz jelde olusturdugu bantlara gore 11 ayr1 grup tesbit

edildi (Sekil-8).
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Sekil 8 : RAPD- PCR sonugclarinin agaroz jeldeki goriintiisii.
M: 100 bp’lik molekiiler agirlik standardi, 1-6 ¢ocuk servisinden izolen edilen suglar

Suslar gosterdikleri bant profillerine, izole edildikleri kliniklere ve tarihe gore
siniflandirildi (Tablo-20). Buna gore K.pneumoniae suslar1 arasinda en sik rastlanan
grubun Kp 3 (n=3), Kp 4 (n=3) ve Kp 5 (n=3) oldugu saptandi. Cocuk yogun bakim
tinitesindeki 8 susun 5’inin, cocuk servisindeki 5 susun 4’iiniin ayni, diger

servislerdeki suslarin farkl bant paternleri gosterdigi tesbit edildi.
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Tablo 20 : RAPD PCR ile suslarin gruplandirilmasi

RAPD GRUP SERVIS [ZOLASYON TARIHI
Kpl Cerrahi bilimler 22.05.2006
Kp2 Cocuk acil 26.11.2006
Kp 3 Cocuk hastaliklart servisi 04.12.2006
Kp3 Cocuk yogun bakim 16.06.2006
Kp 3 Cocuk yogun bakim 09.11.2006
Kp 4 Cocuk hastaliklart servisi 13.11.2006
Kp 4 Cocuk hastaliklart servisi 03.05.2006
Kp 4 Cocuk yogun bakim 13.12.2006
Kp5 Cocuk yogun bakim 09.08.2006
Kp5 Cocuk hastaliklart servisi 20.09.2006
Kp5 Cocuk yogun bakim 10.08.2006
Kp 6a Cocuk yogun bakim 14.02.2006
Kp 6b Cocuk yogun bakim 26.02.2006
Kp7 Anestezi yogun bakim 21.08.2006
Kp 8 Anestezi yogun bakim 27.08.2006
Kp9 Anestezi yogun bakim 26.06.2006
Kp 10 Cocuk yogun bakim 10.01.2006
Kp 11 Cocuk cerrahisi servisi 21.09.2006
Kp 12 Cocuk hastaliklart servisi 20.11.2006
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TARTISMA

K. pneumoniae, gerek infeksiyon etkeni ve gerekse kolonizan bakteri olarak
hasta orneklerinden sikca izole edilmektedir. Hastane kokenli K.pneumoniae suslari
bircok antibiyotige direnclidir. 1970’li yillarda bu suslarin ¢ogu sadece
aminoglikozid grubu antibiyotiklere direncli suslar iken 1980’11 yillarda Klebsiella ve
E.coli’lerde belirlenen bazi enzimlerin yeni kusak sefalosporinler ve aztreonami
inaktive ettigi gozlenmistir. TEM-1, TEM-2 veya SHV-1 enzimlerinden koken alan
bu enzimler GSBL olarak adlandirilmistir (59-61 ).

GSBL’ler ilk olarak Avrupa’dan, daha sonra artarak diinyada diger bolgelerden
bildirilmistir. Pek c¢ok patojen gram negatif bakteride tespit edilse de GSBL
enzimleri en yiiksek oranda K.pneumoniae izolatlarinda goriilmektedir (62). Yogun
beta-laktam antibiyotik kullanimi, invaziv girisimler, kateterizasyon, genis yaniklar
ve biiylik cerrahi miidahaleler GSBL icin bashica risk faktorleridir (63,64).
Tiirkiye’de GSBL sentezleyen izolatlar ilk kez 1992 yilinda bildirildigi belirtilmistir
(65).

GSBL iireten K.pneumoniae izolatlari, GSBL genlerinin diger tiirlere ve
cinslere aktarimindan sorumludur. GSBL iireten K.pneumoniae izolatlarmin, ayni
zamanda ¢oklu ilaca direngle de iliskili oldugu bildirilmistir. Bu yiizden hastanelerde
GSBL iireten K.pneumoniae izolatlarinin tanimlanmasi, uygun sekilde tedavi

edilmesi ve kontrol 6nlemlerinin alinmas1 gerekmektedir (59, 66).

Gram negatif bakterilerde GSBL saptanmasi i¢in farklh testler gelistirilmistir.
CLSI, GSBL dogrulama testi olarak sefalosporin ve sefalosporinle kombine
klavulanik asit disklerinin kullamildig1 disk difiizyon ve mikrodiliisyon testlerini
Onermektedir (56). Bu testlerin yan1 sira farkli arastirmacilar tarafindan gelistirilmis
testler de giiniimiizde hem arastirma amacgh laboratuvarlarda hem de rutin
laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Bu testlerden, cift disk sinerji testi ve E-test

arastirmamizda degerlendirilmistir.

GSBL saptanmasinda en yaygin kullanilan yontem olan ¢ift disk sinerji testi ilk
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kez 1988 yilinda Jarlier tarafindan tamimlanmistir (68). Bu test amoksisilin-
klavulanik asit diskinin etrafina yerlestirilen sefalosporin disklerinin zonlarinda
klavulanik asit diskine dogru genisleme goriilmesi esasina dayanmaktadir. Bu testin
yapilabilmesi i¢in beta-laktamaz iceren bir antibiyotik diski ile sefalosporin diskleri
yeterli olmaktadir. Testte yer alan disklerin cogu zaten rutin antibiyotik duyarllik
testlerinde kullanilan ve test edilmesi gereken antibiyotiklere ait oldugu i¢in ek mali
yiik getirmez ve fazladan zaman harcanmasma gerek yoktur. Ancak amoksisilin-
klavulanat ve sefalosporin diskleri arasindaki uzaklik ve enzim substrat profili testin
duyarliligmi 6nemli 6lciide etkileyebilmektedir (67-69). Cift disk sinerji yonteminde
diskler uygun uzaklikta yerlestirilmediginde sinerjik etki gozlenememekte ve bu da
testin tekrarina veya sonuclarin yanlis olarak negatif degerlendirilmesine sebep
olmaktadir. Thomson ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada c¢ift disk sinerji testinde
diskler aras1 uzaklik 30 mm’den 20 mm’ye yaklastirildiginda testin duyarliligmin
9%79’dan %82’ye ¢iktigimi bulmuslardir (70).

Ho ve ark. 2000 yilinda E.coli ve Klebsiella suslar ile yaptiklar1 aragtirmada
cift disk sinerji testinde uzaklik 30 mm’den 25 mm’ye yaklastirildiginda duyarliligin
%83.8’den %97.9’a ¢iktigin1 ve kalan suslar 20 mm uzaklikta tekrar test edildiginde
tic susta daha GSBL iiretimi oldugunu saptamiglardir (71).

Calismamizda, sefalosporin diskleri AMC diskinden 30 mm uzaga
yerlestirildiginde 78 susda, 20 mm uzaga yerlestirildiginde ise 87 susda GSBL tesbit
edildi. Calismamizdan elde edilen bu verilere dayamlarak cift disk sinerji testinde
diskler aras1 uzakligin 20 mm olarak uygulanmasi ile GSBL saptama oraninin daha

fazla olacag1 kanisina varildi.

GSBL varligina iliskin veriler yildan yila, iilkeden iilkeye, bir tilkenin cesitli
bolgelerinde hatta hastaneden hastaneye farklilik gostermektedir (72-74). 1993’°te
“National Nosocomial Infection Study System”de test edilen K.pneumoniae
suslarinin %35’ inin GSBL pozitif izolatlar oldugu rapor edilmistir (75). Avrupa’da ise
bu oran daha yiiksektir. 2000 yilinda Fransa ve Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
Klebsiella suslarinin %14-16’smin GSBL iireten suslar oldugu ortaya konmustur.

Baz1 bolge ve hastanelerde bu oran %25-40’a ulastigr belirtilmektedir (60).
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Tiirkiye’de yapilan calismalarda K.pneumoniae suslarinda GSBL sikligi %40-90
arasinda degismektedir (76). Abacioglu ve ark. yenidogan iinitesinde 34 hasta
arasinda gozlenen salginda etiyolojik ajan olarak GSBL olusturan K.pneumoniae

soyutlamislardir (77).

Ulkemizde bu konu ile ilgili olarak cesitli merkezlerde yapilan calismalarda
farkli oranlar elde edilmistir. Tiinger ve ark. calismalarinda hastane infeksiyonu
tanis1 konan ve yogun bakim hastalarindan izole edilen Klebsiella suglarinda GSBL
aktivitesini CDST yontemiyle %49.3 olarak bulmuslardir (78). Dereli ve ark. ise
yogun bakim iinitesinden izole ettikleri 23 K.pneumoniae susunun 22’sinde (%95.6)
GSBL pozitifligi bildirmislerdir (79). Nozokomiyal K.pneumoniae suslarinda Tiinger
ve ark. CDST yontemiyle GSBL oranin1 % 41.7 olarak tespit etmislerdir (73). CDST
yontemiyle yapilan diger caligmalarda, GSBL oram1 %30.0-52.0 arasmnda tespit
edilmistir (80-84). Hastane infeksiyonu etkeni K.pneumoniae suslarinda Kuzucu ve
ark. (85) %61.8, Giilay ve ark. (86) %88.6, Giiltekin ve ark. (61) %54 oraninda
GSBL pozitifligi belirlemislerdir. Hastane infeksiyonu etkeni K.pneumoniae
izolatlarinda Yiicesoy ve ark. ise E-test metoduyla %57.1 oraninda GSBL tespit
etmislerdir (87).

Delialioglu ve arkadaslar1 2005 yilinda yayinladiklar1 caligmada yatan
hastalardan izole edilen FE.coli suslarinda %?29.0, K pneumoniae’de %35.8,
K.oxytoca’da %6.7 ve poliklinik hastalarindan izole edilen E.coli suslarinda %7.7,
K.pneumoniae’de %15.4 oraninda GSBL iiretimi saptamislardir (82).

Tiim bu caligmalarin sonuclarinda da goriildiigii gibi bakterilerin izole edildigi

hastanelere, servislere gore GSBL iiretim oranlar1 degismektedir.

Calismamizda 217 K.pneumoniae susunun %40.1’inde GSBL iiretimi saptandi.
Hastanede yatan hastalardan izole edilen K.pneumoniae suslarinda %87.4 ve
poliklinik hastalarindan izole edilen K.pneumoniae suslarinda %12.6 oraninda GSBL
pozitifligi saptandi. Hastanemizde saptanan bu oranlarin Tiirkiye’de yapilan ¢ok
merkezli calismalarla, benzer hasta populasyonlarina ve yogun bakim kapasitesine

sahip biiyiik iiniversite hastaneleriyle uyumlu oldugu gozlendi. Ancak arastirmamiz
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sonucunda elde ettigimiz GSBL oranlar1 Amerika ve Kanada gibi gelismis iilkelere

gore yiiksek, yine lilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerle uyumlu olarak bulundu.

Universitemizde, Kaleli ve ark. 1998’de yayinladig1 calismada, K.pneumoniae
izolatlarinda GSBL orant %40.0 bulunmustur (88). Calismamizda K.pneumoniae
izolatlarinda GSBL orant %40.1 bulundu. Laboratuarimizda kisithi antibiyotik
bildirimi uygulamasi ve infeksiyon kontrol Onlemlerinin alinmasi sonucu GSBL

oranimizin artmadig1 kanaatine varildi.

Bazi diinya iilkelerine gore nispeten yiiksek olarak saptanan bu GSBL iiretim
oranlarinmn, toplum kokenli infeksiyonlar ve hastane infeksiyonlarinda ampirik
tedavide genis spektrumlu sefalosporinlerin sik¢a kullannmma ve yine genis
spektrumlu antibiyotiklerin regetesiz olarak toplumumuz tarafindan gelisigiizel

kullanimina bagli olabilecegi diisiiniildii.

Beta-laktamazlar, kromozomal, plazmid ya da transpozon kokenli olabilirler ve
kolaylikla yayilabilirler. Bu diren¢ genlerinin secilmesi ve yayilmasi icin en uygun

ortam antibiyotiklerin yogun olarak kullanildig1 hastanelerdir.

Du ve ark’nmin ¢alismasinda iiciincii kusak sefalosporinlerle yapilan tedavinin
GSBL iiretimi agisindan tek bagimsiz risk faktorii oldugu belirtilmistir (89).
Vahaboglu ve ark 'nin yaptig1 alismada, GSBL direncinin en ¢ok saptandigi birimin

yogun bakim {iinitesi oldugu bildirilmistir (90).

Philadelphia Cocuk Hastanesinde yapilan kan akimi infeksiyonlarindan izole
edilen E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda GSBL iretimi agisindan risk
faktorlerinin arastirildigi calismada iiciincii kusak sefalosporin kullanimi1 anlamli bir

risk faktorii olarak tespit edilmistir (91).

Calismamizda GSBL iireten suslarin ¢ogunlukla Cocukk yas grubundan
(%71.0) izole edilen suslar oldugu goriilmiistiir. Cocuklarda beta-laktam grubu
antibiyotik kullaniminin daha fazla olmasi, kinolon grubu antibiyotiklerin

kullanilamamasi gibi nedenlerle GSBL iiretiminde sefalosporin kullanimimin 6nemli
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bir risk faktorii olabilecegi diisiiniildii. izole edilen suslarin ¢cogunun idrar (%67.8)
olmasi, iiriner kateterizasyonun anlamli bir risk faktorii olmasi, iirolojik patolojisi
olan hastalarin uzun siireli hastane takibinde olmalar1 bu hastalarin 6nemli bir risk
grubu  oldugunu  gostermektedir.  Ozellikle iiriner infeksiyonlardan ve
kolonizasyonlardan izole edilen gram negatif basillerde saptanan GSBL direnci
siklig1 yaniltict olmamalidir. Ciinkii kiiltiir alinan olgular genelde ya diger ajanlara
direncli ya da rekiirren olgulardir. Toplum kokenli olgularda direncin bu boyutta

oldugunu diisiinmek yaniltic1 olacaktir (92).

Calismamizda toplum kokenli 11 olguda GSBL pozitif K.pneumoniae izole
edildi. 5 olgunun son 4 ay icinde hastaneye yatig Oykiisii bulunmakla birlikte, bu
durum bize yakin gelecekte toplumdan kazanilmis GSBL pozitif gram negatif basil

izolasyonunun artabilecegi yoniinde sinyal vermektedir.

Calismamizda, GSBL aktivitesi pozitif K.pneumoniae suslarmin en ¢ok izole
edildigi boliimler ve GSBL oranlari; yogun bakim {initesinde %37.9, cocuk
hastaliklar1 servisinde %?29.9, cerrahi bilimlerde %12.6, ¢cocuk acilde %10.3, cocuk
cerrahisi servisinde %4.6, dahili bilimlerde %3.4 ve acil servisde %1.1; en cok izole
edildigi ornekler ve GSBL oranlar1 ise %67.8 idrar, %10.3 kan, %6.9 trakeal aspirat
sivis1 olarak bulundu (Tablo-14,15). Bu oranlar arasindaki farkin nedeni klinikler
arasinda hasta profili, hastaya uygulanan genis spektrumlu antibiyotik tedavisi ve
sliresi, kateterizasyon uygulanmasi ve siiresi, hastane personeli ile hasta iligkisi gibi

faktorlerden kaynaklanabilecegini diisiindiirdii.

Eskitiirk ve ark. yogun bakim gerektiren hastalardan izole ettikleri
K.pneumoniae suslarinda GSBL oranin1t CDST yontemi ile %52.0, E-test metodu ile
de %52.0 olarak bulmuslardir (93). Hastane infeksiyonu izolat1 K.pneumoniae
suslarinda Abacioglu ve ark. CDST ile %50.0, E-test ile %62.5 GSBL pozitifligi
saptamiglardir (94). Kagmaz ve ark. ise hastane infeksiyonu etkeni Klebsiella spp. ve
E.coli’"de CDST’nin fenotipik dogrulama testine gore duyarhilik ve Ozgiilligiini
sirastyla %82 ve %85 olarak bulmuslardir (66). Akcam ve ark. yaymladigi
calismada, 40 Klebsiella spp. susunda, CDST ile %35’inde, E-test ile %37.5’inde
GSBL saptamislardir ve GSBL iiretimini saptamada CDST ve E-test yontemleri
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (95). Cormican ve ark.
yaptiklar1 calismada, GSBL saptanmasinda tarama testi olarak CDST ni %87, E-test
yontemini %100 duyarli bulmuslardir (96). Vercauteren ve ark. E-test GSBL stripleri
ile GSBL iirettigi bilinen suslarin % 81’ini saptarken, CDST ile %97 oraninda tespit
ettiklerini bildirmislerdir (97).Giinaydin ve ark. 77 Klebsiella spp. susunda yaptiklar1
calismada CDST ile %46.8, E-Test ile %55.8 GSBL pozitifligi belirlemislerdir (98).

Calismamizda, 217 K.pneumoniae susunda; CDST yontemiyle 87, CT/CTL E-
test yontemiyle 86 susda GSBL varlig: tespit edildi.

E-testteki  farkliligin  sebebi, E-testin diisik miktardaki GSBL’leri
saptayamamasi ve sadece CT/CTL E-test stripleriyle calisilmasimin olabilecegi
disiiniildii. TZ/TZL E-test ile birlikte kullanildiginda duyarliligin artabilecegi
bildirilmektedir. E-testin maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle daha az tercih

edilmektedir (98).

Bu calismada GSBL belirlenmesinde kullandigimiz yontemler arasinda kappa
analizi ile %99 uyum saptandi. Bunun da yapilan diger ¢alismalarla uyumlu oldugu

goriildii (66,93-95).

Calismamizda c¢ift disk sinerji testinin rutin disk difiizyon testiyle ayni anda
uygulanabilecek, ek mali harcama ve zaman gerektirmeyen, rutin laboratuvarlarda
kolaylikla kullanilabilecek duyarli bir test oldugu, ancak diskler arasi uzakligin ve
enzim substrat profillerinin testin 6zgiilliigiinii 6nemli oranda degistirecegi icin,
laboratuvarlarin diskler arasi uzakligi ve testte kullanilacak antibiyotikleri bulundugu
bolge ve hastanenin genel diren¢ oranlarmi, enzim tiplerini géz Oniine alarak

belirlemesinin dogru olacagi kanisina varildi.

GSBL olusturan bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarinda, karbapenemlere
alternatif olabilecek tedavi secenekleri halen tartisilmaktadir. GSBL iireten
K.pneumoniae suslarmin neden oldugu bakteremi veya sepsis olgularinda
karbapenemler disindaki etkin antibiyotiklerle yapilan tedavilere ragmen mortalite

orant yiiksek seyretmektedir (99).
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Gioia ve Livermore, GSBL iireten yogun bakim kokenli Klebsiella suslarinin
antibiyotik duyarliliklarini incelemis ve dort yillik bir donemde bu suslarda kinolon
ve aminoglikozid direncinin iki-ii¢ kat, piperasilin/tazobaktam direncinin ise yaklasik
iki kat arttigmi ve yiiksek diizeyde direngli suslarm ortaya ¢iktigimi saptamislardir.
Bu sonuglar, GSBL infeksiyonlarinda kullanilabilecek antibiyotiklerin etkinliginde

hizl1 bir azalma oldugunu gostermektedir (100).

Mumcuoglu ve ark. CDST’i ile tespit ettikleri GSBL pozitif suslarin
antibiyotiklere direngliligini, negatiflere gore daha yiiksek oranda oldugunu
belirlemislerdir. GSBL negatif ve pozitif kokenlerde amikasin, aztreonam,
kloramfenikol, imipenem, sefoksitin, siprofloksasin ve trimetoprim/siilfametoksazol
duyarliligim disk difiizyon ile arastirmislar, GSBL pozitif suslarin direncini sirasiyla
bu antibiyotikler i¢in  %5.8, %28.8, %61.5, %0.0, %28.8, %5.8, %80.8 olarak,
GSBL negatif suslarin direncini ise swrasiyla %0.0, %11.0, %39.7, %0.0, %19.2,
%3.4, %54.8 olarak saptamiglardir. Calismalarinda en etkili antibiyotikler olarak

amikasin, imipenem ve siprofloksasini bulmuslardir (101).

Yavuzdemir ve ark. ise CDST’i ile tespit ettikleri 50 GSBL pozitif
K.pneumoniae suslarimin diren¢ oranlarini disk difiizyon yontemiyle incelemisler.
Diren¢ oranlarini; amikasinde %350.0, gentamisinde %66.0, netilmisinde %78.0,
tobramisinde %386.0, trimetoprim/siilfametoksazolde %72.0, tetrasiklinde %56.0,
siprofloksasinde %28.0, sefepimde %36.0, piperasilin/tazobaktamda %?28.0 ve
meropenemde %6.0 olarak tespit etmislerdir (102).

Babini ve Livermore, Klebsiella tiirlerinde MIK yontemiyle yaptiklari
duyarhilik testlerinde amikasine %61.0, gentamisine %72.0, piperasilin/tazobaktama
%63.0, siprofloksasine %31.0 oraninda direng belirlemisler ve GSBL yapan suslarin

direncinin, yapmayanlara gore daha yiiksek oldugunu saptamislardir (103).

Bizim calismamizda da, GSBL iireten suslarin imipenem ve SXT disinda
calisilan diger antibiyotik gruplarina karsi daha direngli oldugu tespit edildi. Bu
durum istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0.001) (Tablo-16). Bunun nedeninin GSBL

tiretiminden sorumlu genlerle diger direnclerden sorumlu genlerin ayni plazmidlerle
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aktarilmis olabilecegi diisiiniildii.

Florokinolonlar GSBL iireten gram negatif basiller ile gelisen infeksiyonlarin
tedavisinde karbapenemlerin ardindan kullanilabilen en ideal ikinci secenek
antibiyotik olarak degerlendirilmektedir. Ancak kinolonlarin GSBL pozitif gram
negatif basillerde alternatif tedavi olma giicii azalmaktadir ve uygunsuz kinolon
kullaniminin durdurulmasina yonelik ¢alismalarla konuya dikkat cekilmelidir (92).

Calismamizda kinolon direnci %18.4 oraninda bulunmustur (Tablo-16).

Yaptigimiz calismada ¢ift disk sinerji testi ile tespit ettigimiz 87 GSBL pozitif
K.pneumoniae susunda imipeneme diren¢ goriilmezken calisilan  diger
antibiyotiklerden siprofloksasin’e %18.4, amikasin’e %?25.3, trimetoprim-
siilfametoksazol’e %41.4, piperasilin/tazobaktam’a %42.5, gentamisin’e %70.1,
amoksisilin/klavulanat’a %83.0 diren¢ tespit edildi (Tablo-1). Calismamizda,
antibiyotik diren¢ oranlarinin, suslarin izole edildigi birimlere ve birimlerde yogun
antibiyotik kullanimma gore degistigi de goz Oniine alindiginda diger ¢alismalarla
uyumlu olarak bulundu. Onceleri gentamisin etkili bir antibiyotik olmasina ragmen
yogun bakim {iiniteleri ve hastanelerin diger birimlerinde kontrolsiiz kullanim1 sonucu
bu antibiyotige de diren¢ gelismistir. Calismamizda GSBL pozitif K.pneumoniae
suslarinda gentamisin direnci literatiirlerle uyumlu olarak %70.1 olarak bulundu ve
GSBL pozitif K.pneumoniae suslarinda amikasine diren¢ %25.3 olarak tespit edildi.
Su an i¢in etkili goriinmekle birlikte yogun bakim iinitelerinde yogun antibiyotik
kullanimi sonucu gelecekte bu antibiyotige karsi da yiiksek diren¢ oranlarindan

bahsedilecegine kesin goziiyle bakilmaktadir (104).

Bu calismada, GSBL pozitif izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlar1 SXT disinda
diger ¢alismalarla uyumlu sekilde negatiflere gére anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0.001) (73,101,103) (Tablo-16). Yaptigimiz bu c¢alismada GSBL iireten
K.pneumoniae suslarinda imipeneme karsi dirence rastlanmadi. Siprofloksasin
(%18.4) ve amikasinin (%25.3), imipenemden sonra en etkili antibiyotikler oldugu

tesbit edilmistir.
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2004 yilinda, tilkemizde ilk defa izole edilen bir CTX-M-15 susu bildirilmistir.
Istanbul Tip Fakiiltesi’nde yatan bir hastanin idrarindan izole edilen E.coli susunun
CTX MIK’u 256 pg/ml, CAZ MiK’u ise 64 pg/ml olarak bulunmustur. IEF’da pl:
5.4, 7.5, 9.1 bantlar1 goriilmiis, PCR ile TEM ve CTX-M genleri pozitif olarak
saptanmustir. Dizi analizi ile CTX-M-15 oldugu saptanan sus, CTX’i hidrolize
edebilmistir (105).

Dokuz Eyliil Universitesi'nde yapilan bir ¢cahymada ii¢ aylik bir siirede izole
edilen 14 GSBL (+) E.coli susunun tamaminda PCR ile CTX-M genleri saptanmustur.
Suslarin DNA dizi analizi yapildiginda CTX-M-3 ile benzer oldugu goriilmiistiir. Bu
yayn, Tiirkiye’den ilk CTX-M-3 bildirisi olmasi nedeniyle dikkat ¢ekicidir (106).

Aktas ve ark. cesitli klinik 6rneklerden izole edilen E.coli ve K.pneumoniae
suslarinda GSBL varligmi CDS, IEF (izoelektrik fokuslama) ve PCR ile
incelemisler, cogunlugu idrar Orneklerinden izole edilen 35 E.coli ve 15
K.pneumoniae susunun CDS ile GSBL olusturdugunu tespit etmislerdir. E.coli
suslarmin 25’inde (%71.4) TEM, birinde (%3.0) SHV ve hepsinde (%100) CTX-M
bulundugunu bildirmislerdir. K.pneumoniae suslarinin  %47.0’sinde TEM,
%73.0’tinde SHV ve %47.0’sinde CTX-M tesbit etmislerdir. PCR ile CTX-M (+)
bulduklar1 K.pneumoniae suslarindan 12’sini ve E.coli suslarindan besini dizi analizi
ile degerlendirmigler ve tamaminin CTX-M-15 oldugunu bulmuslardir (107). Bu
veriler, iilkemizde CTX-M (6zellikle CTX-M-15) olusturan suslarin yaygin oldugunu

gostermektedir.

Paterson ve ark. 7 iilkedeki 12 hastanede kan infeksiyonlarindan izole edilen
455 K.pneumoniae susunun lirettigi beta-laktamazlar1 degerlendirmislerdir. Suslarin
% 18’inin fenotipik GSBL iireticisi oldugu bulunmus, IEF ve gen sekanslamasi
yapilmistir. Bu suslarin en az bir (1-5 arasinda) beta-laktamaza sahip oldugu
belirlenmistir. GSBL iireten suslar arasinda en yaygin beta-laktamazin SHV oldugu
(% 67) TEM tipi beta-laktamazlarin (TEM-10, TEM-12, TEM-26, TEM-63) % 16.4
oraninda bulundugu belirtilmistir. Tiirkiye’den génderilen dokuz susun besinde PER
tipi beta-laktamaz ve bunlarin ikisinde SHV-2 ve SHV-5 bulunmustur. Suslarin %
23.3’nde CTX-M tipi beta-laktamazlar (CTX-M-2 ve CTX-M-3) bulunmustur. CTX-
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M tipi beta-laktamazlar, caliyma yapilan iilkelerin tiimiinde (ABD haric)
saptanmistir. Daha 6nce CTX-M bildirilmemis olan dort iilkede de (Avustralya,
Tiirkiye, Belcika, Giiney Afrika) de bu beta-laktamaz saptanmustir (108).

Bu c¢alismada, polimeraz zincir reaksiyonu ile beta-laktamaz genlerinin
arastirilmasi sonucu, suslarin 19’nunda (%22.9) CTX-M pozitifligi ve bu suslarinda

tamaminin grup-1’e ait oldugu tesbit edildi.

Edelstein ve ark. 28 Rus hastanesinden izole ettikleri 904 susu (494 E.coli ve
410 K.pneumoniae) GSBL iiretimi agisindan incelemislerdir. E.coli’de piperasilin+
tazobaktam direnci %29.5, K.pneumoniae’de %45 amoksisilin+klavulanik asit
direnci ise E.coli’de %84.9, K.pneumoniae’de %81.0 oldugu bildirilmistir. CTX-M
tireticileri arasinda amoksisilin+klavulanik asite orta veya yiiksek seviyede direng
(E.coli’de %96.4, K.pneumoniae’de %90.8) CTX-M dis1 suslardan (E.coli’de %80.0,
K.pneumoniae’de %75.8) daha yaygin bulunmustur. CTX-M dis1i GSBL iireticileri
arasinda piperasilin+tazobaktama direng (E.coli’de %36.0, K.pneumoniae’de %48.4)
CTX-M iireticilerinden (E.coli’de %17.9, K.pneumoniae’de %37.9) daha az siklikta
bulunmustur. CTX-M (+) suslara karsi piperasilin+tazobaktamin daha iyi aktivite
gostermesinin, CTX-M enzimlerinin tazobaktam ile klavulanattan daha iyi inhibe
edilmesi gercegi ile izah edilebilecegi belirtilmistir. Hem E.coli, hem de
K.pneumoniae’nin GSBL(+) suslar1 arasinda aminoglikozid ve siprofloksasine direng
gozlendigi belirtilmistir. E.coli’nin %80.8’1, K.pneumoniae’nin %85.1°1 gentamisine
direncli bulunmustur. CTX-M olusturan suslarin diren¢ oranlari, diger GSBL
tiplerini tagiyanlara oranla yaklasik %15.0 daha yiiksek bulunmustur (109).

Calismamizda, CTX-M pozitif suslarin siprofloksasin, amikasin, gentamisin,
tobramisin, SXT ve AMC’a diren¢ oranlari, CTX-M dis1 beta-laktamaza sahip
suslardan daha yiiksek bulunmustur (Tablo-19). Antibiyotik diren¢ oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). TZP’e: CTX-M
pozitif suslarda %63.2, CTX-M negatif suslarda %16.8 (p=0.04), netilmisine: CTX-
M pozitif suslarda %89.5, CTX-M negatif suslarda %54.4 direng tesbit edilmistir
(p=0.005). Her iki antibiyotik i¢in aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (Tablo-19).
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Dokuz Eyliil Universitesi’nde yapilan bir calismada, ii¢ aylik bir siirede izole
edilen 14 GSBL (+) E.coli susunun tamaminda PCR ile CTX-M genleri saptanmustur.
ERIC-2 primeri kulanilarak yapilan RAPD-PCR ile suslar arasinda yedi ayr1 patern
saptanmustir (107).

Arpin ve ark. 1999 yilinda Fransa’daki sekiz laboratuvarda izole edilen toplam
2599 Enterobacteriaceae ailesi susundan 39’unun (%1.5) genislemis spektrumlu
beta-laktamaz iirettigini bulmuslardir. Bu suslardan sekizinin K.prneumoniae, altisinin
E.coli oldugu belirtilmis ve yedi farkli GSBL karakterize edilmistir. Suslar ERIC-2
primeri  kullanilarak RAPD-PCR ile tiplendirilmistir.  E.coli  suslarinin
antibiyotiplendirme ve molekiiler tiplendirmeye gore birbirinden farkli oldugu
goriilmiistiir. K.pneumoniae suglarinin da ikisi hari¢ farkli oldugu, bu iki susun da

Kp2 profili gosteren ayni hastadan izole edildigi bulunmustur (110).

Bu calismada Enterobacteriaceae ailesine 6zgii bir primer olan ERIC-1 ve
ERIC-2 primeri ile yapilan RAPD-PCR deneyleri sonucunda suglar elde edilen bant
benzerliklerine gore gruplandirilmistir. Buna gore K.pneumoniae suslar1 arasinda en
sik rastlanan grubun Kp 3 (n=3), Kp 4 (n=3) ve Kp 5 (n=3) oldugu saptand:.
K.pneumoniae suslar1 arasinda grup Kp 3, Kp 4 ve Kp 5’e ait suslarin ayni1 bant
sayisina sahip olmalar1 nedeniyle epidemiyolojik olarak iliskili suslar oldugu, grup
Kp 6a ve 6b’nin ise iki bant farkliligi olmasi sebebiyle yakin iliskili suslar
olabilecegi bu suslarin disindaki suslarin ise birbiriyle iligkisiz suglar oldugu

diisiiniildii (Tablo-20).

GSBL’lar, 1980’11 yillardan beri antibiyotik kullaniminin yarattig1 secici baski
sonucu ortaya c¢ikmig, sayr ve cesit yoniinden artarak tiim diinyada Ozellikle
hastanelerde ©6nemli bir sorun haline gelmistir. Bu enzimleri iireten
mikroorganizmalarim oksimino sefalosporinlere ve diger bazi antibiyotiklere direngli

olmasi, tedavide kullanilabilecek antibiyotiklerin sayisini kisitlamaktadir.
GSBL prevalansi, o6zellikle genislemis spektrumlu sefalosporinlerin klinik

kullanima girme zamani ve yaygm kullanimu ile iligkili oldugu i¢in GSBL iireten sus

sayisi, lilkeden iilkeye, sehirden sehire, hastaneden hastaneye, hatta ayni hastanenin
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farkli servisleri arasinda degisim gostermektedir. CTX-M enzimlerinin artiginda,
toplum ve hastane kokenli suglarda sefotaksim ve seftriaksonun yaygin kullanimmin

rol oynadig diisiiniilmektedir (29,30,47).

Hastane ortamimin kendisi ve bu ortamda yapilan girisimler GSBL iireten
suslarin yayilimi i¢in kaynak olusturmaktadir. Bu yayilimi Onlemek icin hastane
infeksiyon kontrol tedbirlerine titizlikle uyulmasi, diren¢li suslarmm daha sik izole
edildigi ve kronik hastalarin takip edildigi kliniklerde ve yogun bakim iinitelerinde,
ameliyathane ve pansuman odalar1 gibi invaziv girisimlerin yapildig1 birimlerde
sterilizasyon ve dezenfeksiyon kurallarina uyulmasi, hasta ile temas eden hastane
personelinin el yikayarak direnci yaymaktan kag¢inmasi gerekmektedir. GSBL
tretimini Onlemek icin de her seyden Once hastanede yatan hastalara dogru
endikasyonda antibiyotik kullanilmasi i¢in biiyiik bir titizlik gosterilmesi, ozellikle
uzun siireli takip edilen kronik hastalarda infeksiyon ve kolonizasyon ayrimi iyi
yapilarak antibiyoterapiye karar verilmesi, uygunsuz ve gereksiz antibiyotik
kullanimindan kag¢milmasi gerekmektedir. GSBL olusturan suslarm genellikle
hastane infeksiyonlar1 epidemileri géz oniinde bulundurularak, GSBL iireten suslarin

saptanmasi halinde gerekli epidemiyolojik ¢alismalar baglatilmalidir.

Sonu¢ olarak, tedavisi pahali ve giic hastane infeksiyonlarina neden
olduklarindan K.pneumoniae suslarinda GSBL iiretim oranlarinin siirekli izlenmesi,
yayilimlarinin dnlenmesi i¢in genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin dikkatli
kullanilmasi, kolonize veya infekte hastalarin izolasyonu, risk altindaki hastane

boliimlerinde dikkatli ve ayrintili siirveyans ¢aligmalarinin yapilmasi gereklidir.

Calismamizda, K.pneumoniae suslarinin 19’unda, PCR yontemiyle enzim ailesi
ve grubu tanmimlanmis olup, bir sonraki asamada alt tiplerinin belirlenmesinde
niikleotid dizi analizinin yapilmas1 gerekmektedir. Bu yontemle, farkli enzim

tiplerinin ve mutasyonlarinin saptanmas1 miimkiin olabilecektir.
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SONUCLAR

I- Ocak 2006 — Aralik 2006 tarihleri arasinda polikliniklerden ve yatan hastalarin
cesitli klinik Orneklerinden izole edilen toplam 217 Klebsiella pneumoniae susu

calismaya alindu.

2- Suslarin 58’1 (%?26.7) c¢ocuk hastaliklar1 servisinden, 51’1 (%?23.5) yogun
bakimdan, 39’u (%18.0) cerrahi bilimlerden, 29’u (%13.4) dahili bilimlerden, 24’
(%11.1) ¢ocuk acilden, 9’u (%4.1) cocuk cerrahisinden, 7’si (%3.2) acil servisden

gonderilen 6rneklerden izole edildi.

3- Suslarin 152°si (%70.0) idrar 20’si (%9.2) balgam, 14’4 (%6.5) yara yeri
stiriintiisli, 13’1 (%6.0) kan, 9’u (%4.1) trakeal aspirat sivisi, 3’ (%1.4) BOS, 3’

(%1.4) gobek siirtintiisii, 3’1 (%1.4) goz siirlintiisii kiiltiirlerinden izole edildi.

4- K.pneumoniae suslarinda; sefolotin’e %64.5, tobramisin’e %61.3, AMC’ye %59,
sefuroksim’e %52.1, sefaperazon’a %48.8, sefotaksim’e %48.4, aztreonam’a % 47.5,
seftriakson’a %46.1, seftizoksim’e %41.5, trimetoprim-siilfometaksozol’e %34.6,
netilmisin’e %30.9, amikasin’e %12.4, ciprofloksasin’e %]11.5 oraninda direng

saptandi. Tiim suslar i¢cinde imipenem’e direng tesbit edilmedi.

5- Suslarin 128’1 (%59) yatan hastalardan, 89’u (%41.0) poliklinik, 88’1 (%40.6)
erkek, 129°u (%59.4) kadin hastalardan izole edildi.

6- Bir yillik siire¢ icinde izole edilen K.pneumoniae suslarinda c¢ift disk sinerji
yontemi ile 87 ( % 40.1) susta GSBL tesbit edildi. CDST‘inde diskler aras1 mesafe
20 mm’ye indirildiginde 9 susda daha GSBL pozitifligi gosterildi. CT/CTL E-test
yontemi ile 86 (%39.6) susta GSBL tesbit edildi. GSBL tesbitinde, CDST ile E-Test

metodu arasinda, kappa analizi ile %99 uyum saptand:.

7- GSBL pozitifligi en fazla yogun bakimdan (%37.9) ve cocuk hastaliklari
servisinden (%29.9) gonderilen orneklerde tesbit edildi. Yogun bakim Orneklerinin

27’s1 (%81.8) yenidogan yogun bakimdan, 6’s1 (%18.2) anestezi yogun bakimdan
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izole edildi.

8- GSBL pozitif orneklerin %67.8’1 idrar, %10.3’ii kan, %6.9’u trakeal aspirat,
%35.7’s1 balgam, %3.4’1i BOS, %3.4’ii yara yeri siiriintiisii, %2.3’ii goz kiiltiirlerinden

izole edildi.

9- GSBL pozitifligi yatan hastalarin %87.4’den, poliklinik hastalarinin %12.6’sindan
izole edildi. GSBL’m yatan hastalardaki siklig istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.001). GSBL pozitif suslarn 34 ‘i (%39.1) erkek, 53’ii (%60.9) kadin
hastalardan izole edilmistir. Istatistiksel olarak aradaki fark anlamli bulunmadi

(p >0.05).

10- GSBL olusturan biitiin suslarin imipeneme duyarli oldugu tesbit edildi. Etkili
diger antibiyotiklerin ise sirasiyla siprofloksasilin (%81.6), amikasin (%74.7), TZP
(%57.5) ve sefoksitin (% 54.0) oldugu goriildii. GSBL olusturan ve olusturmayan
K.pneumoniae suslarinin netilmisin, amikasin, siprofloksasin, AMC, tobramisin,
TZP, gentamisin ve sefoksitin diren¢ oranlar1 arasimndaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.001). GSBL olusturan ve olusturmayan K.pneumoniae
suslarinda SXT direng oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0.084).

11- GSBL tesbit edilen 87 susda PCR ile CTX-M universal arastirildi. 19 susda
(%22.9) pozitif olarak bulundu.

12- CTX-M universal primerleri ile pozitif bulunan 19 susa, sirasiyla grup-1, grup-2,
grup-3 ve grup-4 primerleriyle PCR uygulandiginda; suslarin tamaminin grup-1’e ait

oldugu tesbit edildi.
13- CTX-M Grup-1 pozitif 19 susun 8’1 (%42.1) Cocuk yogun bakimdan, 5 ‘i
(%26.3) cocuk hastaliklar1 servisinden, 3’li (%15.8) anestezi yogun bakimdan, 1’er

(%5.3) tanede cerrahi bilimler, cocuk acil ve ¢ocuk cerrahi servisinden izole edildi.

14- CTX-M Grup-1 pozitif 19 susun 11’1 (%57.9) idrar, 3’4 (%15.8) kan, 3’1
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(%15.8) trakeal aspirat sivisindan, 1’1 (%5.3) balgam ve 1’1 (%5.3) yara yeri

suriintiisii Orneklerinden izole edildi.

15- CTX-M Grup-1 pozitif 19 susun en fazla AMC‘a (%94.7) ve netilmisine (%89.5)
direncli oldugu goriildii. Imipeneme diren¢ gozlenmezken, en az direnc
siprofloksasinde (% 26.3) tesbit edildi. CTX-M negatif suslarda en fazla AMC‘da
(%80.9) ve tobramisinde (%72.1), en az direng siprofloksasinde (%16.2) tesbit edildi.
TZP’e CTX-M negatif suslarda %16.8, CTX-M pozitif suslarda % 63.2 direng tesbit
edildi. CTX-M pozitif ve negatif suslar arasinda siprofloksasin, amikasin,
gentamisin, tobramisin ve SXT’de istatistiksel olarak anlamli fark tesbit edilmedi
(p>0.05). CTX-M pozitif ve negatif suslar arasinda TZP ve netilmisin direncinde
istatistiksel olarak anlamli fark tesbit edildi (p<0.05).

16- Enterobacteriaceae ailesine 6zgii bir primer olan ERIC-1 ve ERIC-2 primeri ile
yapilan RAPD-PCR sonucunda, 19 K.pneumoniae suslarinin agaroz jelde goriilen
bantlarma gore 11 ayr1 grup tesbit edildi. En sik rastlanan grubun Kp 3 (n=3), Kp 4
(n=3) ve Kp 5 (n=3) oldugu saptandu.
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OZET

Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) iiretimi, 1980’li yillardan beri
genis spektrumlu sefalosporinlerin gram negatif bakterilerin sebep oldugu
infeksiyonlarda yaygin bicimde kullanimi sonucu ortaya cikmis, sayr ve cesit
yoniinden hizla artarak tiim diinyada 6zellikle hastanelerde 6nemli bir sorun haline

gelmistir.

Bu calismada, Pamukkale Universitesi Arastrma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji laboratuvarma gonderilen, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 217
Klebsiella pneumoniae susunda GSBL varlig1 arastirildi. GSBL tretimi, ¢ift disk
sinerji testi ve E-test yontemi ile degerlendirildi. GSBL pozitif suslarda PCR ile
CTX-M genleri ve CTX-M pozitif tesbit edilenlerde CTX-M grubu arastirildi.

Klebsiella pneumoniae suslarmm 87’sinde (%40.1) GSBL bulunmustur. ki
yontemin tutarhilik analizlerinde ise istatistiksel olarak birbirleriyle uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Antibiyotik duyarlilik deneyleri CLST’e gore disk difiizyon yontemi ile
yapilmustir. Imipeneme direncli sus bulunmamustir. Imipenemden sonra en etkili
antibiyotigin ciprofloksasin (%81.6) ve amikasin (%74.7) oldugu bulunmustur.
GSBL iireten izolatlarin diren¢ oranlari, GSBL iiretmeyenlere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). CTX-M genlerine
spesifik primerler kullanilarak PCR yapilmistir. 19 susun (% 22.9) CTX-M grup-1
tasidigr bulunmustur. RAPD-PCR ile Klebsiella pneumoniae suslarinda 11 grup

belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, GSBL tespitinde, rutin antibiyogramlarda disk dizilimleri
degistirilerek uygulanan CDST, wucuz ve giivenilir bir yOntem olarak
degerlendirilmistir. Hastane infeksiyonlar1 ile etkili bir miicadele i¢in, GSBL
sitkliginin arastirilmasi1 ve klinisyenlerin dogru antibiyotige yOnlendirilmesi en

onemli onlemlerden biri olacaktir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Gram negatif basil, GSBL iiretimi,
K.pneumoniae, PCR, RAPD-PCR
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SUMMARY

Production of Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBL) have been existed
due to frequent usage of the “extended spectrum” cephalosporins at the infections
caused by gram negative bacteria, count and types of ESBL increased all over the

world and became an important problem.

The existence of the ESBL has been investigated in 217 Klebsiella pneumoniae
strains isolated from different clinical specimens sent from Research and Training of
Pamukkale University. The existence of the ESBL has been investigated by double
disk synergy test and E-test. By using PCR methods CTX-M genes were investigated
in the ESBL positive strains. After determining CTX-M genes, CTX-M groupl

primers were studied.

The presence of ESBL has been observed at 87 (40.1%) of the Klebsiella
pneumoniae strains. Two methods were statistically consistent. Antimicrobial
susceptibility tests were performed by disc diffusion method described in CLSI
guide. According to antimicrobial susceptibility test results, resistance to imipenem
was not detected. Except imipenem, ciprofloksasin (81.6 %) and amikacin (74.7 %)
was the most effective antibiotic against to the strains. Furthermore, ESBL positive
strains were found resistant to antibiotics than ESBL negative strains (p<0.005). A
polimerase chain reaction (PCR) was performed by spesific primers for the CTX-M
genes. Among the 87 isolates, rates of CTX-M beta lactamases were found 22.9 %.

Eleven groups for K.pneumoniae were seperated with by RAPD-PCR.
As a result, for ESBL detection; double disc synergy test is simple and
sensitive. In the measure of the hospital diseases it is important to investigation the

frequency of ESBL and guide clinicians to the correct antibiotics.

Key words: Antibiotic resistance, Gram negative rod, ESBL production,

K.pneumoniae, PCR, RAPD-PCR
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