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G Irig

Antibiyotiklerin taipta kullanim alanina girmesinden
sonra bakterilerde goriilen direng geligimi,daims yeni an-
timikrobiklerin geligtirilmesini gerektiren bir sorun ol-
mugtur (1,37).

Antibiyotiklere kargi direng ilk defa 1940 yilinda
Abraham ve Chain tarafindan Escherichis coli'de penisili-
ni yikan bir enzimin varliginin gosterilmesi ile ortaya
konmugtur.Deha sonra Kirby,1944 yilinda stafilokoklarin
penipilini yikan bir ekstrakti oldugunu gosterdi (37).
1950'1i yillarda,Japonya'da bir Shigella ktkeninde strep-
tomisin, tetrasiklin ve sulfonamidlere direncin gdsteril-
mesl ile goklu direng¢ olayi gilindeme geldi.Bundan sonra,
diren¢ olayinin kromozom digi vektorler araciligi ile bir
bakteriden digferine aktarilabildigi gosterildi (28).I1k
defa Escherichia coli‘'de gosterilen,penisilinlere diren-
ci sagZlayan TEM~1 beta-laktamazinin,diger Enterobacterig-
cea iliyelerinden sonra 1974 yilinda Haemophilus influenzae
da (57),1976 yilinda Neisseria gonorrhoeae'de ve 1983 yi-
linda Neisseris meningitidis'de (16) gosterilmesi bunun

acik bir Ornegini vermektedir.

Antibiyotiklerin diinya lizerinde yaygin olarak kulla-
nimn da,duyarli bakterilerin eliminasyonu ile direncgli

bakterilerin prevalansini arttirmaktadir (34).Antibiyotik

-



cagindan Once hastane infeksiyonu etkeni olarak en sik be-
ta~-hemolitik streptokoklar goriilmekte iken,buglin Staphylo-
coccus aureus,Escherichia coli,Klebgiella pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa gibli direncgli bakteriler etken ol-
maktadir (29,52).A81r hastalifar olan,invaziv girigimler uy-
gulanan,immiin yaniti zayif hastalarda bu direngli bakteri-
lerle olugan infeksiyonlar bilyilk bir risk olugturmaktadir,
Uygun antibiyotik tedavisinin hayat kurtarici oldugu boyle
hastalarda,etkenin duyarli oldugu antibiyotigl segebilmek

her zaman sorun olmaktsdir (1),

Bets-laktam grubu antibiyotikler agiri duyarlilik re-
aksiyonlari diginda Snemli bir yan etkilerinin olmamasi ne-
deniyle giinlimiizde en si1k kullanilan antimikrobial ajanlar-
dir (1).Fakat bu grup antibiyotiklere kargi geligen direng
uygulamsda Snemli bir sorun olugturmaktadir.Beta-laktam
grubu antibiyotiklere diren¢ geligiminde baglica lic meka-
nigzma rol oynamaktadir (28,34,37,59),

1.Enzimatik Inaktivasyon: En belirgin olarak beta-lgk-
tamazlarla gdzlenmektedir.Acyclase,esterase ve dehydropep-
tidase gibi enzimler de daha dliglik diizeyde ve daha zayif

inaktivasyona neden olmaktadirlar (50).

2.Hedef Enzimde Degigiklik: Beta~laktam grubu antibi-
yotiklerin bakteriye etki edebilmesi igin stoplazmik memb-
ran iizerinde yer alan ve bakteride peptidoglikan sentezini

yoneten enzimler olan Penisilin Baglayan Protein (PBP)'le-



re baflanmasi gerekmektedir.Bu enzimlerin sfinitesinde olan
degigiklik antibiyotik molekiiliiniin baglanmasini 8nleyerek
dirence neden olmaktadir.Staphylococcus aureus'da goriilen

metisilin direnci bu mekanizma ile olugmaktadir.

3.Hiicre Duvarindan Antibiyotik Molekiiliinlin Gegiginin
Onlenmesi: Bakteri hiicre duvarindaki porus yapilarinin sa-
yisindaki azalma antibiyotik molekiiliiniin hiicre igerisine
girmesini ve PBP'lere baglanmasini engeller.Bu mekanizma,
Gram olumsuz bakterilerde penisilinaza diren¢li penisilinle-

re kargsi geligen direncgte etkindir (1).

Bu ii¢ direng mekanizmasindan en si1k gtriileni beta-lak-

tamaz enzimleri ile antibiyotik molekiiliiniin inaktivasyonu-

dur (2).

Bu caligmada,hastanemizde gegitli Orneklerden poyutla-
nan Epcherichia coli,Klebsiella pneumonise ve Pseudomonas
aeruginosa kokenlerinde beta-laktamaz aktivitesi aragfiral-

mig ve bolgemizdeki sikligi hakkinda fikir edinilmeye g¢gsli-

gilmigtar.



GENEL BILGILER

BETA - LAKTAMAZLAR

Tanimi: Beta-laktamazlar,beta-laktam halkasindaki sik-
1ik amid bagini hidrolize ederek beta-~laktam grubu antibi-
yotikleri inaktive eden enzimlerdir.Bu hidrolizssyon ile
penipilinler penisiloik aside,sefalosporinler sefalosporoik
aside parcgalanirlar.Olugan bu {iiriinlerin antimikrobik akti-
V1teler1 yoktur (2,24,28, 34 39, 59)($ek11 1.
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Sekil 1: Penisilin ve sefalosporin molekiillerinin beta-~lak-
tamazlar ile hidrolizasyonu (Kaynak 37'den alin-

mistir).



Sentezlenmesi: Beta laktamazlarin sentezlenmesi kro-

mozomal genler veya plasmidler araciligiyla,bakteri ribo-

zomlarinda olmaktadir (38).

Kromozomal enzimler; hemen hemen tiim bakterilerde bu-
lunmakla birlikte genellikle az miktarda sentezlenirler (34).
Bazi bakteriler ise yapisal olarak fazla miktarlarda kromo-
zomal beta-laktamaz iiretebilmektedirler (39).Kromozomal be-
ta-laktamazlarin diger biiyiik gogunlufunun sentezi,indiikle-
nebilir Ozellik gtstermektedir.Bazi beta-laktam bilegikle~
ri ve hiicre duvar komponentlerinin etkisiyle enzim sentezi
lizerindeki baskilayici gen etkisl kalkmakta ve olugsan beta-
laktamez miktari normalin 500 katina ulagabilmektedir (37,
49).

Plasmid aracilikli beta-laktamazlar tiim Gram olumsuz
bakterilerde yapisal olarak sentezlenirler.Staphylocooccus
aureus'da ise indilklenebilir ©zelliktedirler (2).Plasmid
araciligiyla sentezlenen enzim miktari kromozomal enzimler-
den daha fazladir.Ancak sentezlenen enzim miktari plasmide
bagimli degildir.Genetik galigmalar ile bakterilerde,bu en-
zimlerin sentezinl diizenleyen li¢ regiilatdr gen gosterilmig-
tir (39).

Bakterilerdeki ILokalizasyonu: Beta-laktamazlar sentez-

lendikten sonra stoplazmik membrana cegitli derecelerde
bafli olarak bulunurlar.Bu baglanma derecesi enzimin salin-

ma aktivitesini etkiler (1).Gram olumlu bakterilerde bag-



lanma gok zayiftir.Bu nedenle sentezlendikten hemen sonrs
dig ortama salgilanirlar,yani bir ekzoenzim yapisindadir-
lar (39).Gram olumsuz bakterilerde ime beta-laktamazlar pe-
riplazmik aralikta lokalize olmuglardir (14).

Gram olumlu ve olumsuz bakterilerde,hiicre duvari yapi-
sinin ve beta-laktamaz lokalizasyonlarinin farkli olmasig
beta-laktam grubu antibiyotiklerle olan iligkilerinde de
farkliliga yol agmaktadir (39).

Gram olumlu bakterilerde hiicre duvari esas olarak ka-
lan bir peptidoglikan katmanindan olugmugtur,bir dis memb-
ran igermez.Bu nedenle eger dig ortamds bakteri tarafindan
salgilanmig beta-laktamazlar yok ise antibiyotik molekiilii,
peptidoglikan katmanini kolaylikls gegerek PBP'lere ulaga-
bilmektedir (Sekil 2).
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Stoplazmik Membran

Sekil 2: Gram olumlu bakterilerde hiicre duvari yapisi (Kay—-
nak 38'den alinmigtir).



Gram olumsuz bakterilerde ise peptidoglikan katmani
incedirs;dig kisminda lipopolisakkarit wve fosfolipidlerden
olugmug bir dig membran vardir.Bu dig membran iizerinde
"porus" adi verilen kanal yapilari bulunur.Dig membran,hid-
rofobik bir bariyer olugturarak bakteriyi beta-laktam anti-
biyotiklerden korur ve ancak ¢ok az bir kisminin porus®lar-
dan igeriye girmesine izin verir.igeriye giren antibiyotik
molekiilleri ise PBP'lere ulagamadan periplazmik araliktaki
beta-laktamazlarca inaktive edilir (38,39).Bu durumda anti-
biyotigin periplazmik araliga difiizyon hizi ve bakteri ta-
rafindan olugturulan beta-laktamaz miktari inhibisyonun de-
recesini belirlemektedir (33).Sekil 3,Gram olumsuz bakteri-
lerde hiicre duvari yapisini ve beta-laktamazlarin lokali-

zasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3: Gram olumsuz bakterilerde hiicre duvari yapisi
(Kaynak 38'den alinmigtir).



Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi: Beta-laktamsz-

lar substrat ve inhibitor profillerine,izoelektrik noktala-
rina,molekiil agarliklarina,genetik Ozelliklerine ve amino-
asit sekanslarina gore cegitli gekillerde siniflanmiglar-

dir (28,38,56).

1973 yilinda Richmond ve Sykes tarafindan yapilan si-
niflamada; substraet ve inhibitor profillerine,izoelektrik
noktalarina ve molekiil agirliklarina gore 5 sinif beta-lak-

tamaz tanimlanm.gtir (28,37,39,56).

1976 yilinda Sykes ve Matthew bu siniflamada genetik
orijini de gz Oniine slarak bir modifikasyon yapmiglardir.
Buna gire kromozomal ve plasmid aracilikli beta-laktamaz-
lar olmak iizere iki ana sinif olugmakta,her sinif ise ken-
di igerisinde substrat profillerine gtre lig alt sinifes ay-
rilmaktadir (28,50,56).

1980 yilinda Ambler tarafindan yapilen,1981'de Jaurin
ve Grundstrom tarsfindan geligtirilen bir bagka siniflams-

da beta-laktamazlar,aktif bdlgelerinin aminoasit sekansla-

rina gbre iic sinifa ayrilmiglardir (38,56).

Tablo 1 bu siniflamslari birarada gtstermektedir,
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Gram Olumsuz Bakterilerde Beta-Laktamazlar:

A.Kromozomal Beta-Laktamazlar: Bu gruptaki enzimlerin
cogu Richmond - Sykes siniflamasindaki Sinif I'de yer alir-

lar.lki gruba ayrilirlar;

1.Indiiklenebilir Kromozomal Beta-Laktamazlar:Bu en-
zimlerin izoelektrik odaklama ydntemi ile cins,tir ve alt-
tiirlere spesgifik olduklariy gtsterilmigtir (31,32).0ncelik-
le pefalosporinaz aktivitesi gosterirler (56).Enzim sente-
zi sefoksitin ve imipenem ile yiliksek derecede indiiklepnir
(5,30,36). Karbenisilin ve klavulanik asitin de daha zayif
indiikleyici etkisi vardir (36,44,49). Tiim Pseudomonas aeru-
ginosa ve Enterobacter tilirlerinde indiiklenebilir beta-lak-
tamazlar gosterilmistir.Escherichia coli kokenlerinde ise

nadiren gdriilmektedirler (39).

2.Yapisal Kromozomal Beta-Laktamazlar:Escherichis
coli,Shigella ve Bacteroides fiirlerinde hemen hemen tiim
kokenlerde az miktarda sentezlenirler.Oncelikle sefalo-
sporinaz aktivitesine sehiptirler.Klebsiellalarda ipe ge-

nig spektrumlu beta-laktamazlar,yapisal olarak sentezlen-

10

mektedir (39,56).Enterobacter tiirlerinde ve bazi Escherichis

coli mutantlarinda yapisal kromozomal enzim sentezinin gok
artmis oldugu gdsterilmigtir (11).
B.Plasmid Aracilikli Beta-Laktamazlar: I1k defa

Egcherichia coli'de gosterilen TEM beta-laktamazindan son-

ra glinlimiizde 30'dan fazla plazmid aracilikli beta-laktamaz
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tanimlanmigtir.Dort ana gruba ayrilarak incelenirler (3,33,

34,39,56).
1.TEM Tipi Beta-Laktamazlar: Iki gruba ayrilirlar;

la.Penisilinazlar: TEM-~1,TEM-2,SHV-1,HMS-1,TLE-1,
LCR-1,ROB-1,0HIO~1,BRO-1 bu grupta yer alir.TEM-1,hemen he-
men tiim bakterilerde en si1k gdrillen,dilnya ilizerinde en sik
saptanan beta-laktamazdir.Bir transpozon tarafindan kod-

lanmaktadir.

1b.Genig Spektrumlu Olanlar: Uciincii jenerasyon
sefalosporinleri de hidrolize edebilirler .TEM-3,4,5,6,7,
SHV-2,3 bu gruptadir.SHV-2 en sik Klebsiella pneumoniae

kokenlerinde saptanmigtar (10).

2.,0XA Tipi Beta-Laktamazlar: Metisilin ve isoxazolyl
penisilinleri hidrolize ederler.0XA-1,2,3,4,5,6,7 bu grubu
olugturur.Bu enzimlerl kodlayan plasmidin transfer kapasi-
tesi kasitlidir.Bu nedenle TEM enzimleri ksdar sik goriil-
memektedirler.Fakat son zamanlarda transpozonlar iizerinde
de bulunduklari gosterilmis ve daha sik saptanmaya bagla-
miglardir (39).0XA-1,Escherichia coli'de TEM-1'den sonra

en sik saptanan beta-laktamazdir (34).

3.CARB Tipi Beta-Laktamazlars Karbenisilin,tikarsi-
lin,piperasilin ve sefoperazonu hidrolize ederler.CARB-1
(PSE-4) ,CARB-2 (PSE-1),CARB-3,CARB-4,PSE-3,AER-1,SAR-1 en-
zimleri bu grupta yer alir.Siklikla Pseudomonas tilirlerinde

gosterilmiglerse de Enterobacteriacea iiyeleri arasinda ya-



iz2

yi1lmaktadirlar.CARB-2 Pseudomonas seruginosa'da en sik sap-

tanan beta-laktamazdir (34).

4.,Digerleri: CEP-2,NPS-1 ve Bacteroides fragilis'in
gefoksitinl hidrolize eden enzimi bu gruptadir.Nadir ola-
rak goriiliirler,sefalosporinaz aktivitesi gosterirler (56).

" Beta-Laktamazlarin Septanmasl: Beta-laktamazlarin sap-

tanmasi,bir duyarlilik testi olmamasina ragmen birgok bak-
terinin, zellikle Haemophilus influenzae ve Neisseria go-
norrhoeae’nin mikrobiyolojik tanimlanmesinda Onemli birp
komponenttir (7,21).Bugiin,geligtirilen gegitli hazli test
yontemleriyle beta-laktamazlarin,bakteri kiiltiirlerinde,

BOS gibi wiicut sivilarinda,brong sekresyonlarinda ve kan
kiil tiirii supernatantinda gosterilmesi miimkiin olmaktadair (18,
48,50) .Bu sayede genellikle 18-24 saatte sonuglanacak an-
tibiyotik duyarlilik testlerinden gok tnce tedavinin ydn-
lendirilmepi miimkiin olabilmektedir (7,21,50).

Beta-laktamazlarin saptanmasinda kalitatif ve kanti-

tatif yontemlerden yararlanilabilir (39).
A.Kalitatif Yontemler;

1.Biyolojik Yontemler: Cegitli mikrobiyolojik ytn-
temler kullanarak antibakteriyel aktivitenin kaybedildigi-
nin gosterilmesidir.Penisilinler veys sefalosporinler kul-
lanilabilir.

2.Apsidometrik Y®ntemler: Beta-laktam halkasinin
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hidrolizi ile olugan asidik iiriinlerin yaptigxr pH degisgik-
liginin gtsterilmesi epasina dayanirlsr.Sefalosporinlerin
hidrolizi ile olugan sefalosporoik asitin stabil bir mole-
kil olmamasi ve bir seri yikim reaksiyonuna girmesi nede~
niyle,sefalosporinler bu test icin uygun bir substrat de-
gildir (50).Penisilinlerin hidrolizi ile egdeger miktards
penipiloik asit olugmakta ve fenol kirmizisi veya bromkre-
zol moru indikatdr olarak kullanilarak pH diigmesi gtsteril-
mektedir (46,47,54).

3.lodometrik Yontemler: Penipilinlerin hidrolizi ile
olugan bilegigin iodini rediiksiyonu esasina dayanirlar.Ko-
yu mavi-mor renkteki nigasta-iodin ¢Gzeltisi,iodinin iodide

indirgenmesi ile rengini yitirir (22,23,40,43).

4,Ultraviole Iginlara Altinda Spektrum Degigikligi:
Ampisilin ve sefaleksinin hidrolizi ile olugan son iiriinle-
rin ultraviole lambasi altinds fluoresans vermesi en ¢ok
kullanilan testlerdendir.Ayrica bu test ile antibiyotik
molekiiliiniin,acyclase’lar ile olan inaktivasyonu,beta-lak-

tamaz hidrolizasyonundan ayrilabilmektedir (12).

5.Kromojenik Sefalosporin Yontemis Kromojenik sefa-
losporinlerin hidroliziyle molekiilde olugan elektron degi-
gikligi,renk degigiklifine yol agmaktadir.Bu amagla kullani-
lan nitrocefin sari renkten kirmiziya,PADAC ise mor renkten
sariya doniigmektedir (25,35,41).Kromojenik sefalosporin ydn-

temi ile anaerob bakterilerde de beta-laktamazlar gtsterile-
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bilmektedir (8).

Gram olumlu bakterilerde beta-laktamazlar ekstrasellii-
ler olduklari ig¢gin bu yontemlerden biri ile saptaﬁabilir-
ler.Gram olumsuz enterik bakterilerde ise uygun yontemlerin
secilmesi gerekir (39).Enterobacter ve Pseudomonas tiirle-
rinde ise ek olarak indlikleme testlerine de gerek duyula-
bilir (49,55).

B.Kantitatif Yontemler: Qegitli fiziksel ve biyokim-
yasal yontemlerle hidrolize edilen substrat miktarimin ve-
ya hidroliz sonucu olugan liriinlerin 8lglilmesidir.lodomet-
rik yontem,asidometrik yontem,manometrik yontem,spektro-
fotometrik yontem veya kromojenik sefalosporin ydntemleri

uygulanabilir (12,39,41,45).

Beta-laktamaz aktivitesinin kantitatif ifadesi ig¢in
sabit bir inite tarif edilmigtir.Buna gbre; bir beta-lak-
tamaz dnitesi,bir molekiil benzil penisilini 30°C ve 7.0
pH'da,bir saatte hidrolize eden enzim miktaridir.Beta-lak-
tamaz testlerinde reaksiyonun standart olarsk bu kogullar
gltinda yapilamamapi nedeniyle aktivitenin iinite olarak

belirlenmesi her zaman miimkiin olamamaktadir (39).



GEREG v e YONTEM

Caligmada ¢egitli Orneklerden soyutlanan,penisiline
direngli 100 Escherichia coli,80 Klebsiella pneumoniase ve
120 Pseudomonas aeruginoss kdkeni incelendi.Bakterilerin
penisiline kargi duyarliliklari disk diflizyon ydntemiyle
belirlendi (50).

Beta-Laktamaz Aktivitesinin Saptanmasi: Tilm kbkenler-

de li¢c ayri yontemle ¢aligildi.

1.Cift Disk Yontemi: Ampisiline duyarli,inhibisyon
zon c¢apl 37 mm. olan Staphylococcus gureus kSkeninin ve
test edilecek kokenlerin beyin-kalp infiizyon sivisinda
18 saatlik kiiltiirleri yapildir .70 mm. gaptaki petri plak-
larina dokiilmiis beyin-kalp infilizyon agar ylizeyine indikae-
tor koken olan Staphylococcus aureus kiiltiiriinden silglg
yardimi ile ylizey ekimi yapilda.Bir silire etiivde bekleti-
lerek yiizeyi kurutuldu.Plagin ortasina 10 pgr. ampisilin
igeren antibiyotik diski yerlegtirildi.Daha Unceden filtre
kagrdindan 6,5 mm. capta kesilerek,sterilize edilen kagit
diskler test edilecek bakteri kiltiiriine déldlrlldl,fazla
sivl btiip kenarinda sizdirildiktan sonra ampisilin diskin-
den 20 mm., uzakta olacak gekilde plaga yerlegtirildi.Her
plaga 4 ayri,bakteri igeren kagit diskler,ampisilin diski
etratina 4 yonde yerlegtirildi.Plaklar 37°C'lik etiivde

15
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48 paat inkiibe edildi.lnkiibasyon sonrasi beta-laktamaz sal-
gilayan bakterilerin bulundugu diskin gevresinde indikator
kokenin iiredi#i ve inhibisyon zonunun daraldigi gbzlendi

(20,26,39) (Resim 1).

Resim 1: Qift disk yontemi.Altta ve iistte beta-laktamaz
salgilayan,sagda ve solda beta-laktamaz salgila-
mayan kdkenler.

2 Asidometrik Yontem (Intralaktam): Uygun konsantras-
yonlarda benzil penisilin ve bromkrezol moru emdirilmisg
ka1t geritler (Mast Diagnostics Limited,Merseyside,UK)
temiz bir lam lizerine konarak pH 7.0 olan distile su ile
nemlendirildi.Test bakterisinin kanli jeloz besiyerindeki
18-24 saatlik kiiltiiriinden 6ze ile 3-4 koloni alinarak ka-
#1t gerit iizerine siirtildli.Pozitif kontrol olarak daha On-

ceden beta-laktemaz sslgrladigini diger testler ile papta-



digimiz bir stok kBken,negatif kontrol olarsk da Stsphylo-
coccus aureus ATCC 25923 kdkeni her gerit lizerinde ayra
bdlgelere siirtildii.O0lumlu sonuglar 10 dakika iqindé test
bakterisinin siiriildligi yerde olugan mor rengin,sariya do-
nligmesi ile deferlendirildi.Olumsuz kBkenlerde lamlar,igi-
ne i1slak filtre kagidi konmug petri kutularinda,37°C'11k
etiive konarak 20 dakika daha izlendi.Kagidin renginin yi-
ne mor olarak kalmasi olumsuz olarak deferlendirildi (46,

50) (Resim 2),

Resim 2: Intralaktam yontemi.Sagda beta-laktamaz salgila-
yan (sari),solda ise salgilamayan (mor) kdkenler.

17
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3.Kromojenik Sefalosporin Yontemi (Nitrocefin): Bir
ucuna nitrocefin emdirilmig kagit cubuklar (Oxoid Limited,
Basingstoke,Hampshire,UK),isaretli ucundan tutularak,test
bakterisinin kanli jeloz lizerindeki 18-24 saatlik koloni-
sine degdirildi.Hafif bir rotasyon hareketi ile cubuk ucu-
pa bir miktar bakteri alindi.GQubuklar ters cevrilmig petri
kapaklarindaki kondansasyon sivisi ile,bu yeterli degilse
bir iki damla distile su ile nemlendirildi.Olumlu sonuglar
5 dakika icinde g¢ubufun ucundaki sari rengin koyu pembe-
kirmiziya defigmesi ile deZerlendirildi.Renk degigimi ol-
mayan gubuklar 15 dakika daha izlendi,kullanilmamig cubuk-
lar ile karsilagtirilarak degerlendirildi (35,39,41,50)
(Resim 3).

Resim 3: Nitrocefin cubuk y®ntemi.Solda kullanilmamig cubuk,
ortada beta-laktamaz salgilamayan,sagda ise salgi-
layan (kirmizi) kokenler.
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Istatistiksel Inceleme: Uygulanan bets-laktamaz test-

leri arasindaki duyarlilik farki,Ege Universitesi Bilgisa-
yar Aragtirma ve Uygulama Merkezi'nde yapilan XE(Chi square)

analizi ile aragtiraldi.
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Beta-laktamaz salgilarini aragtirdigimiz 100 Escherichia
c0li,80 Klebsiella pneumoniae ve 120 Pseudomonas aeruginosa
ktkeninin elde edildigi ©rneklerin dagilimi ve ili¢ ayri test-

le verdikleri sonuglar Tablo 2,3 ve 4'te goriilmektedir.,

Lscherichia coli kokenlerinin 88'i (% 88) idrardan,
8'1 (% 8) siiriintii Srneklerinden,digerleri g¢egitli Ornekler-
den elde edilmig olup,63 kokende (% 63) beta-laktamaz akti-
vitesi en az bir yontemle gosterilmistir.37 kdkende (% 37)
ise her iic yontemle de beta-laktamaz aktivitesi saptanama-

migtir (Tablo 2).

Klebsiella pneumoniae kikenlerinin 35'i (% 43,8) id-
rardan,16's1 (% 20) siiriintli Srneklerinden,diferleri cegit-
1i orneklerden elde edilmigtir.Toplam 80 kokenden 58'inde
(% 72,5) beta-laktamaz aktivitesi en sz bir ytntemle gbste-

rilmis,22'sinde (% 27,5) ise saptanamamigtir (Tablo 3).

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin 49'u (% 40,8) id-
rardan,20'si (% 16,6) siirlintii drneklerinden,15'i (% 12,5)
kulak akintisindsn,15'i (% 12,5) transtrakeal aspirasyon
s1visl ve balgam Srneklerinden elde edilmigtir.Toplam 120
kdkenden 80'inde (% 66,7) beta-laktamaz aktivitesi saptan-
mis,40'1nda (% 33,3) ise beta-laktamaz varligl gosterile-

memigtir (Tablo 4).

20
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Tablo 5, beta-laktamaz aktivitesini inceledifimiz iig
grup bakteriyle alinan sonuglari toplu olarak gostermekte-
dir.Buna gbre inceledigimiz 100 Escherichia coli kkeni-
nin 63'iinde (% 63), 80 Klébsiella pneumoniae kbkeninin 52°'-
pinde (% 72,5), 120 Pseudomonas aeruginosa ktkeninin ise
80'inde (% 66,7) beta-laktamaz aktivitesi saptanmigtir,

Tim incelenen ktkenler ig¢inde beta-laktamaz salgilama ora-
n1 % 67 olarak bulunmugtur.Bunlarin % 35,33'linde her iig
yontemle de aktivite saptanmigtir.% 6'sinda intralaktam

ve nitrocefin yontemleri ile, % T7,33'linde ¢ift disk ve nit-
rocefin yontemleri ile, % 0,66'sinda c¢ift disk ve intra-
lgktam yontemleri ile beta-laktamaz aktivitesi saptanmig-
tir. % 17,66"s1nda ise yalnizca nitrocefin yontemi beta-

laktamaz aktivitesinl gostermigtir,

Uygulanan yéntemlerin duyarliligini belirlemek amaciy-
la,bu sonuglar X2 analizi ile istatistiksel olarsk deger-
lendirildi.Gift disk ve intralaktam yontemleri arssindaki
duyarllilk farkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriildii (p=0,05).¢ift disk ve intralasktam yontemleri ile
nitrocefin yonteml aresindaki farklarin ise anlamli oldu-
gu goriildii (p~0,05).Nitrocefin testi dsha duyarli bulun-

du.

Inceledigimiz kSkenler elde edildikleri ©rnekler agi-
sindan gruplanacak olursa,idrar ve siiriintii Srnekleri sayi-

sal olarak anlamli gruplar olusturmaktadir.Tablo 6 ve T
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bu Orneklerden soyutlanan kdkenlerde belirlenen beta-lakta-

maz aktivitelerini gostermektedir.,

Tablo 6: Idrar Orneklerinden Soyutlanan Kokenlerde Beta-
Laktamaz Aktivitesi

Beta-Laktamaz Betg-Laktamaz
Bakteri n Salgilayan Salgirlamayan
n % n %
E.coli 88 57 64,8 31 35,2
K.pneumoniae 35 28 80,0 7 20,0
P.aeruginosa 49 38 77,6 11 22,4
TOPLAM 172 123 71,5 49 28,5

Tablo 6'da goriildiigli lizere,idrar orneklerinden soyut-

lanan 172 kdkenin 88'i Escherichia coli, 35'i Klebsiells

neumoniae ve 49'u Pseudomonas aeruginosa'dir.E.coli'lerin
p

57'ginde (% 64,8), K.pneumoniae'larin 28'inde (% 80,0) ve

P.aeruginosa'larin 38'inde (% 77,6) beta-laktamaz aktivi-

tesi olumlu bulunmustur.Tiim bakteriler iginde beta-laktamaz

salgilayanlarin orani % 71,5'tir.

Tablo 73 Siiriintd Orneklerinden Soyutlanan Ktkenlerde Beta-
Laktamaz Aktivitesi

Beta~-Laktamagz Beta~Laktamaz
Bakteri n Salgilayan Salgilamayan
n % n %
E.coli 8 3 37,5 5 62,5
K.pneumoniae 16 8 50,0 8 50,0
P.aeruginosa 20 12 60,0 8 40,0
TOPLAM 44 23 5243 21 47,7




Tablo 7'de goriildiigii ﬁzgre,surﬁntﬁ Orneklerinden so-
yutlanan 44 kSkenin 8'i Eecherichia coli, ié's1 Klebsiella
pnéumoniae ve 20'pi Pseudomonas aeruginosa'dir. E,dcli'le—
rin 3'iinde (% 37,5), K.pneumoniae'larin 8'inde (% 50,0) ve
P.aeruginosa’larin 12'pinde (% 60,0) beta-laktamaz aktivi-
tesi saptanmigtir.Suriintil Srneklerinden soyutlanan toplam
44 kvkende,beta-laktamaz aktivitesi % 52,3 oraninda bulun-

mugtur.
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TARTISMA

Gram olumsuz bakterilerle olusan,8zellikle hastaneler-
de geligen infeksiyonlarda etkenlerin birgok antibiyotige
direng¢li olmasi bilinen bir gergektir.Bu direng,birgék ye-
ni antibiyotigin kullanlm alanina girmesine kargin her ge-

cen glin artig gostererek biiyiikk bir sorun olugturmaktadir.

ABD'nde 1973 yilinda Escherichia coli’de % 23 oram n-
da ampisilin direnci goriiliiyor iken, 1983'te bu oranin
% 31'e yiikseldifZi belirlenmigtir.¥ine aynmy 10 yillak db-
nemde Klebsiella pneumoniae kdkenlerinde ampisilin direnci-
nin % 92'den, % 96'ya ulasgtigy; Pseudomonas aeruginosa ko-
kenlerinde ise % 99 olan direnclilik oraninda bir degigme

olmadigi goriilmigtiir (6).

Bolgemizde de bu iig bakterinin antibiyotik duyarlilik-
larini saptamaya yonelik caligmalar yapilmigtir.1987°'de
Tokbag ve ark. cegitli Orneklerden soyutlanan 198 E.coli
kokeninin % 93,4 ve 51 K.pneumoniame kdkeninin % 100 oranin-
da ampisiline direngli oldufunu saptamiglardir (53).Yine
1987 yilinds Ylice ve ark. idrar ve digki Orneklerinden so-
yutladiklari 100 E.coli kSkeninde ampisiline % 60 oranin-
da direnc¢ oldufunu bildirmiglerdir (58). 1988 yilindas Co-
gar,idrar yolu infeksiyonuns neden olan 130 E.coli ktkenin-

de- % 71 oraninda ampisilin direncl saptamigtir (13).izmir’-

28
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de yapilan bir bagka caligmads Celikdemir ve ark.,1985 -
1987 yillari arasinda soyutladiklari 149 P.aeruginosa ki-
keninde % 98 oraninda ampipilin direnci bulmuglardir (15).

Gortldiigi gibi Izmir bSlgesinde bu lic bakteride ampi-
siline kargi yliksek orands direng mevcuttur.Bizim ¢aligma-
mizda bu direncin hangil oranda beta-laktamaz malgilanmaesi-

na bagli oldugu belirlenmeye caligilmigtir.

Medeiros ve ark. 1984 yilinda Fransa'da E.coli kBken-
lerinde % 25 oraninda beta-laktamazlara bagli ampisilin
direnci saptamiglardir (3). 1987'de O'Brien ve ark. top-
lumdan edinilmisg infeksiyonlarda etken olan E.coll ktken-
lerinde % 15 - 30,hastane infeksi yonlarinda etken olan k&-
kenlerde ise % 40 - 60 oraninda beta-laktamaz aktivitesi
bulduklarini bildirmiglerdir (4).Bizim ¢aligmamizda E.coll
kokenlerinde % 63 oraninda beta-laktamaz aktivitesi saptan-
d1 .Beta-laktamaz sktivitesi saptasnamayan kdkenlerde ampi-
8ilin direncinin , penisilin baglayan proteinlerin afini-
tesindeki ya ds bakteri dig membraninin gecirgenligindeki
defgigiklige bagla olabilecegi diigliniildii.

Ampisilinin beta-laktamaz inhibitoril ile kombinasyonu
sonucunda E.coll kSkenlerinde goriilen duyarlilik srtisa,
Tokbag ve ark. tarafindan % 62,0 ,Yiice ve ark. tarafindan
% 41 olarak bildirilmigtir (52,57). Bu bulgular da E.coli'-~
deki ampisilin direncinin,biiyiik oranda beta-laktamaz kay-

nakli oldugunu dolayli olarak gtstermektedir,



Danimarka'da Togsverd ve ark.'mn yaptifi bir celigma~-
da,idrar yolu infeksiyonu etkeni olan ampisiline direngli
75 E,coli kokeni incelenmig ve % 98,7 oram nda beta-lakta-
maz aktivitesl ssptanmigtir.Ayrica bu beta-lasktams zlarin
% 90,7 oramnda TEM-1 enzimi icerdigi bildirilmigtir (51).
Ankara'da Kocabeyoglu ve ark.,idrar Srneklerinden soyutla-
diklari 200 E.coli kokeninde asidometrik yontemle beta-lak-
tamaz aktivitesini aragtirmiglar ve % 25 oraninda olumlu
bpulmiglardir (27).Bizim caligmamizda ise,idrar Srneklerin-
den soyutlanan 88 E.coli kidkeninin % 64,8'inde beta-lakta-

maz aktivitesi saptanmigtir.

1986 yilinda Brook ve ark.,apse Orneklerinden soyutla-
diklari 14 E.coli kbkeninde % 78,6 oraninda beta-laktamaz
aktivitesi bildirmiglerdir (9).Bizim cgaligmamizda apse Or-
neginden soyutlanmig sadece bir B.coli ktkeni mevcuttur ve

beta-laktamaz aktivitesl gostermigtir.

O'Brien ve ark. 1984°'te hastane infeksiyonlarinda et-
ken olan K.pneumoniae kdkenlerinde % 100 oraninda beta-lak-
tamaz aktivitesi bildirmiglerdir (4). K.pneumonise kdkenle-
rinde yapilan calismalarda; Fransa‘da % 35 - 50, Senegal'de
% 74,4 ve Dakar'da % 74,6 oraninda beta-laktamaz aktivitesi
paptanmigtir (42). Bizim inceledifimiz 80 K.pneumonise kd-
keninde % 72,5 oraninda beta-laktamaz aktivitesi bulunmug-
tur.Bu oran Senegal ve Dakar'daki oranlarlas uyumluluk gbs-

termektedire.
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Inceledigimiz 120 P.aeruginosa ktkeninde % 66,7 oranin-
da beta-laktamaz aktivitesl saptanmigtir.0'Brien ve ark.
hagtane infeksiyonlarinda etken olan P;aeruginosa kdkenle~
ri nde % 100 oraninda beta-laktamaz aktivitesi bildirmigler-
dir (4).Bu konuda Hlkemizde yapilan bir galigmada Erdemoglu
ve ark.,Ankara’'da 1988-89 yillarinda gegitli Orneklerden
soyutladiklari P.aeruginosa kokenlerinde kati besiyerinde
nigasta~-iodin ytntemi ile beta-laktamaz aktivitesini arag-
tirmiglardir.1988 yilinda soyutlanan 91 kdkenin % 79,1'inde,
1989 yilinda soyutlanan 133 ktkenin % 83,1'inde aktivite
paptamiglardir (19).Bu oran bizim saptadifimiz orandan daha

yiuksektir.

Peseudomonas tiirlerinde saiklikla indiiklenebilir beta-lak-
tamazlar oldufu gdsterilmigtir.0zellikle imipenem ve sefoksi-
tin beta-laktamaz salgilanmasini uyarmaktadir (5).Bu nedenle
P.aeruginosa kokenlerinde beta-laktamaz aktivitesinin indiik-
piyon testleriyle degerlendirilmesi daha yiliksek oranlar ve-
recektir (49,55).Ayrica P.aeruginosa kokenlerinde antibiyo-
tik direncindeki Snemli bir mekanizma da hiicre duvar geg¢ir-
genligindeki azalmadir.Yapilan bir aragtirmada P.aeruginosa
dig membraninin E.coli'den 20 kat,Enterobacter cloacae'den
100 kat daha az gecirgen oldugu gosterilmigtir (44).Bu ne-~
denle antibiyotik molekiiliiniin hiicre ig¢ine penetrasyonu daha

giic olmskta,bu da direnci arttirmaktadar.

Yukarida verilen oranlards goriildiigii gibi her bakteri
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tird i¢in ceglitli Ulkelerden bildirilen beta~-laktamaz ak-
tiviteleri bliylik farkliliklar gﬁstermektedir.Bu‘sonuglar

0 bblgede antibiyotik kullanim sikligi ve plasmid aracilik-
1a beta-laktamazlarin yayginligina baglidir.Bugiin daha ile-~
ri olanaklara sahip laboratuarlarda,bakterilerdeki beta-lak-
tamazlarin tipleri belirlenmekte ve 91k11é1 aragtirilmaktadir.
Ornegin 1984'te Medeiros ve ark.'nin yaptigl c¢ok merkezli bir
caligmada E.coll kdkenlerinde goriilen beta-laktamaz tipleri
aragtirilmigtir.Buna gdre TEM-1 enzimi Giiney Afrika‘'da % 49,
Paris ve Brezilya'da % 76, Endonezya'da % 82, Bangkok' ta

% 93 oraninda saptanmigtir.Bunun yaninda OXA-l enzimi Bre-
zilya ve Gilney Afrika'da % 11 oraninda goriillirken,Paris ve
Bangkok'ta saptanamamigtir (4).Simpson ve ark. 1980 yilinda
E.coli kokenlerinde % 62 - 69 oraninda TEM tipi beta-lakta-
mazlar saptamiglar, 1986'da ysptiklari caligmsda ise bu o-
ranin % 8l'e ulagtigini gormiglerdir (56).

Galigmamizda beta-laktamaz salgirlayan 201 kdkenden
199'unda olumlu sonug¢ veren nitrocefin cubuk testi,yapilan
X2 analizi ile intralsktam ve ¢ift disk yontemlerinden daha
duyarli bulunmugtur.Gift disk ve intralaktam yontemleri ile
beta-laktamaz salgiladigan gbsterilen bir E.coli ve‘bir P.se-
ruginosa kdkeninde nitrocefin gubuk testi olumsuz sonug ver-
migtir.Bu ktkenlerde ©ncelikle penisilinaz aktivitesi giste-
ren beta-laktamazlar olabilecegi diigiiniildii.

Yapilan istatistiksel anslizde 201 beta-laktamaz sal-
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gilayan kdkenin 130'unda olumlu sonug veren ¢ift disk ysn-
temi ile 126'sinda olumlu sonug¢ veren intralsktam ytntemi

asrasindaki farkin anlamli olmadigi goriildii.

Bu konuda yapilmig c¢aligmalardan bazilarinda su sonug-
lar alinmgtir.1981 yilinda Sng ve ark.,Staphylococcus au-
reus ve Neigseria gonorrhoeae kSkenlerinde intralaktam,kro-
mojenik sefalosporin ve hizli iodometrik yontemle beta-lakta-~
maz aktivitesini eragtirmiglar ve her ii¢ ybntemin % 100 pa-
ralel sonuclar verdigini bildirmiglerdir (47). 1987'de
Doern ve ark. 74 Branhamells catarrhalis kdkeninde alti ay-
ri beta-laktamaz testi ile enzim aktivitesini aragtirmig-
lar,sonugta tip ve disk nitrocefin ydntemlerini digerlerin-
den daha duyarli olarak bulmuglardir .Nitrocefin ydntemle-
rini sairasiyla PADAC disk testi,ssidometrik disk,asidomet-
rik tiip ve iodometrik yvntem izlemigtir (17).

Caligmamizda kullandigimiz beta-laktamaz testlerinden
intralaktam ve nitrocefin gubuk yontemleri uygulamasi ko-
lay ve cabuk testler olarak degerlendirildi.Cift disk yon-
teminde ise sonucun alinmasi,bakterinin elde edilmesinden
ancak iki-iig giin sonra olasbilmektedir.Ayrica uygulapm331
rutin laboratuarlar igin kolay degildir.Nitrocefin cgubuk
testinin duyarliligi da diger testlerden fazla olarak bu-,
lunmugtur .Bu nedenle nitrocefin gubuk testi,rutin labora-
tuarlarda wygulanim kolayligi ve duyarliligi ile taramas
testli olarak kullenmilabilir.
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Caligmada; Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi®n-
de c¢egitli orneklerden soyutlanan,penisiline direngli 100
Escherichia coli, 80 Klebgiella pneumonise ve 120 Pseudomo-
nas aeruginosa kokeninde bets-laktamaz aktiviteleri cift
disk,intralaktam ve nitrocefin gubuk yontemleri ile aragti-
rilda.

Escherichis coli ktkenlerinde % 63, Klebsiells pneumo-
niae kokenlerinde % 72,5 ve Pseudomonas seruginosa kbkenle-
rinde % 66,7 oraninda beta~laktamaz varligil saptandi.Enzim
aktivitesi paptanamayan kdkenlerde penisilin direncinin pe-
nisilin baglayan proteinlerdeki afinite defisiklifine veya
bakteri hiicre duvari gecgirgenliginin azalmasina bagli ola-

bilecegl dligiiniildii.

Uygulanan beta-laktamaz testleri iginde nitrocefin gu-
buk yontemi,uygulamasi kolay ve diger ydntemlerden daha du-

yarli olarak bulundu.
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