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OZET

CESITLI KLiNiK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN KLEBSIELLA SPP.
SUSLARINDA GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZ (GSBL)
SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Esma CEYLAN
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi

Amag: Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) gram negatif bakterilerde
beta-laktam direncinin en 6nemli sebebidir. GSBL iireten bakteriler, hastanelerde salginlar
olusturabilmekte, tedavilerin yetersiz kalmasina, hastalarin hastanede yatis siirelerinin
uzamasina ve mortalite oranlarinin ylikselmesine yol agabilmektedir. Calismamizda; gesitli
klinik 6rneklerden izole edilen K.oxytoca, K.pneumoniae suslarinin antibiyotik duyarliligi,
GSBL sikligi, yas ve cinsiyetle iligkisi, GSBL oranlarinin servislere gore dagilimini tespit

etmeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Ocak 2014 - Haziran 2015 tarihleri arasinda Harran
Universitesi Tip Fakiiltesinde yatan hastalar1 kapsamaktadir. Cesitli klinik &rneklerden 13’ii
K.oxytoca ve 87’si K.pneumoniae olarak tanimlanan toplam 100 sus izole edildi.
Identifikasyonda API 20E testi kullanildi. Izole edilen suslarmn; Amoksisilin-Klavulanat,
Imipenem, Piperasilin/Tazobaktam, Amikasin, Siprofloksasin, Gentamisin, Sefotaksim,
Trimetoprim/Siilfometoksazol, Seftriakson, Seftazidim duyarliliklart disk diffiizyon
yontemiyle arastirildi. GSBL varligimin tespiti i¢in ¢ift disk sinerji testi ve E test yontemleri

kullanilda.

Bulgular: GSBL oran1 K.oxytoca’ da %46.1 (n=6), K.pneumoniae’ de %56,3 (n=49)
olarak bulundu. GSBL iireten suslarin orani erigkin hastalarda %38 (n=38), pediatrik
hastalarda %17 (n=17) olarak tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). GSBL iireten suslarin orani sirastyla erkek hastalarda %31 (n=31), kadin hastalarda
%24 (n=24) olarak tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p >0.05).
GSBL oranin1 yogun bakim iinitesi (YBU) ve pediatri servisinde yatan hastalarda yiiksek

oranda bulundu.
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Suslarin  duyarhiliklar1 disk diffiizyon testi (DDT) ile arastirildi. Genel olarak
Trimetoprim-Siilfometaksazol, tglincii kusak Sefalosporinler ve Aztreonam’a direng
saptanirken, en az diren¢ Imipenem’de goriildii. Suslarin hicbirinde Karbapenem direncine

rastlanmadi.

DDT yontemi ile 100 susun 67°si Seftazidim, Seftriakson, Sefotaksim ve Aztreonam
yoniinden GSBL siipheli bulundu. Bu izolatlara dogrulama testi olarak CDST ve E-test
uygulandi. GSBL pozitiflikleri arasinda karsilagtirma yapildi. Siipheli izolatlarin; CDST ile
55’inde ve E-test ile 55’inde GSBL pozitifligi saptandi.

Sonug: Enterobacteriacea izolatlari i¢in yapilan rutin antibiyotik direnclilik testlerine,

GSBL testinin eklenmesi Onerilir.

Bu sonuglar, hastanemizde etkili siirveyans calismalarinin planlanmasinin, dogru
antibiyotik kullaniminin ve hasta izolasyon oOnlemlerinin 6nemli oldugunu bir kez daha

hatirlatmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella, genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL), CDST,
E-test
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE FREQUENCY OF ESBL PRODUCING
KLEBSIELLA SPP. ISOLATED FROM VARIOUS CLINICAL SAMPLES

Esma CEYLAN

Master Thesis, Department of Medical Microbology

Objective: Extended spectrum p-lactamases are the most frequent cause of resistance
to betalactam antibiotics in gram negative bacteries. ESBL positive bacteria may cause
hospital epidemies, treatment failure, elongated hospital stay, and increased mortality. In the
present study, we aimed to evaluate antibiotic sensitivity and ESBL positivity among
K.pneumoniae and K.oxytoca strains isolated from various clinical samples, its frequency, its

association with age and gender, its distribution in different clinics.

Material and Method: January 2014 to June 2015, Total of 100 strains of Klebsiella
(87 K.pneumoniae, 13 K.oxytoca) were included in the study. These strains isolated from
samples submitted to our lab from various clinics and intensive care units (ICU) of Harran
University Hospital. Conventional methods and Api 20E were used for identification. Kirby
Bauer disk diffusion test (DDT) for determining antimicrobial susceptibility. The following
antimicrobials were tested: amoxicilline-clavulanate, imipenem, piperacillin/tazobactam,
amikacin, ciprofloxacin, gentamicin, cefotaxime, ceftriaxon ceftazidime and
trimethoprim/sulfamethoxazole. Double disc synergy (DDS) and E-tests were used for

determination and confirmation ESBL positivity.

Results: ESBL positivity was found to be in K.pneumoniae (n=49; 56.3%) and
K.oxytoca (n=6; 46.1%0). These values in adult and pediatric patients were (n=38; 38%o),
(n=17; 17%) respectively with significant statistical difference (p <0.05). Regarding gender,
the percentage of ESBL producing strains in male and female patients (n=31; 31%),
(n=24; 24%), respectively with no significant statistical difference (p>0.05). The high

proportion of patients were from ICU and pediatric clinics.

In general, antimicrobial susceptibility results were as high resistance rates (80%b)
were detected against trimethoprim/sulfamethoxazole, third generation cephalosporins and
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aztreonam whereas the least resistance (1%) was observed to imipenem among Klebsiella

negative ESBL strains. Carbapenem resistance was never seen.

Sixty seven out of total 100 tested strains were found to be positive ESBL by DDT,

but in conducting DDST and E-tests 55 strains were found to be really positive ESBL ones.

Conclusion: The overall ESBL positivity among Klebsiella species in our hospital is
55%. Carbapenem and imipenem may be the most effectivedrug in treating infections caused
by Klebsiella positive ESBL strains. ESBL determination in members of Enterobacteriaceae

isolates should be routinely done in order to achieve proper therapy.

Keywords: Klebsiella, Extended Spectrum Beta-lactamase (ESBL), Double Disc
Synergy Test (DDST), E-test
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1.GIRIS VE AMAC

Son yillarda antibiyotiklere karsi giderek artan diren¢ konusu tiim diinyada énemli bir
sorun olmaya baslamistir (1). Beta laktamlar, gosterdikleri distiin etki spektrumlari,
mikroorganizmalar igin yiiksek ve secgici toksisiteleri, neredeyse tiim yas gruplarinda
uygulanabilir olmalari, diger gruplara gore relatif olarak diisiik yan etki insidanslar1 ve tiim
viicut stvilarina olan iistiin dagilim o6zellikleri nedeniyle giiniimiizde en ¢ok recete edilen
antibiyotikler olmustur. Lisansli tiim antibiyotikler i¢inde bu ilaclarin sayisal agirligi %70’e
yakindir. Ancak, gereksiz-uygunsuz-yogun kullanim ve hastanelerde enfeksiyon kontrol
yontemlerinin yeteri kadar uygulanmamasi nedeniyle bakterilerin bu antibiyotiklere olan
direnci yillar i¢inde hizla artmustir (2). Antibiyotik kullanimi ile direng gelisimi arasindaki
iligkiye gosterilebilecek en iyi orneklerden biri, yeni beta laktam antibiyotiklerin yaygin
kullanimin1 takiben bakterilerin bu antibiyotiklere direng gelistirmeleridir. Gram negatif
bakterilerde beta laktam antibiyotiklere karsi direng gelisiminde en onemli mekanizma beta
laktamaz tretimidir (1). Beta laktamazlar; beta laktam antibiyotiklerin beta laktam
halkasindaki amid baglarin1 pargalayarak antibakteriyel etkisini ortadan kaldiran enzimler
olup, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak {izere birgok bakteri tiirii tarafindan
sentezlenebilir (3). Beta laktam antibiyotiklerin etki spektrumlarnin genisligi nedeniyle,
bunlarin hidrolizine yol agan beta laktamazlar da “genislemis spektrumlu” 6n adiyla
adlandirilirlar. Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL), mikrobiyolojik olarak
oksiimino sefalosporinleri hidrolize edebilen, klavulanik asit tarafindan inhibe olabilen

enzimler olarak tanimlanmaktadir (1).

Bugiline kadar 500’den fazla beta laktamaz enzimi tanimlanmistir. En Onemli
betalaktamaz enzim gruplar1 plazmidlerle kodlanan sefalosporinaz, metallo betalaktamaz ve
GSBL’lerdir. Beta laktamazlarin yaklasik 200 kadart GSBL’ler olup plazmidik o6zellikleri
nedeniyle bakteriler arasinda transfer edilebilir (3, 4). GSBL’ler ilk defa 1983 yilinda
Almanya’da K.pneumoniae tiirlerine karsi genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklerin
kullanilmaya baglanmasindan hemen sonra bulunmustur (5, 6). En sik E.coli ve
K.pneumoniae suslarinda bulunmakla birlikte Proteus, Serratia, Citrobacter, Pseudomonas,

Salmonella ve Morganella gibi gram negatif basillerde de nadir olarak tespit edilmektedir (5).



GSBL prevalansinin iilkeler, sehirler, hastaneler arasinda degistigi, hatta aym
hastanedeki servisler arasinda dahi farkliliklar gosterdigi bildirilmektedir (7). Yapilan
calismalarda Klebsiella spp. izolatlarinda GSBL oran1 Latin Amerika’da %42.7, Avrupa’da
%21.7, Kuzey Amerika’da %5.8 olarak bildirilmistir (8). Son yillarda iilkemizde GSBL
pozitifligi Klebsiella spp. izolatlarinda %42-56.5 arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir
(9, 10).

GSBL iireten suslarla olusan infeksiyonlar: siklikla hastanede uzun siire yatan, biiylik
cerrahi operasyon geciren, arteriyel ve iiriner kateteri olan ve oOzellikle yogun bakim
servislerindeki hastalarda goriillmektedir. Ancak son yillarda toplum kdkenli enfeksiyonlarda

da sikliginin arttig1 goriilmiistiir (11).

GSBL enzimleri plazmid araciligiyla kolay yayildiklarindan salginlara yol agabilirler.
Bu suslarin etken oldugu infeksiyonlarda tedavi basarisizligi ve mortalite artisi gibi ciddi
klinik problemlerin ortaya c¢ikisi nedeniyle giiniimiiz hastanelerinde 6nemli bir direng
mekanizmasi haline gelmistir. Bu nedenle bu enzimlerin laboratuarda iyi tanimlanmasi

tedavinin dogru yonlendirilmesi bakimindan énem tasir.

Bu arastirmamizin, hastanemizdeki Klebsiella spp. izolatlarinin, direng profilinin ve
GSBL oranlarinin belirlenmesi ile 6zellikle uygunsuz antibiyotik kullanimi nedeniyle ¢oklu
direng gosteren suslarin giderek artisinin Onlenmesine, infeksiyonlarmin daha hizli etkin
tedavi edilmesine ve uygunsuz antibiyotik kullaniminin engellenmesine katkida bulunmasi
amaglandi. Bu amagla Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’ nda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen Klebsiella spp. izolatlarinin GSBL

oranlar belirlendi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Klebsiella cinsi bakteriler

Toprakta, sularda, insan ve hayvanlarin barsaklari ile iist solunum yolu normal
florasinda bulunurlar. Enterobacteriaceae ailesinin 6zelliklerini gosteren hareketsiz, sporsuz,
¢ogunlukla kapsiillii, 0.7 -1.5 x 2.0-5.0 um boyutlarinda, bazen ikiser bazen kisa zincir
olusturan basil seklinde bakterilerdir. Gram negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanirlar. Kapsiil, organizmadan yeni ayrilan ve hastalik materyali i¢indeki bakterilerde agik
secik ve genis olarak goriiliir. Kanli, serumlu besiyerlerinde kapsiillerini sakl: tutarlar. En iyi

glikozlu besiyerlerinde kapsiillenirler (12).

Klebsiella tiim barsak bakterileri gibi genel kullanim besiyerlerinde kolayca iirerler.
Ortalama pH 7 ve 37°C iiremeleri i¢in en iyi ortamdir. Buyyon gibi sivi besiyerlerinde
homojen bir bulaniklik ve dipte muk6z bir ¢okiintii yaparak lrerler. Kat1 besiyerlerindeki
kolonileri tipik mukoid nitelikte, biiyiik, sarimtirak gri renkte ve akici kolonilerdir. Uygunsuz
kosullarda S ve R kolonilerine doniisebilirler. Aerop ve fakiiltatif anaerop olup iiredigi ortama

bol kapsiil maddesi salarlar (12).

Basta glikoz olmak iizere mannitol, salisin, adonitol, inozitol ve sorbitolden, ¢ogu kez
de laktoz ve sukrozdan gaz yapmak suretiyle bircok sekeri parcalarlar. Nisastadan gaz
olusturmalar1 énemli bir dzelliktir. Hidrojen siilfiir ( H,S) yapmazlar. Ozellikle solunum
sisteminden ayrilan bazi suslar degisik biyokimyasal reaksiyonlar verebilir. Klebsiella’lar
fenilalanini deamine etmez, az bir kismi1 disinda jelatinaz, ornitin dekarboksilaz olusturmazlar
(Tablo 1) (12, 13).



Tablo-1: Klebsiella’larin 6nemli biyokimyasal 6zellikleri

Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella
pneumoniae  ozaenae  rhinoscleromatis  oxytoca  terrigena planticola

Metilen - + + - + D
kirmizisi

Indol - D
Voger + - - + + +
proskauver

Sitrat + D - + + +
45°C’de + - - -
laktozdan

gaz

+10°C’de - - - + + +
ureme

Laktoz + G G + + +
Malonat + - + D D +
Ureaz + D - + + +
Lizin + D - + + +
dekarboks

ilaz

Arjinin - D - - - -
H»S - - - -

Agiklama: (+) olumlu, ( - ) olumsuz, ( D ) degisken, ( G) gaz olusturma


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrojen
http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%BCk%C3%BCrt

Klebsiella 1siya dayaniksizdir ve nemli 1sida 55°C’de yarim saatte oliirler. Ancak
kuruluga kars1 oldukga direncgli olup 6zellikle organik maddeler i¢inde kurutulursa aylarca
canli kalabilirler. Oda 1sisinda tutulan kiiltiirlerde haftalarca,+4°C’de sogukta aylarca canli
kalabilir. Hastane ortamindan izole edilen suslarda direnglilik diizeyi ¢ok yiiksektir.
Klebsiella’da lipopolisakkarit yapisinda ‘K’ (kapsiil) ve ‘O’ (somatik) antijenleri bulunur.
Serolojik tiplendirilmeler bu antijenlere gore yapilir. Bu antijenlere kars1 elde edilmis anti
serumlarla lam ve tlip aglutinasyonlari, kiiltiir siiziintiisii ile presipitasyon ve Neufeld’in
kapsiil sisme reaksiyonlar1 ile Klebsiella’lar tiplendirilebilir. Kapsiil sisme reaksiyonunda
aslinda 0Ozgiil serumlarla karsilastirilan bakterilerin  kapsiil polisakkaritlerinde olusan
presipitasyon sonucunda kapsiil periferinde opak bir ¢evre olusmakta olup kapsiil sismis gibi

goriilmektedir. Bu deneylerle Klebsiella 'mn 82 K tipi antijeni gosterilmistir (12).

Klebsiella saglikli insanlarin %5’ inin barsak ve iist solunum yollar florasinda bulunur.
Bakteriyel pnomonilerin yaklasik %2’si bu bakteriler tarafindan meydana getirilir.
Akcigerlerde nekroz ve hemorajik konsolidasyonlarla seyreden agir bir pnomoniye neden
olurlar. Bunun disinda idrar yollarina, prostat, periton, meninksler, kulak ve sinus bosluklar
gibi organlara yerleserek ve kanda yayilarak gesitli tipte ve agirlikta enfeksiyonlara neden
olurlar. Kapsiiliin patojenlikle iligkisi kesin degildir. Klebsiella 'nin serbest bir toksini yoktur.
Bununla beraber kiiltiir siiziintiileri bazi hayvanlarda 6lime kadar gotiirebilen hemorajik
lezyonlar yapmaktadir. Bazi1 Klebsiella’larda enterotoksin saptanmistir. Bazi suslart R

plazmidlerini kolayca kabul eder ve bu sekilde antibiyotiklere karsi ¢ogul direng kazanir (12).

Ust solunum yolu ve barsak florasinda bulunabilen Klebsiella’larin bulunduklari yerde
uygun kosullarin olugmast veya yerini degistirerek diger organ ve sistemlere yerlesmeleri
halinde birgok hastalifa neden olurlar. Son zamanlarda Ozellikle hastane ortamlarinda
antibiyotiklere karsit diren¢ kazanmis suslarin yaptigi hastane enfeksiyonlar1 yiiziinden bu
bakterilerin 6nemi artmistir. Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda yeni sefalosporinlerin ya
da diger deyimle genislemis spektrumlu sefalosporinlerin (oksiimino sefalosporinler) oldukca
fazla kullanilmasi geniglemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL)’in olusmasina neden
olmustur. GSBL ilk kez 1983 yilinda Almanya’da bir K.pneumoniae susunda tanimlanmis
olup bu enzime SHV-2 adi verilmistir (14).



Klebsiellalarm neden oldugu pnomoniler bakteriyel pndmonilerin %2’sini olusturur.
Daha ¢ok 2 yasindan kiiciik ve 40 yasindan biiyiik kisilerde goriiliir. Cesitli nedenlerle viicut
direncinin kirilmasi, viriislere bagli olanlar basta olmak iizere ¢esitli {ist solunum yolu
enfeksiyonlart hazirlayici  faktér olarak etki yapar. Klebsiella’lara bagli idrar yolu
enfeksiyonlar1 6zellikle hastane ortaminda artis gostermektedir. Piyelit, piyelonefrit ve sistit
seklinde ortaya ¢ikan bu tip enfeksiyonlar tedaviye oldukga direng gostermektedir.
Klebsiellalar, bu hastaliklarin disinda ve daha az olmak iizere prostatit, otitis media, siniizit,
kolesistit, peritonit, anjin, menenjit ve daha az olmak lizere sepsis, karaciger apsesi ve ¢esitli

organ hastaliklari yapar (12).

2.2. Beta laktam antibiyotikler

Beta laktam grubu antibiyotikler etkilerini peptidoglikan sentezinde gorevli olan
transpeptidaz ve karboksipeptidazlar1 inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak gosterir
(15). Beta laktam antibiyotikler yaygin olarak kullanilan bakterisid etkili ve toksisiteleri
diisiik olan ilaglardir. Bu gruptaki antibiyotiklerin ortak 6zellikleri yapilarinda beta laktam ad1

verilen 4 atomlu halka tasimalaridir (16).

Her grup beta laktam antibiyotigin 6zelligi bu halkaya baglanan baska halkalar ve yan
zincirlerle belirlenir. Monobaktamlarda beta laktam halkasina baglanan baska halka
bulunmamaktadir. Beta laktam antibiyotikler 5 grupta toplanabilir (17).

a) Penisilinler

b) Sefalosporinler

¢) Monobaktamlar

d) Karbapenemler

e) Beta laktamaz inhibitorlii (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam) beta laktamlar.

2.2.1. Penisilinler

Penisilinlerin temel yapisi, bir tiazolidin halkasi, bir beta laktam halkas1 ve bir yan
zincirden olusur. Beta laktam ve tiazolidin halkasinin olusturdugu yapt 6- aminopenisilanik

asit (APA) adini alir ve esasen tiim penisilinler 6-APA tiirevidir.



Antibakteriyel etkiyi beta laktam halkasi saglar. Hiicre duvarindaki peptid zincirleri
arasinda ¢apraz baglar olusturan transpeptidazlar, karboksipeptidazlar, endopeptidazlar olan
penisilin  baglayan proteinlere (PBP) baglanarak bakteri hiicre duvar yapiminin
transpeptidasyon basamagini inhibe edip peptidoglikan ¢atinin yapimini dnlerler. Penisilin

grubu antibiyotikler, antimikrobiyal aktivitelerine gore 5 grupta siniflandirilabilir (17).

a) Dogal penisilinler: Prokain penisilin G, Penisilin G, Benzatin Penisilin G,
Kristalize Penisilin G, Penisilin VV (Fenoksi Metil Penisilin).

b) Amino penisilinler: Ampisilin, Amoksisilin, Bakampisilin, Siklasilin, Episilin,

c) Penisilinaza dayamklh penisilinler: Metisilin, Nafsilin, Izaksazolil Penisilin,
Kloksasilin, Dikloksasilin, Flukloksasilin, Oksasilin.

d) Ureido penisilinler: Azlosilin, Mezlosilin, Piperasilin.

e) Karboksi penisilinler: Karbenisilin, indanil Karbenisilin (korindasilin), Tikarsilin.
2.2.2. Sefalosporinler

Penisilinlerden bes tiyeli tiazolidon halkas1 yerine, alt1 liyeli dihidrotiazin halkasinin
(sefem ¢ekirdegi) olmasiyla ayrilir. Bu halka sefalosporinlerin beta laktamazlara karsit daha
stabil olmasini saglar. PBP’lere baglanarak hiicre duvar sentezini dnler ve bakterisidal aktivite
gosterir. Sefalosporinlere direng, beta laktamaz yapimi, bakteri hiicre duvar gegirgenliginin
azalmas1 ve PBP’lerde modifikasyon olmak iizere baslica 3 mekanizmayla gelisir.
Sefalosporin direncine en sik yol agan mekanizma beta laktamaz yapimidir. Sefalosporinlerin
beta laktamazlara kars: stabilitesi farklilik gosterir. Sefalosporinler gram negatif bakteri hiicre
duvarindan, protein yapisinda, porin ad1 verilen su dolu kanallar1 kullanarak geger. Porinlerin

sayisinda veya capinda olan degisiklikler bakteriyel direng ile sonuglanir.
2.2.3. Monobaktamlar

Monosiklik beta laktam halkasindan olusur. Monobaktamlar igerisinde tek klinik
kullanimi1  olan antibiyotik Chromobacterium violaceum’dan iiretilen aztreonamdir.
Aztreonam, sentetik ve yalnizca parenteral kullanilan, yalnizca gram negatif bakteriler iizerine
etkisi olan bakterisid etkili monobaktam bir antibiyotiktir. Gram negatif bakterilerin hiicre

zarmmdan geger ve PBP’lere baglanarak etkisini gosterir. Plazmid ve kromozomal beta



laktamazlarin ¢oguna ve smif B enzimlerinin hidrolizine karsi direnclidir. Uciincii kusak

sefalosporinleri inaktive eden sinif C beta laktamazlar tarafindan inaktive edilir.
2.2.4. Karbapenemler

En genis spektruma sahip beta laktam grubu antibiyotikler olup, tibbi kullanima
girmeleri 1970’li yillarin ortalarinda Tienamisinin bulunmasiyla baslamistir. Karbapenemler
diger beta laktamlar gibi hiicre duvar sentezini inhibe eden antibiyotiklerdir. Genis etki
spektrumlart ile birlikte AmpC ve genislemis spektrumlu beta laktamazlara karsi direngli
olmalar1 ve indiiklenmis bakteri topluluklarinda AmpC mutantlarinin se¢imine meydan

vermemeleri onemli avantajlaridir.
2.2.5. Beta laktamaz inhibitorlii beta laktamlar

Beta laktamaz inhibitorleri ile kombine edilmis beta laktam antibiyotiklerdir. Bunlar
pratik olarak klavulanik asit ile kombine edilmis amoksisilin ve tikarsilin, sulbaktam ile
kombine edilmis ampisilin ve sefoperazon, tazobaktam ile kombine edilmis piperasilindir
(ampisilin sulbaktam, amoksisilin klavulonat, tikarsilin klavulonat, piperasilin tazobaktam).
Sik rastlanan toplum kaynakli infeksiyonlarda beta laktamazlardan dolayr artan direncin

astlmasinda tercih edilen bilesiklerdir.

2.3. Beta laktam antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari

Beta laktam grubu antibiyotikler, etkilerini hiicre duvar sentezinin transpeptidasyon
basamaginda gorev alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlari (PBP) inhibe edip hiicre duvar
sentezini durdurarak gosterir (15, 18). Bir beta laktam antibiyotigin etki gosterebilmesi igin,
eger varsa dis zardan ve periplazmik araliktan ge¢mesi, hiicre zarindaki PBP’lere etkin
konsantrasyonda ulasmasi ve bu enzimlere baglanmasi gereklidir (15). Beta laktamlara direng
gelisimine neden olan mekanizmalar, ilacin beta laktamazlarca pargalanmasi, hedef PBP
degisimleri ile ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasini engelleyen porin
degisikliklerine bagli gecirgenlik azalmasi ve/veya aktif pompa (efluks) sistemleridir.
Bunlardan ilki ve sonuncusu gram negatif bakterilerde daha sik goriillmektedir (15). Direngli

bakteriler bu basamaklarin her birinde beta laktam ilaglar icin bir engel olusturabilir. Ornegin,



gram negatif bakteriler porin kanallarin1 kapatarak gegisi zorlastirabilir ve/veya periplazmik
araliktaki beta laktamazlar beta laktam antibiyotigi pargalayabilir, bazi bakteriler beta
laktamlarin iyi baglanamadigi yeni veya degismis PBP’ler eksprese edebilir (15). Bu

mekanizmalar1 agagidaki gibi 6zetleyebiliriz:
2.3.1. lacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi

Bu durum, ilacin hiicre i¢ine alinmasindaki azalmadan veya hedefine ulagamadan

disart atilmasini saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanabilir (15, 19).

a) Dis membran porin degisimleri: Kiiciikk hidrofilik molekiiller gram negatif
bakterilerin dis zarindan ancak i¢i su dolu kanalciklar olan porinler araciligi ile gecilebilir
(17). Antibiyotiklerin porinlerden gegisi; sekli, biyiikligi, yiikii ve hidrofilik 6zelliklerine
bagli olarak belirlenir. Bu nedenle, porin proteinlerinin yapisinda veya iyonik yiikte meydana
gelebilecek degisiklikler veya 6zel porinlerin kaybi, hidrofilik molekiillerin = girigini
engellemektedir. Dig membranin 6zel bir beta laktama karsi gegirgenliginin az olmasi o
mikroorganizmanin dogal bir 6zelligidir ancak gegirgenligin antimikrobiyal tedavi sirasinda
azalmasi sonradan porin proteinlerinde bir degisim meydana geldigini gosterir. Beta laktam
antibiyotiklerin ¢ogu hidrofilik yan zincirler igerdikleri i¢in porin proteinlerdeki
degisimlerden etkilenmektedir (15, 20). Direngli suslarda porin kaybinin yanisira aktif pompa
sistemleri veya beta laktamazin asir1 {iretimi gibi 2. bir mekanizma daha vardir. Hem aktif
pompa sistemleri hem de beta laktamazlar dis membrandan az ve yavas gecen substratlarin
lizerinde daha kolay etki gostererek direng diizeylerini arttirir. Ornegin, sefoksitine direngli
E.coli suslarmin ¢ogunda, bu direncin OmpF kaybi ile AmpC tipi enzimlerin asir1 iiretiminin

sinerjik etkilerinden kaynaklandigi belirlenmistir (21, 22).

K.pneumoniae suslarinda ise bu direncin bir dis membran porini olan OmpK35 kayb1
ile molekiiler sinif A beta laktamazlarin asir1 iiretiminin sinerjik etkilerinden kaynaklandigi

belirlenmistir.

b) Aktif pompa (efluks) sistemleri: Antibiyotigin hiicre disina atilmasini saglayan
aktif pompa sistemleri beta laktamlarin da aralarinda bulundugu bir¢ok antibiyotik sinifina

kars1 dogal veya kazanilmis direncin gelismesinde onemlidir. Hatta gram negatif bakterilerde



cesitli antibiyotiklere dogal direncin gelismesinde temel roliin eskiden sanildigi gibi dis
membranin degil, aktif pompa sistemlerinin oynadigi belirlenmistir (15, 23). Bakterilerdeki
pompa sistemleri, substratlar1 olan ilaglardan herhangi birinin kullanimi ile indiiklenebilir ve
tiim substratlara kars1 direng gelisimine neden olur. Ornegin, P.aeruginosa suslarinda, bir beta
laktam ile tedavi sirasinda, MexABOprM ve/veya diger 3 elemanli pompa sistemlerini kontrol
eden regiilator genlerdeki mutasyon ve pompa sistemlerinin aktivasyonu sonucunda, bu suslar
sadece beta laktamlara degil aymi zamanda kinolonlar, Kkloramfenikol, tetrasiklinler,

trimetoprime de direngli hale gelmektedir (23).
2.3.2. Penisilin baglayan protein degisimleri

PBP’ler yapisal olarak beta laktamazlara ¢ok benzeyen D, D-transpeptidazlar ve D, D-
karboksipeptidazlardir. Hedef PBP’lerin yapisindaki degisim sonucunda antibiyotigin
baglanamamasi beta laktam antibiyotiklere direngte 6nemli bir mekanizmadir (15). Aktif
bolgelerinde bir serin aminoasiti bulundugu i¢in serin proteazlar arasinda yer alirlar. PBP’ler
molekiiler agirliklarina gore 1-4 arasi sayilar ile adlandirilirlar. Ayn1 molekiil agirliginda
birden fazla PBP varsa o zaman sayilarin yanma harfler eklenir (PBPla gibi). Degisik
PBP’lerin farkli beta laktamlara baglanma afiniteleri ve etkilendikleri ilag diizeyleri farklidur.
Bu durum antibiyotiklerin etkinliklerinin birbirinden fakli olmasinin nedenlerindendir.
Enzimin aktif bolgesi periplazmik kisimda yer almaktadir. Beta laktam ajanlar PBP’lerin
substrat analoglaridir. N-asetil muramik asit pentapeptid iinitesinin son kisminda yer alan D-
alanil-D-alanin dipeptidine benzerler. Bu nedenle, PBP’ler aynen beta laktamazlar gibi beta
laktamlara baglanir ve ¢ok yavas bir sekilde beta laktamlari hidrolize eder ve olay; geri
dontisiimsiiz bir agil-enzim kompleksi olusmasi, ilacin agil tiirevinden ayrilamayan enzimin
duvar sentezindeki gdrevini yapamamasi, hiicre duvar sentezinin durmast ve yapim-yikim
dengesinin yikim yoniinde bozulmasi ile sonlanir. Beta laktam antibiyotikleri es zamanli
olarak birden fazla PBP’i inaktive ederek etki gosterir. Ozellikle yiiksek molekiil agirlikli

PBP’lerin inhibisyonu bakteri i¢in 6liimciildiir.
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2.4. Beta-laktamazlar

Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki siklik amid bagini, pargalayarak bu
antibiyotikleri  etkisiz hale getiren enzimlerdir. Beta laktamaz yapimi basta
Enterobacteriaceae iiyeleri olmak tizere gram negatif bakterilerin beta laktam direncindeki en
onemli mekanizmadir. Bu enzimlerin genetik temeli kromozomlar, plazmidler veya
transpozonlardir. Bu enzimler gram negatiflerde periplazmik aralikta bulunduklari igin beta
laktamazlara bagh direngte siklikla ilag gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar rol almaktadir.
Bugiin 600 civarinda klinik olarak farkli 6nemi olan, beta laktamaz enzimi bulunmaktadir.
Beta laktamaz enzimlerinin bazi 6zelliklerine gore gesitli siniflandirmalar yapilmistir. Bush,
beta laktamazlar1 biyokimyasal (substrat profili) 6zelliklerine, Ambler, aminoasit ve niikleotit
dizilerine (Molekiiler Siniflama), Sykes ve Richmond, izoelektrik noktalarma gore
simiflandirmislardir. Giiniimiizde A, B, C ve D olmak tizere 4 ¢esit beta laktamaz enzimi
bulunmaktadir (15, 24, 25).

2.4.1. Beta Laktamazlarin isimlendirilmesi

Beta laktamazlarin isimlendirilmesinde birden fazla yontem ve faktor
kullanilmaktadir. Bazi enzimler, hedef substratlarmma gore (CARB, FUR, IMP, OXA),
biyokimyasal 6zelliklerine gore (SHV, NBC), icerdikleri genlere gore (Amp, CepA), izole
edildikleri bakterilere gore (AER, PSE), suslara gore (P99), hasta isimlerine gore (TEM,
ROB), hastane ismine gore (MIR, RHH), eyaletlere gore (OHIO), kesfeden Kisilere gore
(HMS) isimlendirilmistir (26, 27). Ancak, bu isimlendirmelerden bazilari, gliniimiizde
gecerliliklerini yitirmistir. Ornegin; SHYV, siilfidril variabl’dan kisaltilmis bir isim iken,
glinimiizde SHV-1 enziminin aktif bolgesinin siilfidril degil, serin hidroksil oldugu agiga
cikmustir. Benzer sekilde, ilk kez Pseudomonas’tan izole edilmis olan PSE enziminin, artik
Enterobakteri’lerde de bulundugu bilinmektedir. Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan
smiflandirma  disiplinleri, Ambler ve Bush-Jacoby-Mederios simiflandirmalaridir (28).
Ambler, beta laktamazlari niikleotid dizilerine gore molekiiler olarak siniflandirmigtir
(Tablo 2).

A Smifi: Plazmid kontroliinde olan penisilinazlar. Aktif bolgesinde serin aminoasiti

tasirlar. Oncelikli olarak penisilinleri hidrolize ederler.

11



B Smifi: Aktivasyon i¢in ¢inko veya bakir gibi divalan katyonlara gereksinim duyan
metallo enzimlerdir. Klasik inhibitorlere direngli olan bu enzimler, EDTA ve merkapto
bilesikleri gibi metal selatorleri ile inhibe olurlar. Karbapenemler basta olmak iizere
neredeyse tiim beta laktam antibiyotikleri hidrolize edebilme potansiyelleri vardir. Ulkemizde
heniiz ¢ok az sayida taninmasina ragmen, izole edilen suslarin hemen hemen tiim beta laktam
antibiyotiklere kars1 direngli oldugu bildirilmistir (29).

C Smfi: Kromozom kontroliinde olup sefalosporinaz aktiviteleri olan beta
laktamazlardir (24, 25).

D Sinifi: Oksasilini hidrolize eden enzimlerdir.

A, C ve D gruplan aktif bolgelerinde SERIN igerir. Buna karsilik olarak, B grubu
CINKO bulundurur.

Bush ve arkadaslari, beta laktamazlar1 substrat profilleri ve beta laktamaz
inhibitdrlerine duyarlilik temeline gore 4 grupta toplamiglardir. Ancak bu gruplarin igerisinde

bazi alt gruplar da yer almaktadir (Tablo 2) (28).
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Tablo-2: Beta laktamaz siniflari

Bush-Jacoby- Alt Gruplar Molekiiler simf Substrat Temel dzellikler
Mederios siniflamasi (Ambler)

Grup 1 C Sefalosporinler ~ Genellikle gram negatif
bakterilerdeki
kromozomal enzimler
(ancak plazmidle de
kodlanabilir). Klavulanik
asit ile inhibe olmaz.

Grup 2 A, D Bir¢ogu klavulanik asit ile
inhibe olur.

2a A Penisilinler Stafilokok ve
enterokoklardaki
penisilinazlar
2b A Penisilinler Genellikle gram negatif
Sefalosporinler  bakterilerdeki genis
spektrumlu beta-
laktamazlar (TEM, SHV)
2be A Penisilinler, dar  Oksiiminosefalosporin ve
ve genis monobaktamlara direng
spektrumiu olusturan genislemis
Sefalosporinler  spektrumlu beta
laktamazlar
2br A Penisilinler Inhibitdrlere direngli TEM
(IRT) beta laktamazlar
2c A Penisilinler Karbenisilini hidroliz eden
enzimler
2d D Penisilin, Oksasilini hidroliz eden
Oksasilin klavulanik asit ile az
inhibe olurlar.
2e A Sefalosporinler  Klavulanik asit ile inhibe
olan Sefalosporinazlar
2f A Penisilin, Karbapenemleri hidroliz
Sefalosporin, eden, aktif bolgede serin
Karbapenemler igeren klavulanik asit ile
inhibe olan enzimler.
Grup 3 3a, 3b, 3¢ B Karbapenemler  Metallo betalaktamazlar
dahil bir ¢cok
betalaktam
Grup 4 ? Penisilinler Diger gruplara girmeyen

dizileri belirlenmemis
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Tabloda goriildiigi gibi beta laktamazlar i¢in yapilan siniflandirmaya gore gram
negatif bakteriler arasinda hizla yayilan, hasta saglig1 ve tedavi maliyetleri agisindan ciddi

olumsuzluklarin gelismesine neden olan GSBL’ler A grubu enzimlerdendir.
2.4.2. GSBL’lerin Tarihgesi

Beta laktamazlarin tarihgesi, 1940 yilinda Abraham ve Chain tarafindan bir E.coli
susunda bu antibiyotigi pargalayabilen bir penisilinazin gosterilmesi ile baglamaktadir. 1944
yilinda Kirby, S.aureus suslarindan benzer nitelikte bir enzim elde etmistir. Penisilinin klinik
tedaviye girmesini izleyen 20-25 yil boyunca beta laktamazlarin say1 ve gesitleri oldukca
kisith kalmistir. Bu donemde gram negatif bakterilerin ¢ogunun TEM-1, K.pneumoniae
suglarmin SHV-1 irettigi goriilmektedir. Ancak, 1978-1980 yillarinda, yeni beta laktam
antibiyotiklerin  (sefamisinler, karbapenemler, sulfonlar, monobaktamlar) kullanilmaya
baglamasiyla beta laktamaz tiplerinin de hizla arttign goriilmektedir. Beta laktam
antibiyotiklerin yaygin kullanimi, beta laktamazlarin evrimsel degisikliklere ugramasina, say1
ve etki spektrumlarmin ¢ok ciddi boyutta artmasina neden olmustur. 1995-2000 yillart
arasinda grup 1, 2be, 2br, 2d ve 3’deki enzim sayilar1 neredeyse 2 katina ¢ikmistir. Penisilin
G’yi hidrolizleyen, beta laktamaz (penisilinaz) tiretimiydi ve bu gen plazmidle yayilmaktaydi.
Gram negatiflere de etkili olan ampisilin gibi yar1 sentetik penisilinler 1960’11 yillarda,
ardindan da 1. kusak sefalosporinler giindeme gelmistir. Gram negatif bakterilerde 1963’lerin
baslarindan itibaren genis spektrumlu betalaktamazlar (TEM-1, TEM-2, SHV-1)
yayginlasmaya baslamistir. Bu plazmidik enzimler yoluyla temosilin diginda tiim penisilinler
ve 1. kusak sefalosporinler inaktive edilmistir. Bununla birlikte, 1970 lerin sonunda ve
1980°1i yillarin baginda 6nce sefamisinler ve 2. kusak sefalosporinler bulunmustur. Ardindan,
gram negatiflere karsi daha etkili, 3. kusak sefalosporinler kullanima girmistir. Gegen
zamanla birlikte, gram negatif bakteriler beta laktamazlarint modifiye etmis, TEM-1, TEM-2,
SHV-1 de bir veya birka¢ aminoasidi degistirerek bu enzimlerin etki spektrumlarini biraz
daha genisletmis ve genislemis etkili beta laktamazlar1 (GSBL) iiretmeye baslamislardir. En
sonunda, ilk GSBL pozitif sus, K.pneumoniae olarak 1983’de Almanya’dan bildirilerek,
literatiirdeki yerini almistir (15, 30).

Ik zamanlar GSBL pozitif bakteriler, gram negatiflere etkili tiim penisilinleri, 3. kusak

basta olmak tiizere sefalosporinleri ve monobaktamlar1 inaktive etmislerdir. Son 20 yildir
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ozellikle gram negatif bakterilerde sefalosporinlere direngte one ¢ikan mekanizma olan ve
klinikte 6nemli bir sorun haline gelen GSBL’ler, Klebsiella spp. ve E.coli'lerde daha sik
bulunmakla birlikte Salmonella spp. ve Shigella flexneri de dahil, birgok enterik bakteride
bildirilmistir. Ozellikle Klebsiella tiirleri ve E.coli basta olmak iizere, GSBL iiretimi ve
patojen bakteriler arasinda hizla yayilmasi son yillarda ciddi sorunlar olusturmaktadir (3). Bu
enzimler bir iki aminoasit degisikligi ile dar spektrumlu beta laktamazlardan kdken alirlar
(31). Aktif bolgelerinde serin bulunan, sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim,
seftazidim, sefpirom ve sefepim gibi oksiimino sefalosporinleri hidroliz edebilen, klavulanik
asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorleri ile inhibe olan beta
laktamazlardir. Karbapenemler ve sefamisinler bunlara dayaniklidir. GSBL {ireten bakteriler
her zaman aminopenisilinlere (ampisilin veya amoksisilin), karboksipenisilinlere (karbenisilin
veya tikarsilin) ve tireido penisilinlere (piperasilin, mezlosilin) direnglidir. GSBL iireten
mikroorganizmalar c¢ogu kez aminoglikozidler ve florokinolonlar gibi diger gruptaki

antibiyotiklere de direnglidir.

Bugiine kadar 500-600 beta laktamaz enzimi tanimlanmistir. Bunlarin 200-300 tanesi
GSBL’lerdir (5). Tanimlanan ilk GSBL iireten susun seftazidim ve sefotaksimi belirgin
degerlerde hidrolize eden klasik SHV-1 beta laktamazin bir mutant formu oldugu anlasildi.
Bu sebeple bu enzime SHV-2 beta laktamaz adi verildi. Daha sonra bunu Fransa’dan ,TEM-2
beta laktamazdan genetik olarak sadece iki aminoasit farkli olan bir mutant enzim bildirisi
takip etti (23). Bulunusundan giiniimiize kadar GSBL’lerin sayisinda ve ¢esidinde hizli bir
artig dikkati ¢ekmistir. Bu enzimler enterik ¢omaklarda sinirli kalmayarak Pseudomonas ve
Acinetobacter gibi nonfermentatif etkenlere de yayilmistir. Ulkemizde 1992 yilindan beri
GSBL’ler arastirtlmakta ve bildirilmektedir. TEM ve SHV tip beta laktamazlarin mutant
formu olan GSBL’ler, orijinal enzimlerin aksine genis spektrumlu sefalosporinleri,
aztreonami ve diger tiim penisilinleri hidrolize ederler. Ancak sefamisinler bu kuralin disinda

kalir (5, 32, 33).

GSBL enzimleri hizla yayilmakta olup Ingiltere, Ispanya, Portekiz, Italya Yunanistan,
ABD, Kuzey Afrika, Giiney Amerika, Japonya ve Cin basta olmak iizere hemen hemen tiim

uzak dogu iilkelerinde tespit edilmistir. SHV-2 ve SHV-5 Almanya’da, SHV-3, SHV-4 ve
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TEM-3 Fransa’da, ve SHV-5 ise Yunanistan’da daha yaygin enzimlerdir. Onceleri TEM ve
SHYV tiim diinyada yaygin iken, glinimiizde CTX-M tipi daha yaygin hale gelmistir (2, 5).

2.4.3. GSBL tipleri

GSBL’lerin ¢ogunlugu TEM, SHV veya OXA enzimlerinden koken almiglardir.
Giliniimiizde TEM tiirli beta laktamazlarin sayis1 130'u, SHV tiirii beta laktamazlarin sayisi
50'yi gegmistir. Bu ii¢ enzimin tiirevleri disinda son yillarda bunlardan kdken almayan (CTX-

M, PER, VEB vs.) genislemis spektrumlu enzimlerde de biiyiik bir artis olmustur (34, 35).

2.4.3.1. TEM'den koken alan GSBL 'ler

GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tiirevi 1987 yilinda bildirilen TEM- 3 “tiir (30, 36).
GSBL fenotipi TEM enziminde, belirli pozisyonlarda olusan aminoasit degisiklikleri ile
meydana gelmektedir. TEM grubu beta laktamazlar E.coli ve K.pneumoniae basta olmak
tizere Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri ve
Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde sik bulunmaktadir (30). Plazmid kokenli
bilinen en eski enzim olan TEM-1, gram negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve
ampisiline direngli E. coli’lerin % 90’inda direngten sorumludur. TEM-1 ve TEM-2 enzimleri
siklikla transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu enzimler olup, ampisilin, penisilin
ve birinci kusak sefalosporinlere karsi dirence neden olur. Ancak oksiimino sefalosporinlere
kars1 aktiviteleri yoktur. Bazi amoksisilin klavulanik asite direngli E.coli'lerin niikleotid
dizilerinin incelenmesi ile TEM beta laktamazlarindaki mutasyonlar sonucu, 1997 yilindan
itibaren beta laktamaz inhibitorlerine direngli yeni varyantlarin olustugu belirlenmistir. Bu
enzimler IRT (inhibitor rezistan TEM) olarak isimlendirilmis ancak daha sonra koken

aldiklar1 TEM ya da SHV’de siralamaya girmistir.

2.4.3.2. SHV'den koken alan GSBL'ler

SHV grubu enzimlerin koken aldigi SHV-1 enzimi en sik K.pneumoniae 'da
bulunmaktadir ve siklikla kromozomal bir enzimdir. SHV kokenli GSBL’lerin sayis1t TEM

kokenli olanlara kiyasla daha azdir, ayrica aminoasit degisikligi olan pozisyonlar daha azdir.

GSBL fenotipi gosteren SHV tiirlerinin gogunda karakteristik degisiklik, 238. pozisyonda
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glisin yerine serin girmesidir (37). Bugiine kadar aminosit yer degistirmelerinin benzersiz
kombinasyonlari baz alinarak 50’den fazla SHV tanimlanmistir. SHV-1 aminositlerinin
%68’1 TEM-1 ile ortaktir. Avrupa ve Amerika’da SHV tip GSBL’lerin hakim oldugu
bildirilmektedir. SHV-5 ve SHV-12 bu grubun iginde en yaygin goriilenleridir. Ampisilin,
tikarsilin ve piperasiline direng olusturmaktadir, oksiimino sefalosporinlere karsi aktivitesi
yoktur (30, 38).

2.4.3.3. OXA’dan koken alan GSBL'ler

Oxasilini hidrolize edebilmelerinden dolayr bu ismi alirlar. OXA grubu enzimler
genellikle P.aeruginosa'da bulunan GSBL’lerdir. Bu enzimleri tasiyan Pseudomonas’larin en
onemli Ozelligi seftazidime yiiksek direng gostermeleridir. Fakat OXA-17 tasiyan suslar
seftazidimden daha fazla sefotaksim ve sefepime Kkarsi direng gosterir. OXA-1'den OXA-10"a
kadar olanlar1 dar spektrumlu enzimlerdir ve substrat oksasilin ve kloksasilindir. OXA-31 ise
sefepime direng olustururken seftazidime duyarlidir (30, 37, 39). Aminoasit dizilerindeki
nokta mutasyonlari sonucu oksiimino sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu
enzimler haline gelmislerdir (33). Birgok OXA tipi GSBL’ler klavulanik asit tarafindan
inhibisyona oldukga direnglidir.

24.3.4.CTX-M

Son yillarda GSBL'lerin arasmma yeni katilan bir gruptur. Bu enzimler TEM ve
ailelerine liye olmayan en yaygin gruptur. Sefotaksimi seftazidime kiyasla ¢ok daha iyi
hidrolize edebilmelerinden dolayr CTX-M olarak adlandirilmistir. Bazilar ise, seftazidimi
sefotaximden daha hizli hidroliz ederler. Sefalosporinleri hidroliz etme 6zellikleri aminoasit
degisiklikleri sonucu degil, biiyiik olasilikla enzimin omega halkasindaki ve beta ucundaki
yapisal degisiklikler sonucudur. Bu enzimlerin 6nemli diger bir 6zelligi de bunlara karsi
tazobaktamin inhibitdr etkisinin klavulanik aside ve sulbaktama gére daha fazla olmasidir. Ik
CTX-M beta laktamaz enzimi 1989 yilinda Almanya'dan E.coli'de bildirilmis, o tarihten
bugiine kadar Salmonella spp. basta olmak {iizere birgok Enterobacteriaceae tiiriinde
saptanmustir (30, 37, 40). Giiniimiizde CTX-M ailesinde 40’tan fazla enzim bulunmaktadir ve
bunlar aminoasit dizilerindeki benzerliklere gore bes gruba ayrilmistir. CTX-M-14, CTX-M—
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3 ve CTX-M-2 en yaygin olan enzimlerdir. Yayilmalar1t hem plazmidlere hem de hareketli
genetik elementlere (ISEcpl gibi) baglidir. CTX-M enzimlerini iireten mikroorganizmalar
cogunlukla hastane infeksiyonlarindan izole edilmelerine karsin SHV ve TEM enzimlerinden
farkli olarak Vibrio cholerae, tifo dis1 Salmonella ve Shigella spp. gibi toplumdaki infeksiyon
etkenlerinde de bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullaniminin

CTX-M enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadigi diistiniilmektedir (41).

2.4.3.5. Diger simfA GSBL’ler

Diger Sinif A GSBL’ler yaygin degildir. Esas olarak P.aeruginosa’da ve nadir
cografik bolgelerden rapor edilmistir. Bunlardan PER-1 enzimi iilkemizde ilk kez
S.typhimurium daha sonra P.aeruginosa ve A.baumanii suslarinda gosterilmistir. Plazmid
kontroliinde bir enzim olan PER-1 enzimi igeren P.aeruginosa'nin en belirgin 6zellikleri,
izolatlarin seftazidime cok direngli olmalarina karsin piperasilin i¢in daha diistik bir direng

gostermeleridir. Bu enzimler klavulanik asit ve tazobaktama duyarlidir.

2.4.3.6. Inhibitor direncli genis spektrumlu beta laktamazlar

Beta laktamaz inhibitorlerine (amoksisilin-klavulanik asit) direngli E.coli” ler 1997
yilindan itibaren bildirilmeye baglamistir. Niikleotid dizilerinin incelenmesiyle TEM beta
laktamazlardaki mutasyonlar sonucu GSBL’lerde oldugu gibi yeni beta laktamaz
inhibitorlerine direngli varyantlarin (IRT BL) olustugu belirlenmistir. TEM-50 ve TEM-68
gibi nadir o6rnekler disinda IRT’ ler 3. kusak sefalosporinleri hidroliz etmemektedir. Bu
enzimler onceleri IRT (inhibitdr rezistan TEM) olarak isimlendirilmis, ancak daha sonra
koken aldiklart TEM ya da SHV’ de siralamaya girmistir. 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 kombinasyonlarina direngli, tazobaktam ve piperasilin-

tazobaktam kombinasyonuna duyarlidir (30).
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2.4.4. Giincel 6nem tasiyan beta laktamaz gruplar:

2.4.4.1. Bush Grup 1 kromozomal enzimler (AmpC beta-laktamazlar)

1., 2., 3. kusak sefalosporinleri, penisilinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilen bu
enzimler gram negatif basillerin ¢ogu tarafindan iiretilmektedir (42). Sefepim, bu enzimlerin
etkilerine goreceli olarak dayaniklidir. Karbapenemler {izerine etkileri son derece az olmasina
karsin, bu enzimlerin asir1 iiretimi dis membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma
ile birlestiginde karbapenem direncine yol acabilmektedir. Bu enzimler, aktif bolgelerinin
yapisal Ozellikleri nedeniyle klavulanik asit ve sulfonlarin beta laktam halkalarina
baglanamadiklar igin beta laktamaz inhibitorlerine direnglidirler. Grup 1 enzimlerin ¢ogu
indiiklenebilir niteliktedir. E.coli’de AmpR bulunmadigi i¢in bu tiirde indiiklenebilir

kromozomal enzimler goriillmez.

2.4.4.2. Plazmid kokenli AmpC tipi beta laktamazlar

Plazmid kokenli aktarilabilir AmpC tipi beta; laktamazlar, kromozomal AmpC
betalaktamaz genlerinin plazmidlere transfer olmasi ile gelisip; E.coli, K.pneumoniae,
Salmonella spp. C.freundii, E.aerogenes, P.mirabilis suslarinda bulunabilmektedir. Plazmid
kokenli AmpC tipi enzimler indiiklenebilir olmamalar: ile diger enzimlerden ayrilirlar. Bu
enzimler genis spektrumlarmin yani sira aktarilabilir olanlar1 ile sorun olusturmaktadir.
Ozellikle AmpC tipi enzimin asir1 iiretimi dis membran porin kaybi veya bir diger beta
laktamazin sentezi gibi ek bir mekanizma ile birlestiginde enzimlerin etki spektrumlar1 ¢ok
genislemektedir. Ornegin, plazmid kokenli ACT-1 beta laktamazini iireten K.pneumoniae
suglarinda 42 kDa’lik bir dig membran protein kaybi, imipenem direncine yol agmaktadir.
Sonug olarak, AmpC tipi enzimlerin enterik bakteriler arasinda yayiliyor olmasi tedavi
seceneklerinin daralmasina neden oldugundan sorun olusturmaktadir. Bu tip bakterilerin
seleksiyonu agisindan en diisiik riski sefepimin tasidigi 6ne siiriilmektedir, fakat bu ilaglarla
yapilan tedavi sirasinda porin kaybi oldugu bildirilmektedir. Ayrica bu sefamisin grubu
antibiyotiklerin iilkemizde satis1 yapilmamaktadir. E.coli ve K.pneumoniae suslarinda,
3.kusak sefalosporinlerin yanisira sefoksitine ve beta laktamaz inhibitorlerine direng

bulunmasi, AmpC tipi bir enzimin varhigin diisiindiirmelidir (43, 44).
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2.4.5. GSBL’lerin epidemiyolojisi

GSBL {ireten organizmalarin sayisi tim diinyada hizla artmaktadir. GSBL
prevalansinin iilkeler, sehirler, hastaneler arasinda degistigi; hatta ayn1 hastanedeki servisler
arasinda dahi farkliliklar gosterdigi bildirilmektedir (7). Yapilan ¢aligmalarda Klebsiella
izolatlarinda GSBL orani Latin Amerika’da %42.7, Avrupa’da %21.7, Kuzey Amerika’da
%b5.8 olarak bildirilmistir (8). Tonkic ve ark. (45) yaptiklar1 ¢alismada K.pneumoniae’de
GSBL oranini %36.8 olarak bulmuslardir. Son yillarda iilkemizde Klebsiella spp.

izolatlarinda %42-56.5 arasinda degisen oranlarda GSBL pozitifligi tespit edilmistir (9, 10).

TEM ve SHV tipi enzimler 90’Ih yillarda en sik gozlenen GSBL enzimleri olup
ozellikle K.pneumoniae’de sik goriilmekteydi (46). Giinlimiizde yapilan galismalarda ise
CTX-M enzimlerinin daha yaygin hale geldigi ve 6zellikle toplum kokenli E. Coli tiirlerinde
bu enzimlerin sik gorildiigi bildirilmistir (46, 47). CTX-M-3, SHV-2 ve SHV-5 Dogu
Avrupa iilkelerinde hizla yayilmaktadir (48). Ulkemizde ise en stk CTX-M-15 goriiliirken
(49), OXA-48 karbapenemaz tireten K.pneumoniae izolatlarinin ve SHV-12 enziminin de

sikliginin arttigi bildirilmektedir (50).

Gerek iilkemizde gerekse yurtdisindaki GSBL oranlarinda goriilen farkliliklar,
bakterilerdeki enzim iiretim sikliginin belli sartlarla degisiyor olmasi ile ilgilidir (51). Enzim
tiretimindeki artisin genis spektrumlu beta laktam antibiyotik kullanimiyla yakin iligkili ve
beta laktam direncindeki artigla paralel oldugu bilinmektedir (52).

2.4.6. GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden oldugu sorunlar

a) Direnc¢: Bu enzimleri tasiyan plazmidler aym1 zamanda pek c¢ok beta laktam dist
antibiyotige kars1 genetik materyal tasidigindan GSBL {ireten bakterilerde basta
aminoglikozidler olmak tizere kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-

sulfametoksazol direnci de es zamanli bulunabilmektedir (53).
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b) GSBL iireten organizmalar ile kolonizasyon veya enfeksiyon gelisimi icin

risk faktorleri

e Hastanede kalis siiresi,

e YBU Kkalis siiresi,

e Uzun siireli antibiyotik kullanima,

e Santral vendz veya arteriyel kateter varligi,

¢ Acil abdominal cerrahi,

¢ Bir gastrostomi veya jejunostomi tiipii varligi,
¢ Diisiik dogum agirligi,

e Onceden ikamet edilmis uzun siireli bakim tesisi (6rnegin: huzurevi),
e Hastalik siddeti,

e Bir iiriner kateterin varligi,

e Solunum destek tinitesi,

e Hemodiyaliz vb.

c) Enfeksiyonlarin tedavisinde zorluk: Bu bakterilerle gelisen infeksiyonlarda ¢oklu

direng gelisimi sik goriildiiglinden tedavi secenekleri ¢ok kisitlanmaktadir.

d) Morbidite ve mortalite: Pek cok retrospektif ¢calismada GSBL varliginin mortalite

ve morbiditeyi olumsuz etkiledigi gosterilmistir (53).

e) Laboratuvarda GSBL saptanmasinda karsilasilan zorluklar: GSBL sentezleyen
bir bakteri, sentezledigi enzimin farkli sefalosporinlere afinitesinin degisik olmasi ve
inokiiliim etkisi gibi nedenlerle 3.kusak sefalosporinlere duyarli gibi gériinebilir. Ornegin
TEM-26 tasiyan K.pneumoniae susu in vitro seftazidime direngli, sefotaksime duyarli gibi
goriinebilir. TEM-26 diisiik yogunluklarda bile seftazidime yiiksek afinite gosterir, buna
karsin sefotaksime hidrolitik aktivite infeksiyon ortaminda oldugu {zere bakteri
yogunlugunun arttig1 durumda ortaya cikar. Bu nedenle sefotaksimle tedavi basarisizlikla
sonuglanir. Seftazidime yiiksek afinite gosteren GSBL’lerin sik rastlandigi bir yerde
laboratuvarin rutin duyarlilik testlerinde 3.kusak sefalosporinlerden sefotaksim ve

seftriaksonu tercih etmesi GSBL saptanmasini giiclestirecektir.
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2.4.7. GSBL’lerin laboratuvar tanisi

2.4.7.1. GSBL tarama testleri

3.kusak sefalosporinlere karsi direncin seviyesi farkli GSBL enzimleri arasinda ¢ok
fazla degiskenlik gostermektedir. GSBL’yi arastirmanin en iyi yolu, baslangicta sefpodoksim,
sefotaksim, seftriakson, seftazidim veya aztreonama azalmis hassasiyetin arastirilmasidir.
Sayilan bes antibiyotikten iki tanesinin kullanilmasi 6nerilmektedir ancak degisik GSBL’lerin
substrat tercihleri farkli oldugundan duyarlilik testlerinde farkli genis spektrumlu beta
laktamlarin bulunmasi tarama testinin duyarliligin1 artirmaktadir (25). GSBL tarama testinde

antibiyotik zon ¢aplart minimum inhibitér konsantrasyonlari tablo 3’de sunulmustur (54).

Tablo-3: GSBL’ler i¢in tarama testi olarak 6nerilen inhibisyon zonu ve

MIK degerleri (NCCLS)

Antibivotik inhil)iﬁ)'un Zonu(mm) _\IiKm;_s,fmll
Sefotaksim <27 =2
Seftriakson =25 =2
Seftazidim <22 =2

Sefpodoksim =17 =2
Aztreonam =27 =2

Amerika’nin Klinik Laboratuarlar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) Onerilerine gore;
Cefoksitin duyarli ve Ceftazidim zon ¢ap1 22 mm ve altindaysa, Aztreonam ve Sefotaksim
zon ¢ap1 27 mm ve altindaysa, Ceftriakson zon ¢ap1 25 mm ve altindaysa, Cefpodoksim zon

capt 17 mm ve altindaysa; kesinlikle GSBL i¢in dogrulama testi yapilmalidir.

2.4.7.2. GSBL dogrulama testleri

Fenotipik dogrulama testleri klavulonik asit ve indikatdr sefalosporin ve/veya
monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testler, GSBL’leri

beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen Amp-C tipi enzimlerden ayirt etmektedir.
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GSBL dogrulama testleri:
e Cift Disk Sinerji (CDS) Testi
e Kombine Disk Yontemi
e Ug boyutlu test
e Klavulanik asit kombinasyonlu mikrodiliisyon testi
¢ Kilavulanik asit kombinasyonlu disk difiizyon testi
o E-test yontemi
e Otomatize sistemler (Vitek, MicroScan, BD Phoenix)

e Molekiiler teknikler (PCR, DNA problari, Niikleotid sekanslama)

2.4.7.2.1. Cift disk sinerji testi

Bu disk difiizyon yonteminde bakteri silispansiyonu 0,5 McFarland yogunlugunda
olacak sekilde hazirlanir ve Mueller Hinton agar plagma yayilir. Plagin merkezine
amoksisilin-klavulonik asit diski (AMC 10/20ug) yerlestirilir. Merkeze uzakligi 20— 25 mm
olacak sekilde aztreonam (AZT 30ug), seftazidim (CAZ 30ug), sefotaksim (CTX 30ug),
seftriakson (CRO 30ug) veya sefpodoksim (CPO 10ug) diskleri konulur. Plak, 35°C'de 18-20
saat inkiibe edilir. Antibiyotiklere ait inhibisyon zonlarinin klavulanik aside dogru
genislemesi veya iki inhibisyon zonu arasinda bakteri lireyen alanda liremenin olmadig1 bolge

goriilmesi GSBL pozitif (+) olarak yorumlanir (15).

Kromozomal ve indiiklenebilir Amp-C enzimi iireten tiirlerde, dogrulama testleri ile
ilgili gicliikler bulunmaktadir (55, 56). Klavulonik asit Amp-C tipi beta laktamazlari
indiikledigi i¢in, klavulonik asit yanindaki beta laktamazin etkinligini arttirmak yerine
azaltmaktadir. Bu durumda GSBL varligina bagimli sinerji ortadan kalkmaktadir. Sulbaktam
ve tazobaktam gibi siilfonlarla indiiksiyon olmadigi i¢in, Amp-C iireten tiirlerde klavulonik
asit yerine bu ajanlar kullanilabilir. Sefepim, tigiincii kusak sefalosporinlere kiyasla Amp-C
tipi beta laktamazlardan minimal diizeyde etkilendigi i¢in bu tip enzimleri iireten suslarda
GSBL saptanmasinda daha giivenlidir. Yine Amp-C tipi beta laktamaz iireten suslarda
sefoksitine direng goriilmesi GSBL ayriminda kullanilabilecek bir parametredir (56).

Bu yontemin duyarligi %79-97, ozgilligi ise %94-100’dir. Kolay, rutin ve ucuz

olmas1 avantajlaridir. Dezavantaj1 ise, izolatin iirettigi enzim miktarina veya tipine gore
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diskler arasi uzakligin standardizasyonunun olmamasidir ve yorumu subjektiftir. SHV-2

tasiyan izolatlarda yanlig negatif sonu¢ vermektedir.

2.4.7.2.2. Kombine disk yontemi

Kombine disk yonteminde sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30 pg) disklerine 10ug
klavulanik asit eklenir. McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan
bakteri siispansiyonunun yayildigt Mueller-Hinton Agar (MHA) plaklarina klavulanik asit
iceren ve icermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirilir. Bir gece 35°C’de
inkiibasyondan sonra kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulanik asit icermeyen disk
etrafindaki zona kiyasla > 5 mm daha genisse izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul

edilir (15). (Or.: seftazidim zon ¢api=16 mm, seftazidim klavulonik asit zon ¢ap1= 21 mm).

2.4.7.2.3. Ug boyutlu test

Bakterilerin kanli agar besiyerlerindeki bir gecelik taze pasajlarindan hazirlanan 0,5
McFarland bulanikligindaki siispansiyonlar1 Triptic Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya)
besiyerine ekilerek 35°C’de 4 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda hiicreler santrifiij edilerek
ve ardindan bes kez dondurulup ¢ozdiiriilerek enzim ekstraksiyonu yapilir. Standart disk
difiizyon testi i¢cin Mueller Hinton agara ATCC 25922 E. coli susu inokiile edilerek plagin
ortasina sefoksitin (30 ug) diski konulur. Diskten 5 mm uzaklikta olacak sekilde steril
bistiiriyle yariklar acilir ve yariklara pipet yardimiyla 25-30 pL elde edilen enzimlerden
konulur. Petriler 35 °C’lik etiivde bir gece inkiibasyona birakilir. Ertesi giin inhibisyon
zonuyla kesisen yariklardaki suslardan 3 mm’ye esit ve 3 mm’den fazla distorsiyona neden

olanlar “li¢ boyutlu test pozitif” olarak kabul edilir (57).

2.4.7.2.4. Diliisyon yontemleri

S1vi mikrodiliisyonda, sefotaksim ve seftazidim tek baslarina ve 4 pg/ml klavulanik
asit ile birlikte test edilir. Klavulanik asit ile kombine edilen ilacin MIK degeri tek basina

olanla kiyaslandigida > 8 kat azalma GSBL varligin1 gosterir (15).

2.4.7.2.5. E Test yontemi

Test stripleri bir ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim klavulonik asit

(TZL) icerecek sekilde hazirlanmistir. Benzer sekilde sefotaksim (CT) ve sefotaksim
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klavulonik asit (CTL) iceren E-test stripleri de bulunmaktadir. 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
MIK degerinde > 8 kat fazla azalma olmasi GSBL varligim gosterir. Ozellikle CT-CTL
striplerinde klavulanik asitin diger tarafa da difiize olmasi nedeniyle stripin ortasinda bir

“fantom zon” goriilebilmektedir. Bu zon GSBL gostergesi olarak kabul edilmektedir (15).

Bu yontemin duyarlihigi %87-100, 6zgilligi ise %95-100°dir (46, 58). Enzimatik
aktivitesi diisiik olan GSBL’leri saptamada giiglik bulunmasi ve maliyetinin yiiksek olmasi

rutin kullanimini kisitlamaktadir.

2.4.7.2.6. Otomatize sistemler

Otomatize sistemler, baz1 spektofotometrik ve / veya baska bir dizi 6l¢iim yOntemi
kullanilarak mikroorganizmalar1 tiplendiren bir yontemdir. Bazi sistemlerde, ayrica ilag
direnclilik profillerini goriintiilemek i¢in kullanilan sistemlerdir. Genel olarak, tiplendirilmek
istenen mikroorganizmanin kolonilerinden belirli bir bulanikliktaki (genellikle 0,5 Mc
Farland) bakteri siispansiyonu sistem ile birlikte saglanan Kkartuslar {izerindeki belirli
bolgelere uygulanmaktadir. Belirli bir 1sidaki inkiibasyonun ardindan, cihaz {izerine

yerlestirilen kartuglarin okunmasi ve sonuglarin alinmasi ile tiplendirilme yapilmaktadir.

Bakteriyolojide kullanilan VITEK 2 (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) ve Phoenix
(Becton Dickinson, Sparks, MD/ABD), Mikro-scan panel test gibi otomatize sistemler de
GSBL iireten suslar saptayabilmektedirler. Bu sistemler; GSBL varligin1 ¢esitli kurallari
isleterek tiim penisilinleri, sefalosporinleri ve aztreonami direngli olarak rapor ederler. Bu
sistemlerin Ozellikle karbapenem direngli K. pneumoniae suslarindaki direnci saptamakta

yetersiz oldugu bildirilmektedir (59).

2.4.7.2.7. Molekiiler yontemler

Spesifik GSBL tipini belirlemek i¢in molekiiler yontemlere gerek vardir. GSBL'nin ilk
belirlendigi donemlerde izoelektrik noktanin belirlenmesi var olan GSBL'leri gostermek i¢in
yeterli olmaktaydi. Izoelektrik odaklama ydntemi ile enzim tiplerinin 6zgiil izoelektrik

noktalar1 belirlenerek hangi gruba dahil olduklari tahmin edilebilmektedir (60). Ancak sayilari
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150’nin {izerinde olan TEM tipi enzimlerin ¢ogu Ozdes izoelektrik noktasina sahip
oldugundan enzim tiplerinin sadece izoelektrik noktalara dayanarak belirlenmesi artik

miimkiin goériinmemektedir.

Giliniimiizde 6zgiil enzim tipini belirlemek i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi
gereklidir. En sik ve en yaygin kullanilan molekiiler yontem beta laktamaz genlerine spesifik
oligontikleotid onciillerin kullanildigi PCR’dir. Bu yontemle ancak enzimin bagli oldugu aile
saptanabilir, enzim varyantlar1 arasinda ayirim yapilamaz (61). Bu amagla gelistirilen
oligotyping yontemi ile TEM-1, TEM-2 ayrim1 yapilabilir (62). Oligotyping metodunda nokta
mutasyonlart saptayabilen problar kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda sekans spesifik
peptid nukleik asit (PNA)-bazli multipleks PCR ydnteminin bla-GES-2 identifikasyonunda
standart PCR ve sekans yontemlerine oranla daha dogru sonug verdigi bildirilmektedir (63).

Enzim genlerindeki niikleotid degisikliklerini tam olarak saptayabilen DNA dizi
analizi yontemi ise halen altin standart olma 6zelligini korumakla birlikte, maliyeti yiiksek ve

emek gerektiren bir yontemdir.

2.4.7.2.8. Hizh tam1 yontemleri

GSBL iireten bakteriler i¢gin HMRZ-86 kromojenik substratinin kullanildigi bazi
yontemler bildirilmistir. Bu kromojenik substratin kan kiiltiirlerine eklenmesi ile GSBL iireten
bakterilerin 15 dakika - 2 saat (siv1 besiyerine pasaj yapildiginda) i¢cinde saptanmasi miimkiin
olmaktadir (64). Bu substratin kullanildigi Cica Beta Test (Kanto Chem, Japonya; Mast
Ingiltere) ile 2-15 dakikada GSBL, AmpC ve metallo beta laktamaz iiretimi
saptanabilmektedir.

Yine sefpodoksim igerdigi i¢in GSBL iireten bakterileri segmenin yani sira E.coli,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter ve Protease grubu bakterilerin ayirimini
yapabilen ChromID ESBL (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) hizli tan1 saglayan ticari
kromojenik bir besiyeridir (65). Bir baska kromojenik besiyeri olan CHROM Agar CTX’in
ise, AmpC iireten izolatlarda bile CTX-M pozitif Enterobacteriaceae iiyelerini saptayabildigi
bildirilmistir (66).

Klinik izolatlarda GSBL varligini1 saptama amaciyla kullanilan yontemlerin avantaj ve

dezavantajlar1 Tablo 4’de gosterilmistir.
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Tablo-4: GSBL varligimi saptamak ic¢in kullanilan yontemlerin {stiinliiklerinin
karsilastirilmast
Yontem Avantaj Dezavantaj

CLSI GSBL tarama testleri

Uygulama ve yorum kolayligi

GSBL’ler her zaman direncli

olmayabilir.
Cift disk sinerji Uygulama ve yorum kolaylig1 Diskler arast mesafeler halen
standart degil.
Uc boyutlu test Uygulama ve yorum kolaylig1 GSBL’ye 6zgiil degildir.
E test Uygulama kolaylig maliyet yiiksek.
Otomatize sistemler Uygulama kolayligi Karbapenem direngli

K.pneumoniae suslarindaki
direnci saptamada diisiik
duyarlilik

Izoelektrik odaklama Enzim gruplarini siniflandirarak

PCR testine Onciil olma

Uygulama zor, benzer
izoelektrik noktali enzimleri

ozelligindedir. ayirt etmede yetersiz
PCR Kolay uygulama, gen ailesine TEM ve SHV varyantlart
spesifik arasinda ayrim yapmada
yetersiz.
Oligotiplendirme Ozgiil TEM varyantlar Yeni varyantlar tespit
saptanabilir. edilememekte

PCR-RFLP Uygulama kolay, spesifik
niikleotid degisiklikleri

saptanabilir.

Spesifik niikleotid degisiminin
saptanmalidir.

Altin standart. Yeni enzimler
saptanabilir.

Niikleotid dizi analizi Uygulama zor, maliyet yiiksek

2.4.8. GSBL sentezleyen bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi

4 kusak sefalosporin olan sefepim 6zellikle SHV kokenli GSBL’lere karsi etkilidir.
Fakat bu antibiyotik artan beta- laktamaz yogunlugu karsisinda inokiilum etkisine maruz kalip
inaktive edilmektedir. Ayrica sefepim kullanimindaki artis GSBL {ireten bakterilerle salgina
neden olabilmektedir. Kullanilacaksa yiiksek dozlarda ve miimkiinse etkili olabilecek diger

antibiyotiklerle (kinolon ya da aminoglikozidler) birlikte kullanilmasi onerilmektedir. Bazi
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mikroorganizmalar birden ¢ok beta laktamazi birlikte sentezleyerek veya ayni beta laktamazi
yiilksek miktarlarda tireterek beta laktamaz inhibitorlerine karsit direng gelismesine neden
olabilir. Giintimiizde GSBL iireten gram negatif bakterilerin tedavisinde en fazla tercih edilen
antibiyotiklerin basinda karbapenem tiirevleri gelmektedir. Karbapenem tiirevleri hem

plazmid hem kromozom araciligiyla sentezlenen beta laktamazlara etkilidir (1, 3).
2.4.9. GSBL iireten bakteri infeksiyonlarmin 6nlenmesi

Izolasyon onlemleri, gevresel dekontaminasyon ve antibiyotik kullanim paternlerinde
degisiklik gibi enfeksiyon kontrol onlemleri sayilabilir. Pek ¢ok calismada hastane iginde
genis  spektrumlu  sefalosporin  kullanimi  kisitlanmasinin =~ GSBL  {ireten  bakteri
infeksiyonlarinda azalmaya ve salgnlarin kontrol altina alinmasina katkida bulundugu
gosterilmigtir. Hastane icinde genis spektrumlu sefalosporin kullanimi kisitlanarak yerine
karbapenem veya piperasilin-tazobaktam kullaniminin saglanmasiin 6zellikle GSBL iireten

K.pneumoniae infeksiyonlarinin 6nlenmesi agisindan etkili oldugu gosterilmistir (1, 3).
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3. GEREC VE YONTEM

Ocak 2014 Haziran 2015 tarihleri arasinda Harran Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen c¢esitli klinik o6rneklerden
izole edilen 100 Klebsiella spp. susu, tiir tamimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklarinin
arastirilmast sonucunda genislemis spektrumlu beta laktamaz varlifinin saptanmasi igin
degerlendirmeye alindi. Hastalarin ayni donemde birden fazla kiiltiir 6rneklerinden izole
edilen Klebsiella spp. izolatlarindan yalnizca bir tanesi ¢alismaya dahil edildi. Ayn1 hastaya

ait tekrarlayan 6rnekler ¢aligma kapsami disinda tutuldu.

Izole edilen Klebsiella suslarmin disk diffiizyon ydéntemiyle Amoksisilin-Klavulanat
(AMC), Imipenem (IMP), Piperasilin-Tazobaktam (TZP), Sefepim (FEP), Amikasin (AK),
Siprofloksasin (CIP), Gentamisin (CN), Sefotaksim (CTX), Seftazidim (CAZ), Seftriakson
(CRO), Sefoksitin (FOX), Trimetoprim/Sulfametaksazol (SXT), Aztreonam (ATM)
duyarliliklart CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute. January 2014) yorumlama
kriterlerine gore degerlendirildi. GSBL varliginin tespiti icin CDST ve E Test yontemleri
kullanildi.

Hastalarin yasi, cinsiyeti, numune tipi, yattig1 klinik, Klebsiella enfeksiyonu igin risk

faktorleri gibi baz1 epidemiyolojik bilgileri kaydedildi.

3.1. Kullanilan besiyerleri ve diger malzemeler

3.1.1. Kanh Agar (Oxoid, Ingiltere)

Icerigi (g/1)

Spesifik Pepton ..., 10.0
Liver digest .......oovveiiveiiieeec e 2.5
YEast eXIract ......ccocveveeenieiiieree e 5
Sodium chloride .........ccooceieiiiiiiiece 5
AQAN ..o 10
pH 7.3+0.2

Kanli agar, genel iiretim besiyeri olarak kullanildi.
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1000 ml distile su igerisine 40.0 gram kanli agar besiyeri eklendi. 5-10 dakika
calkalanarak tamamen ¢oziinmesi saglandi. Besiyeri prosediire uygun olarak hazirlandiktan
sonra pH 7.3’e¢ ayarlandi. 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ ye
sogutulduktan sonra yogunlugu %7 olacak sekilde defibrine insan kani eklendi. Karistirilarak
homojenizasyon saglandiktan sonra 8 cm c¢apindaki steril petri kutularina dokiildi.

Kullanilincaya kadar +4°C” de muhafaza edildi.

3.1.2. Eozin metilen blue agar ( Oxoid, Ingiltere)

Icerigi (g/ 1)

PePtoN ..o 10.0
LaKLOZ ...oovveieceeceeece e 10.0
Dipotasium hidrojen fosfat ................... 2.0
EOSINY oo, 0.4
Metilen BIUE ......ccovvviieiiee e 0.06
AGAT i 15.0
pH 7.2+0.2

Eozin Metilen Blue Agar (EMB), Gram negatif bakterilerin {iremesinin saglanmasi ve
tireyen bakterilerin laktozu fermente etme 6zelliginin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

1000 ml distile su igerisine 37.5 gram EMB agar besiyeri eklendi. 5-10 dakika
calkalanarak tamamen ¢oziinmesi saglandi. Besiyeri prosediire uygun olarak hazilandiktan
sonra, pH 7.2°e¢ ayarlandi. 121°C* de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye

sogutulduktan sonra, 8 cm c¢apindaki steril petri kutularina dokiildii. Kullanilincaya kadar

+4°C’ de saklanda.

3.1.3. Mueller hinton agar (Oxoid, ingiltere)

Icerigi (g/ 1)

Dehidate infusion ........c.c.ccceevevviiiennns 300.0
Casein hidrolisate-asidic ................... 17.5
AGAr oo 17.0
Starch ..o 1.5
Heart extract paste .........ccccoecveevveenne 5
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Mueller Hinton Agar (MHA), antibiyotik duyarlilik testleri i¢in kullanildu.

MHA besiyeri, ticari toz besiyerinden Tireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi.
Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril plaklara 4 mm kalinlikta olacak sekilde
dokiildii. Kullanilincaya kadar + 4 °C’de muhafaza edildi.

3.1.4. Triple sugar iron agar (Acumedia, USA)

Icerigi (g/ 1)

KAZEIN ..o 5
Enzymatic digest of animal tissue... ............. 5
PEPLON ..o 10
DEXIIOZ ...cooviieiiiiieee e 1
LAKIOZ ..vevveiieieieie e 10
SUKIOZ ot 10
Ferrik amonium sitrat ..........ccccoooeviviieiieennnnn, 0.2
Sodyum KIOTUr ......ocveviveiiieieciesieiese e 5
Sodyum Tiostlfat .........ccoeveviiiiiiciiceieen, 0.3
FENOI Red ....ccoovviiiiiiiee s 0.025
AGAT it 13.5
pH: 7.3 +£0.2

Triple Sugar Iron (TSI) Agar, bakterilerin glukoz, laktoz ve siikroz sekerlerini

fermente etme, gaz ve H,S olusturma 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanildu.

Temel besiyeri tartildi, distile su i¢inde benmaride hafif isitilarak eritildi. pH 7.4’
ayarlandi. Tiiplere 5’er ml dagitilip; agizlar1 pamuk tikac ile kapatildi. Otoklavda 121°C’de
15 dakika steril edildi. Tipler yatik durumda, ylizeyi egimli olacak sekilde katilastirildi.

Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.
Testin Yapilisi: Tek koloniden igne oze ile tlip tabanina 0.5 mm kalacak sekilde

batirma ekimi yapildi, koloni ayn1 zamanda yatik yilizeye de ekildi. 37 °C’lik etiivde 24 saat
inkiibe edildi.
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3.1.5. Simmon’s sitrat agar (Biolife, Italya)

Icerigi (g/ 1)

Mononamonyum fosfat ............c.ccocveeveenne 0.2
Sodyum KIOrid ......cccovvvveieiieiicccecee, 5.0
Sodyum sitrat tribasic ..........ccccevevevieieennnn, 2.0
Magnesium sulfat ..o 0.2
Brom timol mavisi .......ccccccevvvniinieicceee, 0.08
AGAT i 15
Sodyum amonium fosfat ..............c..c........ 0.8

Simmon’s Sitrat Agar, bakterilerin karbon ve enerji kaynag: olarak sitrati kullanma

Ozelliklerini belirlemek amaciyla kullanildi.

Ticari toz besiyerinden iireticinin tarif ettigi sekilde hazirlandi. pH: 6.9’a ayarlandi.
Tiiplere 5’er ml dagitilip; agizlari pamuk tikag ile kapatildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Tipler yatik durumda, yiizeyi egimli olacak sekilde katilastirildi. Kullanilincaya
kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

Testin Yapihisi: Tek koloniden igne 6ze ile besiyeri yiizeyine ekim yapildi. 37 °C’lik
etlivde 24 saat inkiibe edildi.

3.1.6. SIM medium ( HIMEDIA, Mumbai, Hindistan)

Icerigi (g/ 1)

Sigir ekstraktt ... 3.000
Peptic digest of animal tissue...................... 30.000
Peptonized iron ..............ooiiiiiiiiiiiiinn. 0.200
Sodium thiosulphate .............................. 0.025
AT o 3.000

pH (25°C) 7.3+ 0.2

Hidrojen siilfiir iretiminin belirlenmesi, indol olusumu ve enterik hareketlilik

acgisindan kullanild.
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Temel besiyeri tartildi, distile su iginde benmaride hafif 1sitilarak eritildi. pH: 7.4’e
ayarland1. Tiiplere 5’er ml dagitilip; agizlar1 pamuk tikag ile kapatildi. Otoklavda 121°C’de 15
dakika steril edildi. Tiipler dik konumda sogumaya birakildi. Kullanilincaya kadar +4°C’ de

muhafaza edildi.

Testin Yapilisi: Tek koloniden igne 6ze ile tiip tabanina 0.5 mm kalacak sekilde
batirma ekimi yapildi. 37 °C’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi.

3.1.7. Christensen iire agar ( MERCK, Germany)

Icerigi (g/ 1)

Gelatine peptone ..........ccevvvviviiiiiieienennnnn. 1.0
D(#)-GIucoSe .....oovvvviiiiiiiieieiee e, 1.0
Potassium dihydrogen phosphate .................. 2.0
Sodium chloride................coooiii 5.0
Phenolred............oooiiiiii 0.012
AT i 12.0

pH 6.8 +/- 0.2 (at 25 °C)

Ure Agar iireaz iiretimini tespit etmek icin kullanildi. Ureaz enzimi iireyi parcalar ve

amonyak agiga ¢ikar. Ortam alkali olur.

Temel besiyeri tartildi, distile su ilave edildi ve calkalanarak eritildi. Otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi. 50 °C'ye sogutulduktan sonra % 40 iire soliisyonu ilave
edilip karistirildi. Steril tliplere 5’er ml dagitildi; agizlar1 pamuk tikag ile kapatildi. Tipler
yatik durumda, ylizeyi egimli olacak sekilde katilastirildi. Kullanilincaya kadar +4°C’ de
muhafaza edildi.

Testin Yapilisi: Tek koloniden igne 6ze ile besiyeri ylizeyine ekim yapildi. 37 °C’lik
etlivde 24 saat inkiibe edildi.
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3.1.8. Kullanilan antibiyotikler

a. Disk diffiizyon testinde kullanilan antibiyotikler (Oxoid, ingiltere)
¢ Amikasin (30 pg)

e Piperasilin / tazobaktam (100 pg /10 pg)

e Imipenem (10 ug)

e Trimetoprim / sulfametaksazol (10 pg)

e Siprofloksasin (5 pg)

e Gentamisin (120 pg)

e Sefoksitin (30 ug)

b. Cift Disk sinerji testinde kullanilan antibiyotikler (Oxoid, Ingiltere)
e Amoksisilin/klavulanik asit (20 pg /10 pg)

e Aztreonam (30 pg)

e Seftriakson (30 pg)

e Seftazidim (30 pg)

e Sefotaksim (30 pg)

e Sefepim (30 pg)

o

. E Testte kullamilan antibiyotikler ( Bioanalyse, Tiirkiye )
* Seftazidim (30 pg/ml) — seftazidim / klavulanik asit (30/10 pg)

3.1.9. Kullanilan diger geregler

Kan kiiltiir cihaz1 ( Becton Dickinson, USA)

e Etiiv ( Memmert, LODING 100-800, Macherey Nagel)
e McFarland cihazi ( Densichek bioMérieux, Fransa)

e 2 ml. ’lik steril tek kullanimlik kapakli ependorf tiipleri
e (Cam mezir

e Otoklav

e pH metre

e Iigne 6ze
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3.2. Bakteri izolasyonu ve tanimlanmasi

Kiiltlirti yapilmak iizere laboratuvara gonderilen gesitli klinik drnekler, kanl agar ,
cikolatamsi agar ve eosin methylene blue (EMB) agar besiyerlerine ekildi. 37°C’lik etiivde
24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda bakterilerin saf
kiiltiirleri elde edildi. Kolonilerin koloni morfolojileri ve koloni sayilari incelendi. Laktoz
pozitif mukoid koloniler siipheli kabul edildi. idrar kiiltiirlerinde koloni sayis1 5x10" *den
fazla olan 6rnekler degerlendirmeye alindi. Bu mikroorganizmalarin gram boyamalart yapildi.
Mikroskop incelemesinde gram (-) basil olduklar1 goriilen suslara oksidaz deneyi yapildi.

Oksidaz negatif koloniler i¢in ileri tanimlama islemlerine gecildi.

Resim-1: EMB besiyerinde tireyen K.pneumoniae

3.2.1. Biyosimik testlerle tammlama

TSI besiyerinde glukoz, laktoz ve siikroz kullanimi ile gaz ve H,S olusturmasi, sitrat
besiyerinde sodyum sitrat kullanimi, iire agar besiyerinde iireaz iiretimi, SIM besiyerinde

indol olusumu ve enterik hareketlilik yoniinden degerlendirildi.

Biyokimyasal ve fizyolojik 0zelliklerine gore adlandirilan mikroorganizmalar

gerektikce API 20E (bioMérieux, France) testi yapilarak identifikasyon islemi tamamlandi.
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3.2.1.1. TSI besiyerinin degerlendirilmesi

TSI besiyeri bakterilerin glikoz, laktoz ve sukroz iizerindeki etkilerini ve H,S
olusturup olusturmadiklarini belirlemeye yoneliktir. Hafif alkali ortamli olarak hazirlanan TSI
besiyeri, icerdigi fenol kirmizis1 sayesinde alkali ortamda kirmizi goriiniimdedir. Inokiile
edilen bakteri, TSI ortaminda bulunan karbonhidratlari fermente ettigi taktirde ortamin pH’s1
aside kaymakta ve asit ortamda fenol kirmizisi sari bir renge doniismektedir. Glikozu
fermente edip, laktozu ve siikrozu parcalayamayan bakteriler dipte sari, yatik alanda kirmizi
renk olustururlar. Eger inokiile edilen bakteri karbonhidratlardan higbirini kullanmazsa

ortamin pH’s1 alkali kalmakta yani besiyerinin rengi kirmizi olarak devam etmektedir.

Dip ve yatik kisimdaki renk degisimine gore bakterilerin karbonhidratlar1 fermente
edip etmedigi degerlendirildi. Ayrica siyah renk olusumu bakterilerin H,S olusturdugu,
besiyerinde hava kabarciklar1 veya ¢atlamalarin varligi ise gaz olusturdugu yoniinde

degerlendirildi.

Asitdip A (sar)
1Asit yiizey (sar1)

Resim-2: TSI besiyeri
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3.2.1.2. Sitrat besiyerinin degerlendirilmesi

Sitrat testinde bakterinin karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadigina
bakilmaktadir. Besiyeri i¢inde bromtimal mavisi bulunmaktadir. Besiyerinin yesilden maviye
donmesi bakterinin sitrat1 kullanmas1 anlamina gelir ve test pozitiftir. Renk degisimi olmazsa

test negatiftir. Sitrat testi Klebsiella tiirleri i¢in pozitiftir.

Resim-3: Sitrat pozitif

3.2.1.3. Christensen iire agar besiyerinin degerlendirilmesi

Ureaz enzimi bulunan enterik basiller, amonyak {iretimine bagli olarak iire igeren
besiyerinin pH’sini alkaliye g¢evirirler ve besiyerinin rengi indikator (fenol red) sayesinde

inkiibasyon sonrasi saridan pembeye degisir. K.pneumonia’de iireaz pozitiftir.

Resim-4: Ureaz pozitif

3.2.1.4. SIM (Siilfit — indol — Motilite) besiyerinin degerlendirilmesi

SIM besi yerinde, inokulasyon hatti boyunca siyah rengin (demir sulfid, FeS) meydana
gelmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. Higbir degisiklik yoksa negatif olarak kabul
edilir.

Triptofanaz enzimi bulunan gram negatif basiller s1v1 besiyerinde triptofondan indol

olustururlar. Besi yerinin iizerine Kovaks soliisyonu kondugunda kirmizi rengin olusumu
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indol pozitif, sar1 rengin olusumu indol negatif olarak degerlendirilir. K.oxytoca indol pozitif /
K.pneumoniae indol negatiftir.

Tiip besiyerinde temiz / berrak bir goriinlim ve sadece inokiilasyon ¢izgisinde smnirlt
iireme goriilmesi hareketsizligi, inokiilasyon hattindan yanlara dogru yayilan iireme hareketi

ifade eder. Klebsiella tiirlerinde hareket yoktur.

Resim-5: SIM besiyeri

3.2.2. APi 20 E ile tammlama

API 20 E test sistemi Enterobacteriaceae iiyesi bakterilere ait 20 farkli biyokimyasal
test igermektedir (Biomerieux, 2014). Biyosimik testlerle Klebsiella oldugu belirlenen suslara
API 20 E test sistemi uygulandi. Uygulama, iiretici firmanin talimatlarina gére yapildi. API
20 E test sistemindeki biyokimyasal reaksiyonlara gore elde edilen pozitif ve negatif sonuclar,

bilgisayar programinda degerlendirildi.
3.2.3. izole edilen suslarin saklanmasi

a) Suslar saklamak igin % 15 gliserol eklenmis triptik soy broth hazirlanip 2 ml’lik
steril ependorf tliplerine aktarildi.

b) Kiiltirde tireyen, Klebsiella olarak tanimlanan suslar hazirlanan broth igine
stispanse edildi.

) Suslar ¢alisilincaya kadar -80°C’de saklandi.
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3.3. Antibiyotik duyarhhginin arastirilmasi

3.3.1. Disk Diffiizyon Testi

a) Inokiilum, kiiltiir plaklarinda iiremis olan bakteri kolonilerinden bir miktar aliarak
steril serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde
hazirlandi.

b) Bu siispansiyon steril ekiivyon yardimiyla Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyeri
yiizeyine inokiile edildi.

c) Plaklarin kurumasi beklendikten sonra iizerlerine antibiyotik emdirilmis kagit
diskler yerlestirildi.

d) 35 C°’de 18-24 saatlik inkiibasyonu takiben antibiyotik disklerinin etrafinda olusan
inhibisyon zon ¢aplari dlgiildii.

e) CLSI kriterlerine gore elde edilen sonuglar yorumlandi (58) Tablo 5.

Resim-6: Disk difizyon testi
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Tablo-5: Kirby Bauer disk difiizyon testinde kullanilan antibiyotik diskleri ve duyarlilik
sinirlart

Antibiyotik Inhibisyon Zon Capi (mm )

Antibiyotikler Hassas (S)  Orta Dutarh (I) Direncli (R)
Sefepim ( FEP) >19 16- 18 <15
Trimetoprim / >16 11-15 <10

Sulfametoksazol (SXT)

Piperasilin >21 18-20 <17
tazobaktam(TZP)

Ciprofloksasin ( CIP ) >21 18 - 20 <17
Gentamisin (CN ) >15 13-14 <12
Amikasin ( AK) > 17 15-16 <14
Imipenem ( IMP ) >23 2022 <19
Sefotaksim (CTX) > 26 23 -25 <22
Seftazidim (CAZ) >21 18 -20 <17
Seftriakson (CRO) > 24 21-23 <20
Aztreonam (ATM) > 26 23 -25 <22
Amoksisilin / >18 14 - 17 <13

Klavulanikasit (AMC)




3.4. GSBL varhginin arastirilmasi

3.4.1. Cift disk sinerji testi

a) Inokiilum, kiiltiir plaklarinda iiremis olan bakteri kolonilerinden bir miktar alinarak
steril serum fizyolojik igerisinde 0.5 McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde
hazirlandi.

b) Bu siispansiyon steril ekiivyon yardimiyla MHA besiyeri yiizeyine inokiile edildi.

c) Ortada amoksisilin-klavulanik asit diski; ¢evresine sefotaksim, seftazidim,
seftriakson, sefepim, aztreonam diskleri merkezden merkeze 25 mm mesafe olacak sekilde
yerlestirildi.

d) Hazirlanan plaklar 37 °C’de 18-20 saat siire ile inkiibe edildi.

e) Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri incelendiginde, aztreonam, sefotaksim,
seftriakson, seftazidim, sefepime ait inhibisyon zonlarmin klavulanik asit diski karsisinda
bozularak genislemesi, arada hayali bir zon olugsmasi ya da iki inhibisyon zonu arasindaki
bakteri iireyen alanda lireme olmayan bir bolgenin goriilmesi durumunda o susun GSBL
tirettigine karar verildi.

f) Indiiklenebilir AmpC beta laktamaz ayrimmin yapilabilmesi amaciyla antibiyotik
duyarlilik testine sefoksitin (30 pg) diski eklendi. Sefoksitine direngli suslarin kromozomal

AmpC beta laktamaz tirettigi diistiniilmiistiir.

Resim-7: CDST pozitif
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3.4.2. E Test

a) Inokiiliim, kiiltiir plaklarinda iiremis olan bakteri kolonilerinden bir miktar aliarak
steril serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde
hazirlandi.

b) Bu siispansiyon steril ekiivyon yardimiyla MHA besiyeri ylizeyine inokiile edildi.

) Bir ucunda seftazidim (CAZ), diger ucunda seftazidim klavulonik asit (CAL) i¢eren
test stripi plaga yerlestirildi.

d) CAZ ve CAL MIK degerleri birbirine oranlandiginda MIK degerinde > 8 kat fazla

azalma olmas1 durumunda o susun GSBL iirettigine karar verildi.

RERRRNETT 77 v
NTRERSEY

Resim-8: E Test pozitif

Resim-9: E Test negatif
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Istatistiksel analiz: Tim istatistiksel analizler ‘‘Statistical Package For Social
Sciences (SPSS)’” (versiyon 15.0; SPSS, Chicago, IL) programi kullanilarak yapildi.
Karsilastirmalar igin, kikare testi uygulandi. Istatistiksel olarak p degeri 0.05° den kiiciik

olanlar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Epidemiyolojik bilgiler

Calismaya Ocak 2014 - Haziran 2015 tarihleri arasinda Harran Universitesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarma génderilen; biyosimik testler ve API 20
E testi ile 87’si K.pneumoinae, 13’ K.oxytoca olarak identifiye edilen toplam 100 sus dahil
edildi. K.pneumoinae suslarinin 49’unda (%56.3), K.oxytoca suslarmin 6’sinda (%46.1)
GSBL iiretimi saptanmistir. GSBL varliginin soyutlanan Klebsiella tiirlerine gore dagilimi

Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo-6: GSBL varliginin soyutlanan Klebsiella tiirlerine gore dagilimi

Klebsiella Tiirii GSBL Pozitif GSBL Negatif
n % n %

K.pneumoniae (87) 49 56.3 38 43.7

K.oxytoca (13) 6 46.1 7 53.9
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Soyutlanan izolatlarin klinik orneklere gore dagilimlari incelendiginde 100 susun:
37’si idrar, 28’1 kan, 10’u yara, 8’i trakeal aspirat, 7’si dren ucu, 5’1 balgam, 2’si bogaz, 2’si
BOS ve 1’i kulak kiiltiiriinden elde edildi. Genislemis spektrumlu beta laktamaz pozitif 55
susun 21’1 idrar (%38.1), 18’1 kan (%32.7), 5’1 yara (%9), 4’i dren ucu (%7.2), 4’1 trakeal
aspirat (%7.2), 2’si balgam (%3.6), 1’i bogaz (%1.8) oldugu tespit edildi. Izolatlarin klinik

orneklere gore dagilimlar: Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo-7: GSBL varliginin suslarin soyutlandigi klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik 6rnekler (n) GSBL Pozitif GSBL Negatif Toplam
n % n % (n)
Idrar 21 38.1 16 35.5 37
Kan 18 32.7 10 22.2 28
Yara 5 9 5 111 10
Trakeal aspirat 4 7.2 4 8.8 8
Dren ucu 4 7.2 3 6.6 7
Balgam 2 3.6 3 6.6 5
Bos 0 0 2 4.4 2
Bogaz 1 1.8 1 2.2 2
Kulak 0 0 1 2.2 1
Toplam 55 45 100
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Calismaya alinan 100 olgunun 54’0 erkek, 46’°s1 kadin hasta kiiltiiriinden izole edildi.
Erkeklerden izole edilen suslarin 31’inde (%57.4), kadinlardan izole edilen suslarin 24’{inde
(%52.1) genislemis spektrumlu beta laktamaz pozitifligi saptandi. GSBL siklig1 erkeklerde
kadinlara gore yiiksek olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05)
Sekil 1.

Sekil-1: GSBL varliginin cinsiyetlere gore dagilimi

35

30

25

20 A
B GSBL Pozitif

15 1 B GSBL Negatif

10 ~

5

0 -
Erkek (n) Kadin (n)

Hastalarin 67°si eriskin, 33’0 ¢ocuktu. Eriskin hastalarda GSBL {ireten suslarin orani
%38, cocuk hastalarda GSBL iireten suslarin orant %17 olarak saptandi. GSBL siklig1
eriskinlerde ¢ocuklara gore yiiksek olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p <0.05) Sekil 2.

Sekil-2: GSBL varliginin ¢ocuk ve erigkin yas grubuna goére dagilimi

40
35
30
25 A
20 +
15 4
10 ~

M GSBL Pozitif

M GSBL Negatif

Eriskin (n) Cocuk (n)

46



Klebsiella olarak soyutlanan 100 susun 48’ yogun bakim {initesi (YBU), 52’si ¢esitli
klinik servislerden (Serv) izole edildi. YBU’nden izole edilen suslarin 32’si (%66.6), Klinik
servislerden izole edilen suslarin 231 (%44.2) GSBL pozitif olarak saptandi. Caligmaya
alinan suslarin; 15°i Cocuk YBU, 13’ii Dahiliye YBU, 12°si Cerrahi YBU, 11°i Cerrahi Serv,
8’i Cocuk Serv, 8’i Uroloji Serv, 8’i Enfeksiyon Serv, 8’i Kardiyoloji YBU, 7’si Dahiliye
Serv, 7’si Gogiis Serv ve 3’1 Kardiyoloji Serv.’inden izole edildi. Genislemis spektrumlu beta
laktamaz pozitif 55 susun kliniklere gore orani; Cocuk YBU %16.3, Dahiliye YBU %16.3,
Cerrahi YBU %14.5, Kardiyoloji YBU %10.9, Uroloji Serv %9.0, Cerrahi Serv %7.2,
Enfeksiyon Serv %7.2, Dahiliye Serv %7.2, Cocuk Serv %5.4, Gogiis Serv %3.6, Kardiyoloji
Serv %1.8 olarak bulundu. En fazla GSBL sikligi Cocuk ve Dahiliye YBU’nden tespit edildi.
GSBL sikhign YBU’nde servislere gore yiiksek olmakla birlikte fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p<0.05) Sekil 3.

Seki1-3: GSBL varligimin YBU ve kliniklere gore dagilimi

16

14 -

12

M Hasta Sayisi

B GSBL Pozitif
= GSBL Negatif
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4.2. Antibiyotik duyarhhlk testi sonuclari

Laboratuvara gelen orneklerden izole edilen Klebsiella spp. suslarinin 6nce disk
diffiizyon testi (DDT) ile 11 degisik antibiyotige direngleri arastirildi. CLSI kriterlerine gore
elde edilen sonuglar yorumlandi (58). Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglarina gore
Klebsiella spp. suslarinin %16’s1 tiim antibiyotiklere duyarli iken; en yiiksek direng; %80
orani ile trimetoprim/siilfometaksazol (SXT)’e kars1 goriiliip, bunu sirasiyla seftriakson %68
(CRO), sefotaksim %65 (CTX), aztreonam %62 (ATM), seftazidim %52 (CAZ),
siprofloksasin %50 (CIP), amoksisilin/klavulanat %35 (AMC), gentamisin %30 (CN),
piperasilin/tazobaktam %14 (TZP), amikasin %13 (AK) ve imipenem %21 (IPM) direnci
izledi. Klebsiella spp. suslarinin en duyarli olduklar1 antibiyotik %99 ile IPM’di. Klebsiella

spp. suslarinin antibiyotiklere duyarlik ve direnglilik oranlari Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo-8: Klebsiella spp. suslarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari

Antibiyotik Direngli (n) Duyarh (n)
SXT 80 20
CRO 68 32
CTX 65 35
ATM 62 38
CAZ 52 48
cip 50 50
AMC 35 65
CN 30 70
TZP 14 86
AK 13 87
IMP 1 99

48



4.3. GSBL tarama ve dogrulama testlerinin sonuclari

Amerika’nin Klinik Laboratuarlar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) Onerilerine gore;
Cefoksitin duyarli ve; Ceftazidim zon ¢ap1 22 mm ve altinda, Aztreonam ve Sefotaksim zon
capt 27 mm ve altinda, Ceftriakson zon ¢ap1 25 mm ve altinda olan izolatlar GSBL igin

stipheli izolatlar olarak kabul edilip, bu izolatlar i¢in dogrulama testleri yapildi (58).

Bu ¢alismada 100 Klebsiella spp. susunun DDT ile 67’sinde (%67), CDST ile 55’inde
(%55), E-test stripleri ile 55’inde (%55) GSBL iiretimi saptand1 Tablo 9.

Tablo-9: DDT ile dogrulama testlerinin karsilastirilmasi

ESBL Pozitif ESBL Negatif Toplam
DDT 67 33 100
CDST 55 45 100
E-TEST 55 45 100

Yaptigimiz ¢aligmada, Disk difiizyon testi ile CRO, CTX, CAZ ve ATM ile “GSBL
stipheli” olarak bulunan 6rnekler CDST referans test kabul edilerek, E- test ile karsilastirmasi
yapildi. DDT’inde dort antibiyotik birlikte kullanildiginda 67 susta GSBL pozitif bulunurken,
dogrulayici testler olan CDST ile 55 ve E-test ile 55 susta GSBL pozitif bulunmasi, DDT’nin

yalanci pozitiflige neden olabilecegini diislindiirdii.

CDST’ne gore GSBL pozitif ve GSBL negatif suslarin antibiyotiklere olan direng
durumu arastirildiginda; GSBL pozitif suslar en fazla CRO (%87), CTX (%85) ve ATM
(%83)’a direngli iken IPM’e direng gozlenmedi. Bunun yaninda, GSBL negatif suslar ise en
fazla SXT (%80)’e, CRO (%46) ve CAZ (%41)’e direngli iken en az IPM (%3)’e direngli
bulundu Sekil 4.
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Sekil-4: Cift disk sinerji testi ile GSBL pozitif ve negatif 6rneklerin antibiyotiklere
direng oranlar1 (%)
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mGSBL (-)
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20

Calismaya alinan hastalarin hastanede yatis siiresi ortalama 41.97+62.41 giin idi.

GSBL pozitif olan hastalarin yatis siiresi ortalama 43.89+59.46 giin iken, GSBL negatif

hastalarin yatis siiresi ortalama 20.79+34.78 giindii. GSBL igin risk faktorii sayilan hastanede

yatis siiresi, antibiyotik kullanimi, YBU’nde yatma, hastada santral vendz kateter ve/veya

tiriner kateter olmasi, altta yatan agir bir hastaligin bulunmasi GSBL pozitif ve negatif

izolatlar karsilagtirildiginda anlamli bulundu (p<0.05).
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5. TARTISMA

Giliniimiizde morbidite, mortalite oranlar1 ile hastane maliyetlerinde artmaya neden

olan hastaneden kazanilmis enfeksiyonlar ciddi bir halk saglig1 sorunu olusturmaktadir (67).

Calismamizda Klebsiella spp.’lerin en ¢ok izole edildigi kaynak idrar kiiltiirii
olmustur.

Ulkemizde cesitli merkezlerde yapilan ¢alismalara gore hastane enfeksiyonu (HE)
orant %2.4 - %11.8 olarak saptanirken, HE’ye neden olan gram negatif bakteri %40.8 olarak
bildirilmistir (68). Hacettepe Universitesi’nde Kdseoglu ve arkadaslarmin (69) yaptigi bir
calismada; bakteriyemi olgularinda, HE’ye neden olan gram negatif bakteriler arasinda en sik
E.coli (%33) ve Klebsiella spp. (%22.1) tesbit edilmistir.

Giinseren F. ve ark’nin (32) ¢ok merkezli ¢calismalarmda; YBU’lerinin HE icin bes ile
yedi kat risk tasidigini ve diger iinitelere gére HE’nin %20-25’nin YBU’inde gelistigini
bildirmislerdir.

Kocazeybek B.S. (70), dort farkli hastanenin YBU’inden izole edilen gram negatif
bakterilerden HE etkeni olarak E.coli (%31) ve K.pneumoniae (%22)’i bulmustur. Yine ayni
calismada IPM, AK ve CIP’e duyarlilik agisindan GSBL pozitif ile negatif izolatlar arasinda

anlamli bir fark bulunamamuistr.

Calismamiza alinan Klebsiella spp. suslarmin %80 ile en ¢ok SXT’e direngli oldugu,
buna karsin %99 ile de en cok IPM’e duyarli olduklar1 saptanmistir (Tablo 8). Ugiincii kusak
sefalosporinlere direng oranlar1 ise CRO %68, CTX %65, CAZ %52 ve ATM ig¢in %62 dir.

Calismamizda hem GSBL pozitif ve hem negatif izolatlarin IPM’e duyarli bulunmasi,
karbapenemlere direncin farkli mekanizmalarla gergeklesmesinden kaynaklanmaktadir. Sener
G.ve Yiice A.’nin (71) K.pneumoniae suslar1 iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada %39 oraninda

GSBL iiretimi saptanirken IPM ve meropeneme %100 duyarli bulmuslardir.

Kocazeybek B.S. ve Arabact U.min (72) GSBL’yi belitlemek igin E-testini,
indiiklenebilir beta laktamazi (IBL) belirlemek i¢in CDST’ni kullanarak yaptiklart bir
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calismada, IPM ve MEM’in hassasiyetini %89.7 ve %95.1 bulmuslardir. IBL iireten suslarda
karbapenem aktivitesi biraz daha diisiik bulmuslardir.

Karbapenemler, trans-6-hidroksietil grubu tasimalar1 sebebiyle hedefe hizli penetre
olmakta ve PBP’lere yiiksek affinite gostermektedirler. IBL’lerde karbapenem direnci, porin

D2’nin mutasyona bagli kaybt ve kromozomal AmpC tipi enzimin salgilanmasina baglidir.
Meropenem dis membrandan gecebilmek icin porin Dz’yi kullanmadig1 i¢in meropeneme

direng imipeneme oranla daha az goriilmektedir (73). Bazi ¢alismalarda ise antibiyotik
kullanimina bagli GSBL pozitif K.pneumoniae’larda OmpK35 ve OmpK36 porinlerinin
seleksiyonuna bagli meropenem ve daha az oranda da IPM’e duyarliligin azaldigini, plazmide
bagli AmpC beta laktamaz (ACT-1)’in ve SHV-tipi enzimin asir1 iiretiminin de katkida
bulunacag1 savunulmaktadir (74). Karbapenemler beta laktamaz hidrolizine kars1 daha stabil
olduklar1 i¢in tedavide en cok tercih edilmesi gereken antibiyotikler olmalidir. Bunun yaninda
karbapenemlerin pahali olmast ve son zamanlarda Japonya’da plazmide bagh
karbapenemazlarin bildirilmesi, bu ajanlarin kullanimin1 da kisitlayacak gibi goriinmektedir
(75).

K.pneumoniae, E.coli’deki OmpF’nin analogu olarak kabul edilen OmpK35 ve
OmpC’nin analogu olarak kabul edilen OmpK36 ile OmpN’nin analogu olarak kabul edilen
OmpK37 denilen porin sentezlemektedirler. Bunlardan GSBL pozitif izolatlarin sadece
OmpK36 porini vardir. Bir ¢alismada porin eksikligi ile sefoksitin direnci arasindaki iliski
arastirilmis ve GSBL tesbiti icin CDST kullanilmistir. Sefoksitin direnci diskler aras1 uzaklik
2 cm oldugunda saptanmistir. Sefoksitin direngli GSBL pozitif izolatlarda OmpK35 eksikligi
gbzlenmistir. Ayrica porin eksikligi ile kinolon, tetrasiklin ve kloramfenikol duyarliligin1 da
etkiledigi bulunmustur ve siprofloksasin direncinin ancak topoizomeraz mutasyonu varliginda
goriilebilecegi anlamli bulunmustur. Aminoglikozidlerin duyarliligi ile porin eksikligi
arasinda anlaml iliski bulunamamistir (76, 77). CAZ ve diger oksiimno-beta-laktamlara
direngli K.pneumoniae K6 referans susunda yapilan bir arastirmada bu susun OmpK35 porin
kaybina bagl sefoksitin ve ti¢lincii kusak sefalosporinlere direng gelisimini ortaya koymustur.
Oncelikle CAZ’m tercih ettigi bu porinin kayb1 CTX’ye oranla CAZ’m neden daha yiiksek
MIC degelerine sahip olmasini agiklamaktadir (78). Birgok arastirict GSBL yapan bakterilerin
test sonuglarina bakilmaksizin karbapenemler harig tiim beta laktamlara direngli bildirilmesini

onermektedir (79).
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Yaman A. ve ark. (80) yaptigi bir ¢calismada, HE’ye neden olan gram negatif bakteriler
arasinda en ¢ok E.coli (%22) ve Klebsiella spp. (%22) izole etmislerdir. E-test yontemi ile bu
suslara etkili antibiyotikleri sirasiyla MEM (%89), IPM (%87.2), TZP (%66.4) ve CIP
(%64.6) bulmuslardir.

GSBL’ler tipik olarak 80-300 kb ‘lik biiyiik plazmidlerde kodlanmakta, penisilinler ve
birinci kusak sefalosporinlerin yan1 sira CTX, CAZ, AZT gibi genis spektrumlu
antibiyotiklerin yer aldigi oksiimino sefalosporinleri de inaktive etmektedirler (7). Bununla
birlikte, birgok durumda bu plazmidler diger direng genlerini de tasimaktadirlar. Bu nedenle
GSBL pozitif olan bakterilerde aminoglikozidler, SXT ve tetrasiklinlere de direng olagandir
(7, 72, 81). Kinolon direnci ¢ogunlukla kromozomal olarak tasinmaktadir. Ayrica son
zamanlarda ortaya ¢ikan IBC-1 ve GES-1 tipi GSBL’ler integronlarla taginmakta ve 6ncelikle
seftazidimi hidrolize etmektedirler (51, 72, 82). Calismamizda SXT direng gelisimi, bu ilacin
hastanemizde sik kullanimina baglanmistir (Sekil 4). Nitekim bir bakim evinde 24 hastada
ortaya ¢ikan coklu ilaca direngli Klebsiella spp. ve E.coli suslarinin kolonizasyonu igin

onceden CIP ve/veya SXT kullanimi bagimsiz faktorlerden biri olarak gosterilmistir (83).

Ispanya’daki bir hastanede izole edilen E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda KDT ile
GSBL tesbit etmeye yonelik bir ¢alisma yapilmis. E.coli en ¢ok (50, %92.6) izole edilen sus
olmakla birlikte 40 (%80)’1 toplum kokenli suslardan elde edilmistir. Izolatlarm 39 (%97.5)’i
idrar, bir tanesi tiretral eksudadan elde edilmis olup, GSBL pozitif 4 Klebsiella spp. susundan
ticii toplum kokenli idrar 6rneginden izole edilmistir. Toplum kdkenli GSBL oraninin yiiksek
cikmasi ise, genelde hep hastane kokenlerinin ¢alisilmasi ve tiglincii kusak sefalosporinlerin
toplumda ilk tercih edilen ilaglar olmasi sebebiyle laboratuvarlarda c¢alisilmamasi
gosterilmistir (84).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada E.coli ve Klebsiella spp. suslarinin en duyarli
olduklar1 antibiyotikler IPM (%100-99.6) ve penisilinlerden TZP (%94.9-87.4) iken,
sefalosporinlerden, E.coli i¢in sefepim (%94.9) ve Klebsiella spp. i¢in sefoksitin (%98.6-95.6)
duyarli bulunmustur (85). Hindistan’da yapilan bir ¢alismada ise GSBL prevalans1 E.coli’de
%61, Klebsiella spp.’de ise %55 ¢ikmustir (86).
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Ariffin ve ark. (87) genis spektrumlu antibiyotik alan pediatrik hastalar iizerinde
yaptiklart aragtirmada MIC yontemi ile en ¢ok Klebsiella spp. (%36.5) izole edilmis.
Klebsiella spp. ve E.coli suslarinin genelinde CAZ (%50), CTX (%52) ve CRO (%50)’a
yiiksek oranda direng saptanirken, IPM (%100) ve AK (%96) duyarli bulunmustur. GSBL
pozitifligi tesbit edilen izolatlarin duyarli oldugu antibiyotikler de yine IPM, AK ve CIP
olmustur.

Dandekar ve ark. (88) K.pneumoniae’da GSBL’nin diger bakterilerden fazla

bulunmasini bu bakteride spontan mutasyonlarin daha sik olmasina baglamislardir.

Bir Amerikan aragtirma grubu, GSBL prevalansini K.pneumoniae’larda %9.6,

E.coli izolatlarinda ise %1.2 bulmustur (89).

Kizirgil ve ark.’nin (90) yaptig1 bir ¢calismada GSBL iireten ve iiretmeyen E.coli ve
Klebsiella spp. suslarinin broth mikrodiliisyon yontemi ile MEM, CIP ve AK’e

duyarliliklarin1 karsilastirdiklarinda istatistiksel yonden anlamli bulmamaiglardar.

Malezya’da E-test ile GSBL, E.coli ve Klebsiella spp.’lerde sirasiyla %5.6-7.0 ve
%36.7-38.0 olarak bulunmus ve suslar sefepim (%97.5) ve IPM (%100.0)’e duyarl
bulunmuslardir (91).

Banglades’te CDST kullanilarak yapilan bir arastirmada E.coli ve K.pneumoniae’larda
GSBL sirasiyla %43.2 ve %39.5 oraninda tesbit edilmistir (92).

Japonya’da genis kapsamli bir arastirmada, CDST ile K.pneumoniae’larin %90’ nin

GSBL iirettigi sonucuna vartlmigtir (93).

Laboratuvarlarda rutin olarak yapilan duyarlilik testleriyle GSBL varligini saptamak
zordur. GSBL iireten bakterilerin prensip olarak monobaktamlara ve 3. kusak sefalosporinlere
direngli oldugu kabul edilmektedir. Duyarlilik testlerinde bu antibiyotiklere direncin veya
azalmis duyarliligin goriilmesi GSBL iiretimi i¢in uyarici olabilir. Bununla birlikte bu
enzimleri iireten bazi bakterilerde direng diisiik diizeyde (MIC 4-16 pg/ml) olabilecegi icin
rutin duyarlilik testleri ile ilaglara karsi diren¢ veya orta derecede duyarli sonucu

alinmayabilir. Duyarlilik testleriyle klinik olarak ©6nemli bir diren¢ mekanizmasinin

54



saptanmasinda basarisiz olunmasi, plazmidler tarafindan diger bakterilere gegebilen bir
direncin gizli kalip goriiniiste duyarli bakterilerin bulunmasina ve tedavide ciddi sorunlara
neden olur (94).

GSBL iireten bakterileri tespit etmek i¢in bir¢ok yontem ortaya konmustur, bunun i¢in
kullanilan testler; seftazidim direncine bakma, CDST, KDT, ii¢ boyutlu test, E-test, daha
yiiksek bakteri yogunlugu kullanma gibi yontemlerin yani sira, klavulanik asitli besiyerinde
disk diffiizyon, klavulanik asit kombinasyonlu MIC, otomatize Vitek ve Microscan gibi
yontemlerdir. Duyarli bir yontem olan ii¢ boyutlu test pratikte uygulamasi zor ve zaman
alicidir (95).

Calismamizda Klebsiella spp. suslarinin; DDT ile %67, CDST ile %55, E-test ile
%55’inde GSBL saptanmustir (Tablo 9). CDST ile GSBL pozitif olan izolatlarin en gok CRO
(%87), CTX (%85) ve AZT (%83)’a, GSBL negatif izolatlarin ise en fazla SXT (%80) , CRO
(%46) ve CAZ (%41)’e direngli olduklari belirlenmistir (Sekil 4).

Tiirkiye’nin dokuz laboratuvarindan alinan O6rneklerde GSBL E-test kullanilarak

olgiildiigiinde, kalite kontrol suslari ile karsilagtirilmis ve %91.1 dogruluk bulunmustur (96).

Navon-Venezia ve ark. (97) Israil’de KDT’ini kullanarak Klebsiella spp. suslarinda
GSBL oranmm1 %79, E.coli’de ise %53 bulmuslardir. Ayrica sefpodoksim/klavulanatin
(CPDI/CV) hassasiyetini %79, seftazidim/klavulanatin %66 ve sefotaksim/klavulanatin %91
saptamiglardir.

Ozakin ve ark. (98) E-testi kullanarak E.coli suslarmin %5.96, K.pneumoniae
suslarinin %44.77 ve K.oxytoca suslarinin %26.78’inde GSBL bulmuslardir. Bunun yani sira
toplum kaynakli E.coli suslarinin %3.43’unda hastane kokenli olanlarin ise %9.35%inde
GSBL tesbit etmislerdir.

Evrensel ve ark.’min (99) CDST ile yaptiklar1 bir arastirmada GSBL varligini
Klebsiella spp.’de %34 ve E.coli’de %57.8 bulmuslardir.

Amerika’da yapillan baska bir c¢alismada, agar dillisyon yontemi ile

K.pneumoniae’larda GSBL oran1 %44 olarak belirlenmis, sefalosporin ve AZT kullanimi ile

GSBL arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (100).
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Ankara Bagkent Hastanesi’nde CDST kullanilarak E.coli suslarinda GSBL varligi
toplum kokenli izolatlarda %7.8, hastane kokenli izolatlarida ise %9 olarak saptanmustir.
Bunlarin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklar1 arastirildiginda, toplum kokenli izolatlarin
tedavisinde ofloksasin, hastane kokenli olanlarda ise karbapenemlerin etkili olabilecegi

sonucuna varilmistir (101).

Baska bir ¢alismada beta laktam+sulbaktam kombinasyonlar1 arastirilmis ve GSBL
tireten K.pneumoniae’larin en ¢ok sefotaksim/sulbaktam kombinasyonuna duyarli olduklar
saptanmistir (102).

GSBL oranlar iilkeden iilkeye ve hatta hastaneden hastaneye bile degiskenlik
gostermektedir. Bu farklilik lokal epidemiyolojik faktorlere, genel enfeksiyon kontrol
onlemlerine ve antibiyotik kullanim politikalarina baglanmaktadir (103) ABD ortalama %3
oranina sahipken, Fransa’da K.pneumoniae’larin GSBL iiretme oram1 %11.4 olarak tesbit
edilmistir. Genel olarak diinyanin bir¢ok yerinde E.coli ve Klebsiella spp. suslarinin GSBL

tiretme oran1 %10-40 arasinda degismektedir (75).

Tiirkiye’de GSBL iiretimi %11 ile %86.6 arasinda degismektedir. Bu farkliliklarin
sebebi ise; Tiirkiye’nin bolgelerinde sosyoekonomik ve kiiltiirel degiskenligin ¢cok olmasi ve
farkl1 hasta gruplarinda farkli teshis yontemlerinin kullaniliyor olmasi, farkli ve yaygin

antibiyotik kullanimimdandir (104).

Calismamizin bir benzeri Ingiltere’de, CDST ve E-test kullanilarak yapilmis, E-test ve
CDST’lerinin sensitivitesinin %93 oldugu belirlenmistir (105).

Essack SY. yaptigi c¢alismada KDT’nin CAZ-CAZ/CV ve CPD-CPD/CV
kombinasyonu kullanmis, CAZ’la kombinasyonun CPD kombinasyonuna gore daha dogru

sonug verdigi ve higbirinde yanlis pozitiflik goriilmedigini vurgulamstir (106).

E-test SHV ve TEM tipi GSBL’lerde %100 sensitiviteye sahiptir (107).
Benzer bir ¢alismada CDST (kagit diskler yerine Rosco tabletlerinin kullanildigi), E-
test, ii¢ boyutlu test ve DDT‘lerinin giivenirligi arastirilmistir. Ug boyutlu test GSBL
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indikatorii olarak en iyi segenek olarak goriilmesine ragmen (sensitivitesi %90.6) teknik
acidan uygulama zorluguna sebep olmustur. DDT, diskler kombine olarak kullanildiginda bile
GSBL’lerin ancak %52’sini, E-test ise %81.2’sini saptayabilmistir. CDST’ nin sensitivitesi
%96.9 bulunmustur. Ug testte TEM-12 tipi enzimi belirlemede yetersiz kalmistir (108).

Yapilan iki ayr1 ¢alismada DDT GSBL’yi belirlemede yetersiz kalirken, inhibitor
potansiyelize disk diflizyon testi ile CDST GSBL’yi dogrulamak i¢in iyi birer segenek olarak
goriilmistiir (109, 110). Buna karsin Cormican ve ark. (111) E-testi CDST’ye gore daha
duyarli bulmuslardir. Emery ve Weymouth (112) seftazidim direncine bakarak GSBL

izolatlarinin ancak %39’unu tesbit edebilmislerdir.

Bizim ¢alismamizda DDT’nin (CAZ, CRO, CTX ve ATM birlikte) spesifitesi %65.3,
sensitivitesi ise %93.1 olup CAZ en fazla (%82) ‘GSBL siipheli’ izolat1 ortaya g¢ikaran
indikator olmustur. DDT’nin GSBL saptamadaki spesifitesinin diisiik olmast ve NCCLS
kriterlerine gore ancak bir tarama testi olarak kullanilabilir olmas1 ve TEM-7, TEM-12 ve
SHV-2 gibi klavulanik asitli kombinasyonlarin kullanilmasini gerektiren enzimlerin varlig

sebebiyle DDT’ nin dogrulayict bir test olmadigi sonucuna varilmistir.

Yirmidort K.pneumoniae susunda GSBL varlig1 E-test ve CDST ile karsilastiriimistir.
E-test ile 12’sinde, CDST ile 15’inde enzim varhigimi saptamistir (106). Jarlier ve ark. (113)
CDST’ ni E-teste gore daha duyarli bulmuslardir. Abacioglu ve ark. (114) ise K.pneumoniae
suslarinda iki testi karsilastirmis ve E-testinde 24 susun 12’sinde; CDST’inde CTX ile CAZ

veya AZT diskleri kullanildiginda suslarin 15’inde bu enzim varligini saptamislardir.

CDST uygulanmasinda birtakim modifikasyonlarin yapilmasinin sonucu etkiledigi
goriilmiistiir. Ornegin Enterobacter spp. ve Citrobacter spp. gibi IBL’si olan bakterilerde
indiiklenme nedeniyle zonlar kiiciileceginden diskleri yaklastirip 2 cm aralikli yerlestirerek
veya sefepim gibi IBL’den daha az etkilenen bir ajan kullanilarak; P.mirabilis’te ise GSBL
diizeyinin diisiik olmasi sebebiyle disk araliklart 4 cm’ye ¢ikarilarak dogru sonug
alinabilecegi belirtilmistir (115). Kuzucu ve ark. (116) diskler arasi mesafe 2 cm oldugunda
42 susta GSBL iiretimi saptarken, disk mesafesi 3 cm oldugunda ancak dokuz susta sinerji

testi pozitif olarak degerlendirmislerdir. Benzer bir ¢alismada yine mesafe 2 cm olarak
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alindiginda poziflik saptama oraninin arttiglt gézlemlenmistir (117). Bizim c¢alismamizda
CDST’inde diskler 2 cm aralikli yerlestirerek GSBL’yi daha dogru tesbit etmek
amagclanmustir.

CDST’inde sefepim ilave edilerek modifiye edilen bir arastirmada dordiincii kusak
sefalosporinlerin tgiincii kusaklara gore AmpC beta laktamaz varligindan daha stabil
bilesikler olmalar1 sebebiyle GSBL belirleme oranini arttirdig: iddia edilmistir (118, 119).

E-test ve Vitek gibi yontemler E.coli ve K.oxytoca’nin asir1 K1 iireten suslarinda

gercek GSBL’leri yanlis pozitif sonuglardan ayirmada yetersiz kalmaktadir (120, 121, 122).

GSBL iiretimi K1 beta laktamazindan ayirt edilmelidir. K1 ve K1’e genetik acidan
yakin olan CTX-M tipi GSBL ler, tipik olarak tiim penisilinler (temosilin harig), sefuroksim
ve AZT, az oranda CTX ve CRO’a direng gosterirken CAZ’a duyarlidirlar (123, 124). K1,
OXA, BIL-1 gibi enzimler klavulanik asitli inhibisyona direnglidir (107).

CDST, diskler arast mesafenin Onemi, klavulanatin tim GSBL’leri teshiste
yetersizligi, GSBL ile birlikte kromozomal sefalosporinazlari belirleyememesi ve klavulanatta

depolanma esnasinda disk potens kayb1 gibi dezanantajlart olan bir yontemdir (123).

KDT, GSBL iireten suslar i¢in sefamisin ve beta laktamaz inhibitdér kombinasyonlart,
AmpC enzimi i¢in dordiincii kusak sefalosporinler ve K.oxytoca’da asir1 iiretilen K1 enzimi
icin ise CAZ test edilerek sonuca ulagmada mitkemmel bir test gibi goriinmektedir (124, 125).
Bu testte CPD kullanildiginda %2 oraninda yanlis pozitiflige rastlanmistir (126). Ancak CPD

tilkemizde heniiz kullanilmayan bir antibiyotiktir.

Inokiiliim etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, 5X105 cfu ve 5X108 cfu inokiiliimlar1
kullanilarak cesitli antibiyotiklerin etkisi arastirildiginda, beta laktamaz iireten izolatlarda bu
degisimden meropenem ve sefotetanin en az, AK ve TZP’nin az, oksiimino sefalosporinlerin
en fazla etkilendigi ortaya ¢ikmistir (127). Benzer bir ¢alismada standard inokiilimda TEM,
SHV ve CTX-M tipi GSBL’ler ile K1 tipinde yanlis negatif sonu¢ alimmistir. Yiksek
inokiiliimlarda klavulanat GSBL’leri inhibe edememistir. Nedeni ise, beta laktamazin sayisi,
tipi ve miktari, dis zar gecirgenligi, efflux sistemi, PBP duyarliligi ve iireme fazi olarak

gosterilmistir (128). Buna karsin, son zamanlarda yapilan bir arastirmada yiiksek inokulumda
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MIC degeri yiikselmesine ragmen, inokulum diisikk olmasi halinde bakteriyi oldiirmede

farmakodinamigin degismedigi bildirilmistir (129).

Filiz F. Orak’in (130) yaptig1 ¢alismada E-test GSBL ’nin iki farkli stripiyle li¢ 6rnekte
farkli sonug alinmasi, ligiincii kusak sefalosporinlerden higbirinin tek basina biitiin GSBL’leri
tesbit edememesi, bunun da yiiksek benzerlik oranina ragmen GSBL substrat profillerinin
farkliliklar gdstermesinden kaynaklanacagi diisiindiirmektedir. Farkli GSBL tipleri ig¢in
optimal substrat profillerinin degismesi nedeniyle tek bir beta laktam ajanla rutin test
uygulanmasinin bu enzimleri saptamada yetersiz kalacagi goriisii hakimdir (111). Bizim
caligmamizda MIC testi olarak mikrodiliisyon testi yerine E-testi tercih etmemizin nedeni; E-
testin uygulanmasinin daha kolay olmasi, sonuclarin inokiilim yogunlugu, predifiizyon siiresi
ve bakteri tireme fazi gibi faktorlerden 6nemli 6lgiide etkilenmemesidir (131). Buna karsilik
E-test teknik agidan kullanimu titizlik gerektiren ve diger testlere gore daha pahali bir
yontemdir.

Inhibitér dirence spesifik mutasyonlarin GSBL ile kombine oldugu durumlarda,
‘kompleks mutant enzim’ olusacak ve inhibitdrlere diren¢ olmasi sebebiyle rutin GSBL
testleri ile saptanamayacaktir (132). Calismamizda CDST ve E-testin sensivitesinin yiiksek
olmasi, hastanemiz suslarinda daha ¢ok TEM veya SHV tipi enzimlerin iretildigini
diistindiirmektedir. Bundan dolayr GSBL’yi teshis etmeye yonelik inhibitér kombinasyonlu
testler de yetersiz kalmakta, mutlaka ek bir teste ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak, dis zar proteini profillerinde (OmpF ve OmpC eksikligi gibi) degisiklik,
klavulanik asit tarafindan inhibe olmayan beta-laktamazlarin varligi ve K.pneumoniae’de

diisiik diizeyde salgilanan AmpC kromozoma bagh beta laktamazin salgilanmasi gibi faktorler

dirence katkida bulunmaktadir (79).

GSBL kolonizasyonu ve enfeksiyonu i¢in risk faktorlerini arastirdigimizda, mekanik
ventilatore bagli olan hastalarda GSBL goriilme siklig1r anlamli bulunmustur. Yakin zamanda
operasyon gecirmis olmak ise sadece E-test yontemiyle iligkili bulunurken, Nazogastrik sonda
olan hastalarda GSBL pozitifligi ise sadece CDST ile anlamli bulunmustur. Diger faktorlerle

GSBL arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
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Paterson DL, Ko WC, Gottberg AV, Mulazimoglu L.’nin yaptig1 ¢alismada GSBL
acisindan risk faktorleri (yas, cinsiyet, hastanede kalis siiresi, hastaliginin agirlik derecesi,
iriner kateter ya da mekanik ventilator varligr ile bakteriyemiden iki hafta oncesine kadar
olan siirede antibiyotik kullanimi) arastirilmistir ve dnceden tigiincii kusak sefalosporinlerle
tedavi edilmis olmak tek bagimsiz risk faktorii olarak bulunmustur (p=0.008) (133). Benzer
bir ¢alisma da, K.pneumoniae suslari igin oksiimino halkasi igeren antibiyotiklerin kullanimi

GSBL iiretimi i¢in risk faktorii olarak goriilmiistiir (134).

Lin MF, Huang ML, Lai SH’nin yaptig1 ¢alismada K.pneumoniae’lerin GSBL iiretimi
acisindan trakeostomi, foley kateter bulunmasi, endotrakeal tiip, NG, santral venoz kateter ve

CAZ kullanimu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (135).

Agata ED. ve ark.’nin yaptig1 calismada 6nceden antibiyotik kullanimi, altta yatan
hastalik, APACHE III skorlar1, hastanede kalis siiresi agisindan iki grup karsilastirilmis, fakat
aradaki fark anlamli bulunmamistir. Hemodiyaliz istatistiksel agidan tek anlamli degisken
bulunmustur (136).

Lautenbach E. ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada GSBL iiretimi i¢in antibiyotik tedavisinin
stiresi bagimsiz bir risk faktorii iken, GSBL ile hastalarda santral venoz kateter bulundurma
ve diabet olmasi orta derecede anlamli, hastanede kalis siiresi, yas ve cinsiyet arasinda ise
anlamli bir iliski saptanamamistir (137). Rebuck JA. ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise GSBL
pozitifligi saptanan hastalarin ¢ogunun bes yasindan kii¢iik olmas1 ve ¢ok sayida santral vendz
kateteri olan hastalar olmasi dikkat ¢ekicidir (138). Kendi ¢alismamizda da GSBL pozitifligi
agirlikli olarak 0-1 yas grubundaki hastalarda tesbit edilmistir.

Bizim calismamizda oldugu gibi diger c¢alismalarda da risk faktorleri acisindan
farkliliklarin olmasinin sebebi bir goriise gore; calismanin retrospektif karakterde olmasi,
hasta sayisinin yetersizligi, kolonizasyonu gercek enfeksiyondan ayirmada bir goriis birligi
olmamasi, hastalarin hastaneye kabuliinden veya enfeksiyonlarindan once antibiyotik
kullanimlar ile ilgili yetersiz verilerin bulunmasi ve izolatlarin sadece belli servislerden

toplanmig olmasi olarak goértilmektedir (139).
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GSBL’lerin ortaya ¢ikmasinda en Onemli mekanizmalardan birisi; o6zellikle
hastanelerde ti¢iincii kusak sefalosporinlerin kullanimina bagli olusan selektif baskidir (87,
140). Bunun yaninda GSBL iireten bakteriler, hastane personeli solunum, orofarinks,
gastrointestinal yol, yara ve idrarinda kolonize olmalar1 ve kontamine el ve streteskoplar ile
yayilmaktadirlar (135). Hastanelerde, genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklere direng
varliginin belirlenmesi ve bu direncin izlenmesi, HE epidemilerinin ortaya ¢ikmasini ve

yayilmasini azaltmada yararlanilmasi gereken bir kontrol yontemidir.

GSBL varligin1 saptamaya yonelik olarak, iic boyutlu test ve diliisyon yontemleri
pratikte uygulanmalar1 zor ve zaman alici testlerdir. CDST ve KDT laboratuvarlarda sik
kullanilan, maliyet agisindan pahali olan ve bazen beta-laktamaz inhibitoriiniin beta-laktam
antibiyotik tarafina dogru diffiizyonu sonucu okunma zorlugu yaratan E-test birbirlerine yakin
duyarliliga sahip testlerdir. Bu sebeple fenotipik dogrulayici testler olarak gerek CDST ve
gerekse NCCLS’in 6nerdigi bir test olan KDT pratik ve her laboratuvarda uygulama kolaylig1

olan yontemlerdir. KDT nin bir avantaji da sadece iki disk kullanma kolaylig1 saglamasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Harran  Universitesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi ~Mikrobiyoloji
Laboratuvarina génderilen 100 susun 87’sini K.pneumoinae, 13’iinii K.oxytoca olusturmustur.
K.pneumoinae suslarinin 49’unda (%56.3), K.oxytoca suslarinin 6’sinda (%46.5) GSBL
iretimi saptanmustir.

2. Suslarin ¢ogunlugu (%21) idrar kiiltiiriinden izole edilmistir.

3. DDT ile Klebsiella spp. izolatlar1 trimetoprim/siilfometaksazol’e direngli (%80)
iken; imipenem hem GSBL pozitif hem de negatif izolatlarin duyarli oldugu antibiyotik
olmustur. GSBL pozitif suslarda en fazla seftriakson olmak iizere tiim oksiimino
sefalosporinlere direng gozlenmistir. Rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde bu antibiyotikler
duyarl goriinseler bile direncli olarak rapor edilmelidir.

4. E-test’in sensitivitesi %100.0 spesifitesi %71.6, CDST’nin sensitivitesi %100.0
spesifitesi %86.6 ve DDT’nin sensitivitesi %93.2, spesifitesi ise %75.3 bulunmustur.
DDT’leri GSBL iiretimini belirlemede yalanci pozitiflikler nedeniyle yetersiz kalirken,
klavulanik asit kombinasyonlu testler tercih edilmelidir.

5. CDST ile toplam 55 susta (%55) GSBL iiretimi saptanirken, CDST ile negatif olan
12 susun DDT ile pozitif bulunmasi yalanci negatiflik olasiligin1 ortaya koymaktadir.

6. Klavulanik asit inhibisyonuna dayali bu testlerin kullanimimi kisitlayan c¢esitli
nedenler bulunmaktadir. Bunlar; inhibitore direnglilik ve AmpC gibi beta laktamazlarin
birlikte bulunmas1 ve GSBL {iretiminin maskelenmesi, bu enzimlerinin farkl: tiplerinin farkl
substrat afiniteleri olmasi sebebiyle tek bir ajan kullanmanin yetersizligi gibi nedenlerdir.

7. Ancak laboratuvarimizda GSBL iretiminin yiksek diizeyde bulunmasi
hastanemizdeki izolatlarin g¢ogunun klavulanik asitle inhibisyona duyarli olduklarini
diistindiirmektedir.

8. DDT disindaki iki test GSBL iiretimini rutin laboratuvarlarda tayin etmek acgisindan
1yl birer secenek gibi goriilmektedir. Ancak, E-testin uygulanmasinin titizlik gerektirmesi,
digerlerine gore pahali bir yontem olmasi ve bazen beta laktamaz inhibitoriiniin beta laktam
antibiyotik tarafina difiizyonu sonucu degerlendirme zorlugu yaratmasi, CDST inin ise diskler
aras1 mesafenin sonucu etkilemesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

9. Onerimiz; literatiir verilerine gére GSBL iireten suslar icin sefamisin ve beta

laktamaz inhibitér kombinasyonlari, AmpC enzimi i¢in dordiincii kusak sefalosporinler ve
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K.oxytoca’da asir1 lretilen K1 enzimi icin ise seftazidim test edildiginde KDT sonuca
ulagsmada miikemmel bir test gibi gériinmektedir.

10. Mekanik ventilatére bagli olmak, nazogastrik sonda ve yakin zamanda gegirilmis
bir operasyon ile GSBL iiretimi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

11. GSBL iireten bakterilerin hastane personeli, solunum, orofarinks, gastrointestinal
yol, yara ve idrarinda kolonize olmalar1 ve kontamine el ve steteskoplar ile yayilmaktadirlar.
Hastanelerde, bu konuda gerekli stratejilerin gelistirilmesi, genis spektrumlu beta laktam
antibiyotiklere diren¢ varligimin belirlenmesi ve bu direncin izlenmesi, HE epidemilerinin

ortaya ¢cikmasini ve yayilmasini azaltmada yararlanilmasi gereken bir kontrol yontemidir.
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