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OZET

Mersin Universitesi Hastanesi’nde Mayis 2000-Haziran
2001 tarihleri arasinda izlenen hastalarin ¢esitli materyal-
lerinden (kan, dren tiipii, kateter ucu, yara yeri, idrar, bal-
gam vb) izole edilen 71 Gram negatif bakteride geniglemig
spektrumlu beta-laktamaz (extended spectrum beta-lacta-
mase; ESBL) ve indiiklenebilir kromozomal beta-laktamaz
varligi arastirildi. Calismada ESBL’yi saptamak igin ¢ift
disk sinerji testi, indiiklenebilir beta-laktamazi saptamak
icin ise direkt indiiksiyon testi kullamld. Izole edilen bak-
terilerin 30’u Escherichia coli, 13’ii Pseudomonas spp ;
11’i Klebsiella pneumoniae, 7’si Enterobacter spp, 4’ii
Proteus spp; 3'ii K.oxytoca, 1’i Providencia spp; 1'i Ser-
ratia spp. ve 1'i de Morganella spp idi. Bunlarin 7’sinde
(%10) indiiklenebilir beta-laktamaz, 11’inde (%154) ise
geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar belirlendi. Rutin
antibiyogram testi 11 ESBL porzitif bakterinin 7’sinde yan-
lig duyarlilik sonucu verdi. Direkt indiiksiyon testi yapila-
rak kromozomal indiiklenebilir beta-laktamaz porzitif oldu-
gu belirlenen Gram negatif comaklarin hepsi rutin antibi-
yogramda 3. kugak sefalosporinlere ve aztreonama duyar-
It bulundu.

Sonug olarak ESBL ve kromozomal beta-laktamazlarin ta-
mmlanabilmesi icin oOzel testlerin yapilmas: gerektigine
inanmaktayiz.

Anahtar Kelimeler: Nozokomiyal Gram negatif bakteri,
genislemis spektrumlu beta-laktamaz, indiiklenebilir beta-
laktamaz, direkt indiiksiyon testi, ¢ift disk sinerji testi.

SUMMARY

Frequencies of Extended Spectrum and Inducible Chro-
mosomal Betalactamases in Gram Negative Bacteria
Isolated from Hospitalized Patients

The presence of extended spectrum beta-lactamase,
(ESBL) and inducible chromosomal beta-lactamase is stu-
died from the 78 Gram negative bacteria, that are cultured
from different material (blood, draning catheter, catheter
tip, wound, urine, sputum etc) contained from those pati-
ents followed in Mersin University Hospital between May
2000 and June 2001. Double disk synergy test is used to
detect ESBL whereas direct induction test is used to detect
the inducible beta-lactamase. 30 of the isolates were Esc-
herichia coli, 13 were Pseudomonas spp., 11 were Klebsi-
ella pneumoniae, 7 were Enterobacter spp., 4 were Prote-
us spp., 3 were Klebsiella oxytoca, and 1 was Providencia
spp., 1 was Serratia spp., and 1 was Morganella spp. In-
ducible beta-lactamase was present in 7 (%10) of the stra-
ins 11 (%15,4) strains were found to be ESBL positive. Ro-
utine antibiogram test revealed false results in 7 of 11
ESBL positive bacteria. All chromosomal inducible beta-
lactamase positive Gram negative bacteria were sensitive
to third generation cephalosporins and aztreonam in routi-
ne antibiogram. As a conclusion, we belive that special
tests should bi used to define ESBL and chromosomal be-
ta lactamases.

Key Words: Nosocomial Gram negative bacteria, extended
spectrum beta lactamase, inducible beta lactamase, direct
induction test, double disk synergy test.

GIRIS

Gram negatif bakterilerin beta-laktamaz antibi-yo-
tiklere direnci baslica beta-laktamaz enziminin iireti-
mi ile olmaktadir. Enzimler antibiyotigi B-laktam
halkasinin amid bagini kirarak inaktive ederler. Bun-
lar kromozom, plazmid veya transpozon kaynakli
olabilirler (1,2). Gram negatif enterik bakterilerin

(*)Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve In-
feksiyon Hastaliklari Anabilim Dali,Mersin

biiyiik ¢cogunlugunda plazmid kontroliinde olan ge-
nis spektrumlu beta-laktamazlar bulunmaktadir.
Bunlar arasinda en yaygin olan1t TEM 1 enzimidir.
TEM2 ve SHV1 daha nadir gozlenmektedir. Genig
spektrumlu enzimler penisilinlere ve diigiik oranda
birinci kusak sefalosporinlere diren¢ olusturup yeni
kusak sefalosporinlere etki etmemelerine karsin ilk
kez 1983 yilinda Almanya’dan bildirilen ve daha
sonra tiim diinyadan rapor edilen, 6zellikle Klebsiel-
la spp. ve Escherichia coli olmak iizere tiim enterik
Gram negatif comaklarda bulunan bazi enzim mu-
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tantlarinin yeni kusak sefalosporinler ve aztreonam
gibi genis spektrumlu beta laktamlar1 da inaktive et-
tikleri gozlenmigtir. Bunlar genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar (ESBL) olarak adlandirilmistir.
Hibridizasyon deneyleri ile tanimlanan 50’den fazla
ESBL’nin TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamaz
genlerinde 1-4 anahtar aminoasidin degisiklige ugra-
mast ile meydana gelen nokta mutasyonlar: sonucun-
da ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (1). Bu enzimin Kleb-
siella tiirlerinde daha sik goriilmesinin nedeni bazi
aragtiricilar tarafindan spontan mutasyonlarin bu
bakterilerde daha sik olmasi ile agiklanmistir (3).
ESBL’lar genis spektrumlu penisilinler, dar spek-
trumlu sefalosporinler yaninda, genis spektrumlu se-
falosporinleri ve monobaktamlari hidrolize etme ye-
tenegindedirler. Karbapenemler ve sefamisinler bu
enzime direnclidir. Genellikle 3. kugak sefalosporin-
lere, aztreonama direncli ve klavulanik aside duyarl
olmalar1 ile rutin antibiyogramda taninabilmeleri
acisindan bu sekildeki sonuclar uyaricidir. Ancak bu-
nunla beraber baz1 ESBL (+) suslar, yapilan rutin du-
yarlilik deneylerinde (disk difiizyon, mikrodiliisyon,
hizli otomatize testler) yanlislikla duyarli olarak ta-
ninabilir ve bu durum da tedavide basarisizliklara
yol acabilir (4-6). Giinlimiizde beta-laktamaz inhibi-
torlii kombinasyonlara dirence, bu mutantlardan da-
ha ¢cok TEM1 enziminin asir1 iiretimi neden olmak-
tadr.

Gram negatif comaklarin kromozomal tip enzimleri
ise mikroorganizmanin tiirline gére degismek lizere
indiiklenebilir veya konstitiitif olabilir. Indiik-lenebi-
lir olan beta-laktamazlar kodlandiklar1 bolgenin adi
olan ampC tiirii enzimler olarak adlandirilirlar.
Klinikte ciddi sorun yaratan Enterobacter spp., Cit-
robacter spp., Serratia spp., Pseudomonas spp. gibi
Gram negatif bakterilerin kromozomal beta-lakta-
mazlar1 indiiklenebilir o6zelliktedir. Antibi-yotikler
olmadi81 zaman az miktarlarda, ancak beta-laktamaz
antibiyotik varlifinda gecici olarak yiiksek miktar-
larda sentezlenirler. Indiiklenebilir beta-laktamazlar
olan bu bakteriler rutin antibiyogramda dayaniksiz,
zayif indiikleyici olan genis spektrumlu sefalospo-
rinler, lireidopenisilinler ve aztreonama duyarli bulu-
nurlar. Ancak bu zayif indiikleyicilerle tedavi sira-
sinda normalde indiiklenebilir popiilasyonda 10-5
olasilikla meydana gelebilen dereprese mutantlar se-
cilip asir1 miktarda iireyebilirler. Bu da tedavide ba-
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sarisizlia yol acar (7). Sozii edilen antibiyotikler bu
enzimler tarafindan hidrolize dayaniksiz, ancak MIC
degerinin altinda zayif indiikleyici olduklarindan in-
diiklenebilen organizmalar bunlara duyarlidir. Fakat
stabil dereprese mutant suslar direnglidir. Karbape-
nemler gii¢clii indiikleyiciler olup enzim hidrolizine
dayaniklidirlar ve hem indiiklenebilir hem de stabil
dereprese organizmalara etkilidirler (8).

Iste bu yalanci duyarlilik sorunlar nedeniyle iki en-
zim grubuna sahip bakterilerde (ESBL ve indiiklene-
bilir kromozomal beta-laktamaz) direnci tam olarak
saptayabilmek amaciyla antibiyogramda 6zel testle-
rin yapilmasi ve yorumlamay1 saglayacak sekilde
disk diziliminin uygulanmasi gereklidir (8,9).
Calismamizin amaci hastanemizde Gram negatif
bakterilerde ESBL ve kromozomal beta-laktamaz
oranlarini saptamak ve rutin antibiyogram sonucla-
riyla 6zel disk dizilimi arasinda fark olup olmadigin
arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Mayis 2000 - Haziran 2001 tarihleri arasinda hasta-
nemizde yatarak tedavi goren hastalarin cesitli or-
neklerinden izole edilen 71 Gram negatif bakteri in-
celemeye alindi. Bakterilerin identifikasyonu API
20E (bio Merieux France) ile yapildi. Antibiyotik
duyarlilik testi olarak disk difiizyon tasti National
Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), M2-A5 onerilerine uygun sekilde Muel-
ler-Hinton agar kullanilarak yapildi. Her mikroorga-
nizma icin 3 petri kutusu kullanildi. Birinci petriye
standart antibiyotik duyarlilik testi i¢cin kullanilan
diskler, ikinciye ESBL i¢in ve iiciincii petri kutusuna
kromozomal indiiklenebilir beta- laktamazlari sapta-
may1 amaglayan sekilde 6zel dizilmis diskler yerles-
tirildi. Antibiyotik duyarlilik testinde amoksisilin
(AML: 25 pg), amoksisilin/klavulanik asid (AC:
20/10pg), piperasilin (PRL: 100 pg), sefoksitin
(FOX: 30 pg), sefotaksim (CTX: 30 pg), seftriakson
(CRO: 30: pg), seftazidim (CAZ: 30 pg), aztreonam
(ATM: 30 pg), gentamisin (CN: 10 pg), amikasin
(AK: 30 pg), siprofloksasin (CIP: 5 pg), imipenem
(IMP: 10 pg) diskleri kullanildi. Standart sug olarak
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27583 kullanildi.

ESBL’yi saptamak icin cift disk sinerji yonteminden
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faydalanildi. Bunun i¢in petri kutular1 i¢ine 4 mm
kalinliginda dokiilmiis Mueller- Hinton agar (Oxoid)
yiizeyine 0,5 Mc Farland bulanikliginda bakteri siis-
pansiyonu inokiile edildi. Plaklarin merkezine amok-
sisilin-kulavulanik asid diski ve ¢evreye ise merkez-
den merkeze uzaklig1 25 mm olacak sekilde amoksi-
silin, aztreonam, sefotaksim, seftazidim, seftriakson
diskleri yerlestirildi. 37°C’de bir gece inkiibasyon-
dan sonra sonuglar degerlendirildi. Amoksisilin-kla-
vulanik asid diskine dogru sefotaksim, seftazidim,
seftriakson veya aztreonam inhibisyon zon c¢apinin
genislemesi, ESBL varligin1 gosterdi.

Kromozomal indiiklenebilir beta-laktamazlar1 sapta-
mak i¢in direkt indiiksiyon testi yapildi. Bunun i¢in
ise ortaya giiclii beta-laktamaz indiikleyicisi olarak
FOX ve bundan 25 mm uzaklifa ise CAZ, CTX,
CRO, ATM, IMP diskleri yerlestirilip bir gece
37°C’de bekletildikten sonra aztreonam ve genis
spektrumlu sefalosporinlerin, sefoksitin veya imipe-
nem gibi giiclii indiikleyicilere bakan yiizlerinde in-
hibisyon zonlar1 belirgin olarak daralmissa indiikle-
nebilir kromozomal beta- laktamaz poziti olarak de-
gerlendirildi.

BULGULAR

Hastanemizde bir y1l icinde yatirilarak izlenmis olan
hastalardan elde edilen ¢esitli materyallerden toplam
71 Gram negatif bakteri izole edilmistir. Bu suslarin
7’sinde (%10) indiiklenebilir beta-laktamaz, 11’inde
(%15,4) ESBL saptanmustir. Etkenlere gére ESBL ve
kromozomal beta-laktamaz dagilimi tabloda veril-
misgtir.

Indiiklenebilir kromozomal beta-laktamazlarin 4’ii
Pseudomonas spp., 2’si Enterobacter spp., 1’1 Serra-
tia spp. idi. Sadece cift disk sinerji testi ile degerlen-
dirilen ESBL’nin saptandig1 11 bakteriden 5’1 E.coli
idi.

Cift disk sinerji testi goz ardi edildiginde, standart
antibiyotik duyarlilik testinin ESBL saptanan 11 sug-
tan 7’°sinde yanlis duyarlilik verdigi saptandi.

Direkt indiiksiyon testi ile saptanan indiiklenebilir
beta-laktamaza sahip mikroorganizmalarin tiimii ru-
tin antibiyogramda 3. kusak sefalosporinlere ve az-
treonama duyarl: bulundu.

TARTISMA

Bakterilerde antibiyotik direncinin baglica mekaniz-
mas1 olan beta-laktamaz {iiretimi endise verici bir
hizla yayilmaktadir. Bu duruma yol agan baslica fak-
toriin, yeni beta-laktamaz antibiyotik gruplarinin kli-
nik kullanimina bir yanit olabilecegi ileri siiriilmek-

Tablol. Incelenen Gram negatif bakterilerde belirlenebilen
indiiklenebilir beta-laktamaz ve ESBL’larin dagilimi.

Indiiklenebilir ESBL

beta-laktamoz
Escherichia coli (n:30) 5(%16.6)
Klebsiella spp. (n:14)* - 2(%14)
Pseudomonas spp. (n.13) 4(%30.7) -
Enterobacter spp. (n.7) 2 1
Proteus spp. (n.4) - 1
Morganella spp. (n.1) - 1
Serratia spp. (n.1) 1 -
Providencia spp. (n.1) - 1
Toplam (n.71) 7(%10)1 11(%15.4)

* :K.pneumoniae, 3’ii K-oxytoca.

tedir (10). Ayn1 zaman-
da plazmidler yoluyla bakteriden bakteriye direng
aktarimi da beta- laktamazlarin yayilmasinda 6nem-
li rol oynayarak bakterinin bu yanitina katkida bu-
lunmaktadir. Beta- laktamaz iiretimi basta Entero-
bacteriaceae olmak iizere bir¢ok hastane infeksiyonu
etkeninin beta laktam antibiyotiklere direncinde bag-
lica yoldur (8,11).

Bazen sozii edilen beta-laktamaz direnci rutin antibi-
yotik duraylilik testlerinde saptanamayabilir ve yan-
lig duyarlilik sonucu klinisyenlere bildirilebilir. Kro-
mozomal indiiklenebilir beta-laktamaz ve ESBL bu
tiir yanlhig yorumlara neden olabilen beta-laktamaz-
lardir. Sonug olarak bu durum infek-siyonunun teda-
visinde basarisizliklara yol acar. Ornegin indiiklene-
bilir beta-laktamaz salgilayan suslarla gelisen infek-
siyonlarin genis spektrumlu sefalosporinlerle tedavi-
si ile bu bakteri popiilasyonunda 10-5 siklikta ortaya
cikabilen dereprese mutantlar hizla ¢ogalmaya bas-
larlar (8,1,7). Boylece hastanede mutant suglarin se-
cilmesi sonucu direngli suslar hakim olabilir (12).
Bu mutant suslarla olusan infeksiyonlarda mortalite
oldukca yiiksektir (1).

ESBL ve indiiklenebilir beta-laktamaz siklig1 antibi-
yotik kullanim aligkanligina bagl olarak iilkeden iil-
keye hatta ayni iilkenin farkli hastanelerinde bile de-
gismektedir (1). ESBL 6zellikle Klebsiella spp. ve E
coli kokenlerinde bulunmustur. Klebsiella spp. icin
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ESBL oram1 Avrupa’da %20-25 olarak saptanmig
olup (8) iilkemizde ise Eskitiirk ve arkadaglar1 %52,
Abacioglu ve arkadaglar1 %63 (13), Kuzucu ve arka-
daslart %61,8 (14) Giilay ve arkadaglar1 %88,6 (15),
Tiinger ve arkadaglart %49,3 (16) olarak bildirmis-
lerdir. Bizim ¢alismamizda ise 14 Klebsiella susunun
2’sinde (%14) ESBL saptanmustir. E coli i¢in ise Ku-
zucu ve arkadaglart ESBL siklifin1 %8, Hosgor ve
arkadaslar1 %18 (17), Tiinger ve arkadaslar1 %21,5
(16) verirken, biz bu orant %16,6 (5/30) olarak sap-
tadik. Koromozomal beta-laktamazlar Enterobacter
spp., Citrobacter spp., Morganella morgani, Provi-
dencia spp., Serratia spp., Pseudomonas spp. tiirle-
rinde indiiklenebilir 6zellige sahiptir (8). Calisma-
mizda 13 Pseudomonas spp.’nin 4’iinde (%30,7)
kromozomal beta-laktamaz belirlenebilmistir.

7 Enterobacter spp.’nin 2’sinde (%?28,5) indiiklene-
bilir beta-laktamaz belirlenebilmistir. Kuzucu ve ar-
kadagslar1 ise (14) inceledikleri Pseudomonas suslari-
nin %94,1’inde indiiklenebilir, beta-laktamazlar1
gosterebilmiglerdir. Akata ve arkadaslart (18) bu
oranlar1 indiiklenebilir beta-laktamaz belirleme
oranlarin1 Pseudomonas spp.’de %41,2 ve Entero-
bacter spp.’de %22 olarak saptamislardir (18). So-
nuglarimiz bu acidan Akata ve arkadaglarininkilerle
uyumlu bulunmustur.

Bazi arastiricilar ¢ok diisiik diizeyde olsa bile
ESBL lerin ¢ift disk sinerji yontemi ile belirlenebile-
cegini bildirmiglerdir. Ancak bu yontemin duyarlili-
gin1 azaltan bazi faktorler vardir. Bunlar diskler ara-
sindaki uzaklik, bazi suglarda yiiksek diizeyde sefa-
losorinaz olugmasi nedeniyle sinenrjistik etkinin go-
riilmesinin engellenmesi ve klavulanik asitte meyda-
na gelebilecek potens kaybidir (19,20). Birgok aras-
tirict 30mm disk mesafesinde sonug alamayinca disk
mesafesini 20 mm’ye indirmisler ve onceki negatif
sonuglarin biiyiik oranda ESBL yo6niinden pozitifles-
tigini saptamislardir (14, 18, 21). Akata ve arkadas-
lar1 (18) Hosgor ve arkadaslar1 (17) ise caligmalari-
nin, disk mesafesi 25 mm oldugunda en iyi sonug
verdigini belirtmislerdir Yaptigimiz denemeler sonu-
cunda 25 mm’lik disk mesafesinin en iyi sonucu ver-
digi belirlendiginden, testte kullanilan diskler bu me-
safede yerlestirilmigtir.

Calismamizda c¢ift disk sinerji testi ile ESBL sapta-
nan 10 bakterinin 6’s1 rutin antibiyotiklere duyarlilik
deneylerinde genis spektrumlu sefalosporinlere du-
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yarli bulunmus, direkt indiiksiyon testinde indiikle-
nebilir beta-laktamaz saptanan bakterilerin tiimii ru-
tin duyarlilik deneylerinde 3. kusak sefalosporinlere
ve aztreonama duyarli bulunmustur. Bu sayilar cift
disk sinerji ve direkt indiiksiyon testinin yapmasinin
gerekliligi yoniinden dikkat cekicidir.

Sonug olarak karsilasilan yalanci duyarlilik sorunla-
11 nedeniyle bu tip beta-laktamazlarin saptanmasi
i¢in rutin antibiyotiklere duyarlilik deneylerinde 6zel
diizenlemelerin yapilmas: ve yorumlamay1 saglaya-
cak sekilde disk diziliminin uygulanmas1 gerekmek-
tedir. Bununla beraber duyarlilik testlerinin okunma-
st yorumlanarak yapilmali ve direng¢ saptandig: tak-
dirde klinisyen uyarilmaldir (22,23). Indiiklenebilir
beta-laktamaz ve ESBL’lara bagl direncin izlenmesi
ve yayginliginin bilinmesi iilkemizde antibiyotik
kullanim politikasi i¢in yol gosterici olabilir.
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