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Aragtirma

Cesitli Nozokomiyal Enfeksiyonlara Neden Olan
Kiebsiella pneumoniae ve Escherichia coli Suslarinda
Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz Enzimlerinin
Sikhgini Molekiiler Yontemlerle Aragtiriimasi

Erdener BALIKCI, Canan KESKIN

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalu

OZET

Amag: Hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda rastlanan
yiiksek antibiyotik direnci onemli bir sorundur. Ozellikle
genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) tiirii direng
hastane ortaminda hizla yayimakta ve klinik sorunlara
neden olmaktadir. Bu ¢alismada Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda izole edilen
hastane enfeksiyonu etkeni Klebsiella pneumoniae ve
Escherichia coli izolatlart arasinda GSBL tiirii enzimlerin
varligr aragtirildi.

Gereg ve Yontem: Tiim izolatlarin disk difiizyon yontemi
ile antibiyotik duyarliliklarina bakild: ve cift disk sinerji
testiyle (CDST) GSBL enzim varligi arastirdldi. GSBL pozi-
tif olup, seftazidim duyarl fakat sefotaksim direngli sekiz E.
coli ile sekiz K. pneumoniae izolatimin izoelektrik odakla-
ma ¢alismast yapd. [zoelektrik odaklama yapian izolat-
lar ile E. coli J-53-2 arasinda transkonjiigasyon denendi.

Bulgular: Yiiz doksan dokuz E. coli izolatimin 52 ’sinde
(% 26,1), 111 K. pneumoniae izolatimin 33’iinde (% 29,7)
GSBL porzitifligi saptandi ve genel GSBL orant % 274
olarak bulundu. Sekiz E. coli izolatimin yedisinde ve sekiz
K. pneumoniae izolatimin altisinda CTX-M tiirii beta-
laktamazlarla wyumlu oldugu diisiiniilen enzim bantlar
saptandi. Bu izolatlardan yedi E. coli ve alti K. pneumoni-
ae olmak iizere toplam 13 transkonjiigat elde edildi. CDST
ile bu 13 transkonjugatin GSBL yaptigi dogruland:.
Transkonjiigatlara da izoelektrik odaklama c¢alismast ve
plazmit izolasyonu yapildi. Transkonjiigatlarin hepsinde
CTX-M tiirii beta-laktamazlarla uyumlu oldugu diisiiniilen
enzim bantlari saptandi. Plazmit izolasyonunda ¢ogunlukla
farkly plazmit bantlart saptandi.

Sonuc: GSBL pozitif bakteriler, tedavisi pahali ve gii¢ has-
tane enfeksiyonlarina neden olduklarindan sikliklarinin
stirekli izlenmesi ve ortaya ¢ikmalarimin ve yayilimlarinin
onlenmesi i¢cin genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikle-
rin dikkatli kullanilmast gerekir.

Anahtar kelimeler: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz,
¢cift disk sinerji testi, beta-laktam antibiyotikler

SUMMARY

The Molecular Investigation of Extended Spectrum Beta-
lactamase Enzymes of Klebsiella pneumoniae and
Escherichia coli Strains Isolated from Various Nosocomial
Infections

Objective: Extended spectrum beta-lactamase (ESBL) media-
ted antibiotic resistance is a common problem among the
causative agents of nosocomial infections both in terms of
treatment failure and nosocomial spread. In this study, we
investigated the presence of ESBL enzymes in Klebsiella pne-
umoniae and Escherichia coli strains isolated in Microbiology
Laboratory of Kocaeli University Medical School.

Materials and Methods: The antibiotic susceptibilities of the
isolates were determined by the disc diffusion method and the
presence of the ESBL enzymes was investigated by double disc
synergy test. Isoelectric focusing was performed for ESBL
positive eight E. coli and eight K. pneumoniae isolates which
were susceptible to ceftazidime and resistant to cefotaxime.
Transconjugation experiments were performed between these
eight positive isolates and the recipient E. coli J-53-2.

Results: ESBL positivity was detected in 52 (26.1 %) out of
199 E. coli and 33 (29.7 %) out of 111 K. pneumoniae isolates.
The presence of ESBLs was confirmed by isoelectric focusing.
Enzyme bands consistent with CTX-M type beta-lactamases
were determined in isoelectric focusing in seven E. coli and six
K. pneumoniae isolates. Plasmid isolations done in these
transconjugates revealed presence of different kinds of plas-
mids.

Conclusion: Since the treatment of infections due to ESBL
positive bacteria is costly and problematic, the surveillance of
ESBL positive bacteria is of critical importance in the nosoco-
mial setting.
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GIRIS

Hastane enfeksiyonuna neden olan bakterilerin anti-
biyotiklere olan direnci tedaviyi zorlastirmaktadir.
Sik kullanildigindan beta laktam antibiyotiklere kars1
direng daha fazla goriilmektedir. Klebsiella tiirleri ve
Escherichia coli izolatlariin beta-laktam direncin-
den geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
adi verilen enzimler sorumludur. Bu enzimler en sik
plazmidler iizerinde kodlanir ve yayilirlar . GSBL
iireten Klebsiella tiirleri ve E. coli, bazen enzimin az
miktarda iiretilmesi dolayist ile rutin duyarlilik testle-
rinde beta-laktam antibiyotiklere duyarlt bulunabilir-
ler. Bu 6zellige sahip izolatlarin tedavisinde dikkatli
olunmasi Onerilmektedir .

GSBL iireten klinik izolatlarin ¢ogunlugunu, hasta-
nede yatan hastalardan izole edilen ve en ¢ok nozo-
komiyal salgin nedeni olan K. pneumoniae ve daha
az olarak E. coli ve diger Enterobacteriaceae ailesi
tiyeleri olusturmaktir. GSBL tiirli enzim kodlayan
diren¢ plazmidleri beta-laktam antibiyotiklerin yogun
olarak kullanilmasi sonucu olusan bask: altinda
kolaylikla yayilmakta ve direngli klonlar secilerek
artmaktadir. Bu izolatlarla olan salginlardan en fazla
hastanede uzun siire kalanlar, operasyon gegirenler,
damar ici ve liriner katateri olanlar ve 6zellikle yogun
bakim iinitelerinde yatan hastalar etkilenmektedir.
GSBL tasiyan bakterilerin yogun bakimda yatan
hastalarda gelistirdikleri enfeksiyonlarda mortalite
% 30-50 arasinda degisir .

Plazmid kaynakli dar spektrumlu beta-laktamazlar
birinci kusak sefalosporinlere karsi zayif aktivite
gosteren TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleridir. Bu
enzimler iigiincii ve dordiincii kusak sefalosporinleri,
aztreonam ve karbapenemleri parcalayamazlar.
Ozellikle seftazidim, sefotaksim gibi iigiincii kugak
sefalosporinlerin kullaniminda son yillarda biiyiik bir
artis olmustur. Ancak, 1980’lerin ortalarindan sonra
yayginlagsmaya baglayan mutant enzimler {i¢lincii
kusak sefalosporinleri ve aztreonami da etkisiz hale
getirmeye baglamiglardir. Bu enzimlere sahip mutant
bakteriler sefotaksim, seftazidim ve diger genis
spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonama degisik
derecelerde direng 6zelligi kazanirlar. Sefamisinlere
ve karbapenemlere karsi duyarhdirlar. Bu enzimler
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cok genis bir substrat profiline sahip oldugundan
GSBL olarak isimlendirilmistir ®. Giiniimiizde TEM
ve SHV mutantlar1 diginda sefotaksimi hidroliz eden
CTX-M tiirii enzimler ve GES tiirii enzimler gibi yeni
GSBL tiirii enzimler saptanmigtir ¢,

GSBL ilk olarak 1983 yilinda Almanya’dan ve daha
sonra 1987 yilinda Fransa’dan bildirilmistir. GSBL ler
1991 yilindan itibaren biitiin diinyada bildirilmeye
baslanmistir. Pek cok sayida ve cesitli GSBL enzimi
ve bunlarin iiretimini diizenleyen mekanizmalar sap-
tanmigtir. GSBL lireten izolatlarin sayist biitiin diin-
yada hizli bir sekilde artmaktadir .

GSBL enzimlerinin yayilimi hakkinda bircok epide-
miyolojik c¢alisma vardir. Bu c¢aligmalar baglica
Ingiltere, Ispanya, Portekiz, Italya, Yunanistan, ABD,
Kuzey Afrika, Giliney Amerika ve Cin’den bildiril-
migstir ®. Baskin tipler cografi olarak degisiklikler
gosterir. SHV-2 ve SHV-5 Almanya’da, SHV-3,
SHV-4 ve TEM-3 Fransa’da, SHV-5 ise Yunanistan
ve Tiirkiye’de en yaygin olan GSBL enzimleridir .
Son yillarda Tiirkiye’de CTX-M tiirli GSBL’ler de
bildirilmektedir ©.

GSBL tiirii diren¢ hizla yayilmakta ve klinik sorunla-
ra neden olmaktadir. Bu calismanin amaci Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Laboratuvari’na gelen cesitli kli-
nik 6rneklerden izole edilen nozokomiyal enfeksiyon
etkeni K. pneumoniae ve E. coli izolatlar1 arasinda
GSBL tiirii enzimlerin sikligin1 aragtirmaktir.

GEREC ve YONTEM

izolatlar: Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtir-
ma ve Uygulama Hastanesi Merkez Laboratuvari’na
2003-2004 yillar1 arasinda gelen cesitli klinik 6rnek-
lerden, hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edil-
mis her biri ayr1 bir hastaya ait 199 E. coli, 111
K. pneumoniae olmak iizere toplam 310 izolat calis-
maya alindi. izolatlarin 200’ii (% 64.5) yogun bakim-
dan geri kalan 110 izolat (% 35.5) serviste yatan
hastalardan izole edildi.

Bakterilerin tamimlanmasi: incelenecek bakteriler
koyun kanli agar ve EMB besiyerine ekildi ve
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37°C’da 18 saatlik inkiibasyondan sonra olusan kolo-
niler incelendi. Saf olarak tireyen bakterilere Gram
boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapildi. Katalaz
pozitif ve oksidaz negatif olanlar icin biyokimyasal
tanimlama testleri uygulandi 1.

Cift disk sinerji testi (CDST) ile GSBL yapiminin
aragtirllmasi: CDST, National Committe for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) verilerine
uyularak yapild1 V. Her izolat i¢in 9 cm ¢apli plaga
dokiilmiis Mueller-Hinton agar kullanildi. Plaklarin
ortasina 20 pg amoksisilin-klavulanik asit (AMC)
diski ¢evresine merkezler arasi uzakliklar1 23 mm
olacak sekilde 30 ug sefotaksim (CTX), seftazidim
(CAZ), aztreonam (ATM) ve seftriakson (CRO)
diskleri steril bir pens ile yerlestirildi ve plaklar
18-20 saat 35°C’da inkiibe edildi “>'». ATM, CAZ,
CRO ve CTX’e ait inhibisyon zonlarinin AMC diski
kargisinda bozularak geniglemesi ya da iki inhibis-
yon zonu arasindaki bakteri ilireyen alanda iireme
olmayan bir bolgenin goriilmesi, diger bir deyimle
klavulanik asidin antibiyotigi giiclendirmesi duru-
munda o izolatin GSBL {irettigine karar verildi !9,
CDST ile aynm1 zamanda bakterilerin AMC, CTX,
CAZ, CRO ve ATM antibiyotiklerine olan duyarli-
liklar1 da arastirildi.

Enzim Iizolasyonu ve izoelektrik Noktanin
Saptanmasi: Mikrosantrifiij tiiplerine 250 1 0.1 M
fosfat tamponu (pH:7.0) dagitildi. Kanli agarda {ire-
yen bakteri kolonilerinden 3-4 koloni ekiivyonla
alinarak fosfat tampon icinde siispanse edildi.
Mikrosantrifuj tiipleri kuru buzda 15 dakika,
37°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletildi. Bu
dongii 10 kez yinelendi ve hiicre duvarinin parca-
lanmasi saglandi. Daha sonra 12.000 g’de 15 dakika
santrifiij edilerek iist kisim yeni bir mikrosantrifiij
tiiptine alindi ve izole edilen enzimler -20°C’da
sakland1 . Beta-laktamazlarin tiplendirilmesi izo-
elektrik focusing (IEF) yontemi ile yapildi. Bu
amagla amfolit (pH: 3-10, Sigma Chem Co) iceren
poliakrilamid jel dokiildiikten sonra beta-laktamaz
iceren bakteri sonikatlarindan 25 pL alindi, 5 pL
% 50’lik gliserol ile karistirild1 ve bu karisimlardan
20 pL jeldeki ¢ukurlara damlatildi. Her jele ayrica
referans enzim olarak izoelektrik noktalart bilinen
TEM-1 (pI:5.4), OXA-1 (pI:7.4), SHV-1 (pl:7.6) ve

IEF standart belirtecinden 5’er uL damlatild.
Poliakrilamid jel IEF cihazinda (111 Mini IEF, Bio-
Rad) iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 1,5
saat yiiriitiildii. Elektroforez islemi bittikten sonra
beta-laktamaz bantlarini goriintir hale getirmek icin
jelin tizerine nitrosefin ¢ozeltisi damlatildi ve baget-
le yayildi. Kirmiz1 bantlar olarak belirginlesen beta-
laktamaz bantlarinin anoda olan uzakliklar1 mili-
metrik kagida isaretlendi ve fotograflari ¢ekildi 1.

Transkonjugasyon: Sefotaksime direngli verici bak-
teriler ve rifampisine direncli alici bakteri (E. coli
J-53-2) ayr1 ayn triptic soy brotha ekildi ve 18-20
saat 35°C’da inkiibe edildi. Daha sonra E. coli J-53-
2’den 1 ml verici bakterilerden 3 ml alinip karigtirildi
ve karigim 35°C’da dort saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra karisim 10 dakika 2.000 g’de
santrifiij edilip dipte olusan ¢okelek Mueller Hinton
agara ekildi ve 18-20 saat 35°C’de inkiibe edildi.
Ertesi sabah iireyen karisik bakterilerden alinarak
sefotaksim (4 mg/ml) ve rifampisin (100 mg/ml)
antibiyotiklerini iceren Mueller Hinton agara tek
koloni diigecek sekilde ekilerek bir gece inkiibe edil-
di. Rifampisin ve sefotaksim ig¢eren besiyerinde
rifampisinden dolay1 K. pneumoniae ve E. coli
suslari, sefotaksimden dolay1 E. coli J-53-2 susu {ire-
yemeyecegi ve yalnizca sefotaksim direncini alan ve
kendisi zaten rifampisine direncli olan E. coli iireye-
ceginden transkonjugasyonla sefotaksime direngli
hale gelen E. coli suslari ayrildi ¥,

Plazmid izolasyonu (Alkali Lizis Metodu): Sivi
besiyerinde iiretilmis bakteri (8 ug/ml sefotaksimli
Muller Hinton broth) mikrosantrifiij tiiptine aktaril-
d1. 12.000 g’de 30 sn 4°C’da santrifiij edildi. Bakteri
¢cokeltisi 100 ml soguk soliisyon I (Glukoz/Tris/
EDTA (GTE) Soliisyonu: 50 mM glukoz, 25 mMTris
Cl, 10 mM EDTA, pH: 8.0) ile resiispanse edildi ve
vortekslenip oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Daha
sonra 200 ml soliisyon II (NaOH/SDS Soliisyonu: 0.2
M NaOH, % 1 (w/v) SDS) eklendi ve bes kez bag
asag1 edilip tiip 5 dakika buzda bekletildi. Soguk
soliisyon III’den (5 M Potasyum Asetat Soliisyonu ve
pH) 150 ml eklendi ve bircok kez bas asagi edildi.
Tiip 5 dakika buzda bekletildi, 12.000 g’de 4°C’da 5
dakika santrifiijlendi ve siipernatan temiz bir mikro-
santrifiij tlipiine alindi. Esit miktar fenol-kloroform

81



eklenerek vortekslendi ve 12.000 g’de 4°C’da 2 daki-
ka santrifiijlendi ve siipernatan temiz bir tiipe alindi.
Esit miktarda kloroform izoamil alkol eklenerek vor-
tekslendi, 12.000 g’de 2 dakika santrifiijlendi ve
siipernatan temiz bir tiipe alind1. Cift zincirli DNA
% 95 etanol ile oda 1s1sinda ¢oktiiriilerek, vortekslen-
di ve 2 dakika oda 1sisinda bekletildi. Santrifiijden
(12.000 g’de 4°C’da 5 dakika) sonra siipernatan atil-
di. Etanol (% 70) 1 ml konularak 5 dakika santrifiij-
lendi ve st kisim atildi. Pelet kurutuldu ve 50 pl
Tris-EDTA (pH=8) soliisyonunda ¢oziildii. DNAse
icermeyen pankreatik RNAse 20 pl konup, vorteks-
lendi ve -20°C’da saklandi .

BULGULAR

Yiiz doksan dokuz E. coli ve 111 K. pneumonia sus-
larinin disk difiizyon yontemi ile tespit edilen duyar-
liliklar1 Tablo 1°de sunulmustur.

Cift disk sinerji yontemi ile 199 E. coli izolatinin
52’si (% 26.1), 111 K. pneumoniae izolatinin 33’tinde
(% 29.7) GSBL pozitif bulundu. E. coli’lerde GSBL
pozitif CTX duyarh izolat bulunmadi; GSBL negatif
bir izolat CTX’e direngli bulundu. GSBL pozitif 13
izolat CAZ duyarli ve negatif bir izolat ise CAZ
direncli bulundu. GSBL pozitif ATM duyarli izolat
bulunmadi ve negatif bir izolat ATM’a direngli
bulundu. GSBL pozitif CRO duyarli izolat bulunma-
di. GSBL negatif bir izolat CRO’a direncli bulundu.
K. pneumoniae izolatlarinda GSBL pozitif AMC
direngli izolat bulunmadi. GSBL negatif AMC direnc-
li yedi izolat bulundu. GSBL pozitif bir izolat CTX
duyarli ve GSBL negatif bir izolat CTX direngli
bulundu. GSBL pozitif beg izolat CAZ duyarli ve
GSBL negatif bir izolat CAZ direncli bulundu. GSBL
pozitif ATM duyarli izolat bulunmadi ve GSBL nega-
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tif bir izolat ATM direncli bulundu. GSBL negatif
CRO direngli ve GSBL pozitif CRO duyarli izolat
bulunmadi.

GSBL pozitif bulunan orijinal izolatlardan seftazidi-
me duyarli, sefotaksime direngli sekiz E. coli, sekiz
K. pneumoniae segilerek enzim ekstraksiyonu ve
izoelektrik odaklama caligmasi yapildi. IEF enzimle-
rin (proteinlerin) stirekli bir pH gradiyentinde izoe-
lektrik noktalarina gore ayrismasi temeline dayali bir
yontem olup, GSBL ¢alismalarinda enzimlerin kaba-
ca PI degerlerine gore tanimlanmasini saglar.

Izoelektrik odaklama galismasi yapilan sekiz E. coli
izolatinin biri; K. pneumoniae izolatinda ikisi hari¢
hepsinde pl 8’in ilizerinde enzim bantlar1 saptandi
(Tablo 2). GSBL enzimlerinin arastirilmasinda IEF
yontemiyle beta laktamaz enzimlerinin izoelektrik
odak noktalarina gore gruplandirmasini yapmak yol

Tablo 2. Suslarin pI degerleriyle diren¢ paternleri arasindaki
iliski.

BAKTERI SUS NO CAZ CTX
E. coli 16 Orta Direngli
71 Duyarl Direnci
119 Orta Direncli
149 Duyarli Orta
160 Duyarli Orta
166 Duyarl Orta
193 Orta Direngli
195 Duyarli Direncli
K. pneumoniae 6 Duyarli Orta
16 Duyarh Orta
61 Duyarli Direngli
68 Duyarh Orta
73 Duyarli Direngli
78 Duyarl Direncli
96 Orta Direngli
97 Duyarli Direncli

Koyu renkle belirtilen suslarda pl degerinin 8’in altinda oldugunu
saptanmigtir.

Tablo 1. E. coli ve K. pneumonia suslarmn disk difiizyon yontemi ile tespit edilen duyarhhklari.

E. coli (199)

K. pneumoniae (111)

Antibiyotikler Duyarh (%) OD (%) Direncli (%) Duyarh (%) OD (%) Direncli (%)
AMC 153 (77) 44 (22) 2(1) 87 (78) 17 (15) 7 (6)
CTX 144 (72) 6(3) 49 (25) 74 (67) 8 (7) 29 (26)
CAZ 158 (79) 17 (8) 24 (12) 80 (72) 8(7) 23 (21)
ATM 145 (73) 9(4) 45 (23) 75 (68) 10 (9) 26 (23)
CRO 145 (73) 5(Q) 49 (25) 74 (67) 11 (10) 26 (23)

AMC: amoksisilin-klavulanik asit; CTX: sefotaksim; CAZ: seftazidim; ATM: aztreonam; CRO: seftriakson
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gostericidir. CTX-M tipi GSBL’ler TEM ve SHV
disinda pI 8’in iizerinde odaklanir bu nedenle bu iki
enzimin CTX-M tiirii beta laktamazlarla uyumlu
oldugunu diistiniildii.

Sefotaksim direngli sekiz E. coli, sekiz K. pneumoni-
ae izolatinda E. coli J-53-2 ile transkonjugasyon
denendi. Yedi E. coli, alti K. pneumoniae olmak
tizere 13 izolattan transkonjugat elde edildi. Cift disk
sinerji testi ile 13 transkonjugatin GSBL yaptig1 dog-
rulandi. Transkonjugatlarda CTX direncinin, CAZ
direncinden daha fazla oldugu goriildii. Transkon-
jugatlarin pI 8 civarinda enzim bantlart goriildii.
CTX-M tiirii beta-laktamazlarla uyumlu oldugu diisii-
niildii. Transkonjugatlarda plazmid izolasyonu yapil-
d1, ¢ogunda farkli plazmid bantlar1 saptandi.

TARTISMA

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Aragtirma Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda nozo-
komiyal enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis 199
E. coli, 111 K. pneumoniae olmak iizere 310 izolat
calisildi. Disk diffiizyon yontemi ile 199 E. coli izo-
latinda sefotaksime % 25, seftazidime % 12, amoksi-
silin klavulanik asite % 1, aztreonama % 23, seftriak-
sona % 25; 111 K. pneumoniae izolatinda sefotaksi-
me % 26, seftazidime % 21, amoksisilin klavulanik
asite % 6, aztreonama % 23, seftriaksona % 23 direng
saptandi. Bu diren¢ oranlari iilkemizde yapilmig
caligmalara gore yiiksek degildir. Hacettepe Tip
Fakiiltesi Hastanesi’'nde yapilmig bir calismada
Klebsiella tiirleri ve E. coli’deki diren¢ oranlarini
sirastyla seftazidim icin % 65 ve % 17, seftriakson
icin % 60 ve % 19, aztreonam icin % 64 ve % 17
bulunmustur 19, Giinseren ve ark.” sekiz hasta-
nenin yogun bakim iinitelerinden (YBU) izole
ettikleri E. coli’lerde seftazidim, sefotaksim, seftri-
akson duyarhliklarini sirasiyla % 71.4, % 69.6, % 73.6;
K. pneumoniae’lerde seftazidim, sefotaksim, seftri-
akson duyarliliklarmi sirasiyla % 14.5, % 3.3 ve % 20
olarak bulmustur. Hastane kaynakli E. coli izolatla-
rinda, diren¢ oranlar seftazidim % 17, sefotaksim
% 12.8, seftriakson % 12.8, aztreonam % 14.9,
amoksisilin klavulanik asit % 49 olarak saptanmigtir
M. Yurt diginda Ozellikle bati iilkelerinde direng
oranlart daha diisiik bildirilmektedir. YBU’lerinde

izole edilen Klebsiella tiirlerinde seftazidim direnci
Fransa’da % 16, Londra’da % 11, Chicago’da % 20,
Bangkok’da % 50 bulunmugtur @. Klinik kullanima
1980°1i yillarda giren genislemis spektrumlu sefalos-
porinlerin 6zellikle nozokomiyal kdkenli gram nega-
tif enfeksiyonlarda yaygin bigimde kullanimi bu
antibiyotiklere karsi da bakterilerin etkili enzimler
tiretmelerine yol agmustir.

Calismamizda E. coli ve K. pneumoniae arasinda
GSBL orani sirast ile % 26.1 ve % 29.7 bulunmustur.
Ulkemizde bu konu ile ilgili olarak gesitli merkezler-
de yapilan ¢alismalarda, farkli oranlar elde edilmistir.
Avrupa iilkelerini kapsayan ¢ok merkezli bir arastir-
mada yogun bakim iinitelerinden soyutlanan
Klebsiella izolatlarinda GSBL  arastirilmis,
Tiirkiye’den elde edilen izolatlarda % 59 oraninda
GSBL pozitifligi saptanmugtir @. Livermore ve ark. %
ise 1994 ve bunun devami olarak yapilan 1997-1998
caligmalarinda Bat1 ve Giiney Avrupa’daki 35 yogun
bakim iinitesinde toplanan Klebsiella izolatlarindaki
GSBL oranlarint iilkelere gore sirasiyla; Fransa % 19
ve 32, Ingiltere % 0 ve 9, Italya % 15 ve 38, Ispanya
% 1 ve 5.5, Tiirkiye % 59 ve 61, Almanya % 17 ve
23, Belcika % 31 ve 32, Hollanda % 16 ve 8 olarak
bulmugtur. Jan ve ark.?” 1998-1999 yillarinda Asya
Pasifik bolgesi ve Giiney Afrika’daki 17 ayr1 mer-
kezden izole edilen 1377 E. coli ve 678 K. pneu-
moniae izolatlarinda GSBL oranin1 sirasiyla % 10.1
ve % 252 olarak bulmustur. Ispanya’da Sabate ve
ark. @Y 1994-96 yillari arasinda E. coli’de % 0.14,
K. pneumoniae’da % 0.17 GSBL pozitifligi; Coque
ve ark. @ ise 1989-2000 yillari arasinda yogun
bakim ve cerrahi {initelerinde yatan hastalardan izole
edilen K. pneumoniae izolatlarinda %4.8 GSBL pozi-
tifligi saptamustir. Winokur ve ark. ®® yaptiklar bir
calismada, K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda
GSBL oranlarini sirasiyla; Latin Amerika % 454 ve
% 8.5, Bat1 Pasifik Bolgesi % 24.6 ve % 7.9, Avrupa
% 22.6 ve % 5.3, Amerika % 7.6 ve % 3.3, Kanada
% 4.9 ve % 4.2 olarak bulmugtur. Kim YK ve ark. ¥
yaptiklari bir calismada E. coli izolatlarinda % 17.9
ve K. pneumoniae izolatlarinda % 52.9 GSBL sapta-
mugtir.

Bu calismada GSBL pozitif bulunan orijinal izolat-
lardan seftazidim duyarli sefotaksim direngli sekiz
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E. coli, sekiz K. pneumoniae izolatlarinda enzim
ekstraksiyonu ve izoelektrik odaklama caligsmasi
sonucu E. coli’lerin biri, K. pneumoniae’larin ikisi
hari¢ hepsinde pl 8’in iizerinde enzim bantlar1 sap-
tandi. Bu enzim bantlarinin CTX-M tiirii beta-
laktamazlarla uyumlu oldugunu diisiiniildi.
Sefotaksim direncli sekiz E. coli, sekiz K. pneumo-
niae izolatlarinda transkonjugasyonla yedi E. coli,
alti K. pneumoniae olmak iizere 13 izolatin trans-
konjugantlarinda sefotaksim direncinin seftazidim
direncinden fazla oldugu saptandi. Izoelektrik
odaklama ile 13 transkonjugatin pl 8 civarinda
enzim bantlart goriildi. CTX-M tiirti  beta-
laktamazlarla uyumlu oldugu diisiiniildii. Tablo
2’de suglarin pl degerleriyle diren¢ paternleri ara-
sindaki iligki gosterilmektedir, sonuglarin CAZ ile
uyumlu oldugu, E. coli sugunun pl degeriyle CTX
diren¢ paterninin uyumsuz oldugu goriilmektedir.
pl degeri 8’in lizerinde olan suglarin ise CTX
paterniyle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Transkonjugantlardan plazmid izolasyonunda,
cogunda farkli plazmid bantlar1 saptandi. Son yil-
larda 6zellikle sefotaksimi hidrolizleyen plazmidik
bir GSBL grubu olarak CTX-M serisi enzimler ilgi
odagi olmustur. CTX-M tipi beta-laktamazlar en
sik Salmonella typhimurium ve E. coli’de saptan-
makla birlikte bunlara Enterobacteriacea’ nin diger
tiirlerinde de rastlanir. CTX-M tiirii enzimler yakin
zamanda iilkemizde de gosterilmistir . Bizim
izolatlarimizda da CTX-M tiirii enzimlerin olabile-
cegi diisliniilmektedir. Kesin tanimlama sekans
analizleri ile yapilir, ancak bu ¢calismada bu analiz-
ler yapilmamuistir.

Sonug olarak, antibiyotiklerin kisitli kullanimi, enfek-
siyon kontrol 6nlemlerinin her hastanede uygulanma-
s1, direngle ilgili surveyans ¢alismalarinin her mer-
kezde devamli yapilmas: antibiyotik kullanimi ile
direng iligkisinin kesin olarak belirlenmesini saglaya-
cak caligmalarin ytiriitiilmesi, beta laktamazlara bagh
direnci azaltacak onlemler olarak onerilebilir.

TESEKKUR

E. coli J-53-2 susu Prof. Dr. Haluk Vahaboglu’nun
koleksiyonundan temin edilmistir.
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