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OZET

Genis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) gram negatif basillerde sefalosporinlere (seftazidim,seftriakson,
sefotaksim) ve aztreonama direncten sorumludurlar. Genis spektrumlu beta laktamaz iireten Klebsiella bakterileri
klinisyenler acisindan biiyiik bir problemdir. Bu enzimler 6zellikle cocuk hastalar ile tibbi ve cerrahi birimlerde
tedavide basarisizlik nedenidir. Arastirmada genis spektrumlu beta laktamaz varhg: kombine disk yontemi ile
calisilmustir. Calismada cesitli klinik mikrobiyoloji laboratuarlarindan 128 Kiebsiella bakterisi toplanmistir. Bu
bakteriler manuel yontemlerle ve API 20E test kiti ile adlandirilmistir. identifikasyon sonucu 103 K. pneumoniae, 25
K. oxytoca elde edilmistir. Kombine disk yontemiyle Klebsiella suslarimin  %59,37’sinin GSBL pozitif oldugu
belirlenmistir.
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ABSTRACT

Extended-spectrum beta lactamases (ESBLs) are responsible for resistance to cephalosporins (ceftazidime,
ceftriaxone, and cefotaxime) and aztreonam in gram-negative bacilli. ESBL producing Klebsiella bacteria are a major
problem for clinicians, ESBLs increase are cause of failure in treatment particularly paediatric patients and also in
medical and surgical units. In this research ESBL was investigated by combined disc method. In this research, 128
clinical isolates of Klebsiella ssp. were collected from different microbiology laboratories in Ankara. All isolates were
identified with classical methods and API 20E. According to the results of identification, 103 K. pneumoniae, 25 K.
oxytoca were obtained. ESBL has been detected 59,37% in Klebsiella bacteria by combined disk method.

Key Words :Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Extended spectrum beta lactamase, combined disc method.
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GIRIS

Antibiyotikler mikroorganizmalar iizerine mikrobisit veya
mikrobiyostatik etki gosteren ve enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanillan maddelerdir [1]. Antibiyotikler
sayesinde gilinlimiizde bir ¢cok enfeksiyon hastaligi tedavi
edilmektedir. Ancak bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng
gelistirmeleri sayesinde normalde etkili olmasi gereken
birgok antibiyotik tedavide basarisiz sonug verebilmektedir.
Beta-laktam antibiyotikler yan etkilerinin azlig1 ve
bakterisid olmalar1 nedeniyle giiniimiizde en sik kullanilan
antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibiyotikler bakterilerin
peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki ederler.
Bakterilerin  hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan
(miirein)  tabakast  mikroorganizmanin  yapisini  ve
biitiinliiglinii saglar. Hiicre duvar yapisi bozulan bakteride
ozmotik diren¢ kaybi ve dliim meydana gelmektedir [2,3].
Beta laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale
getiren beta laktamaz enzim tiretimi, birgok bakteri tiirliniin
en oOnemli diren¢ mekanizmalarindan birisidir. Beta
laktamaz enzimi antibiyotik hedef bolgesine ulasamadan, |,
beta laktam halkasini hidrolize ederek antibiyotigi etkisiz
hale getirirler [4,5]. Bugiine kadar 350’ye yakin beta
laktamaz enzimi tanimlanmistir [6]. Bunlarin yaklasik
150’si genislemis spektrumlu beta laktamazlardir (GSBL)
[7,8]. GSBL’ler gram-negatif basillerde bulunan, genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karst direngten
sorumlu olan enzimlerdir [9]. Genislemis spektrumlu beta
laktamazlar, genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere
direng gostermeleri sebebiyle enfeksiyonlarin tedavisinde
ciddi sorunlar olusturmaktadir. Ozellikle Klebsiella
tirlerinde GSBL {iretimi ve bu enzimin patojen bakteriler
arasinda hizla yayilmasi ciddi sorunlar olusturmaktadir [10].
Son yillarda klinik orneklerden izole edilen Klebsiella
bakterilerinde Diinya’da ve Tiirkiye’de degisen oranlarda
geniglemis spektrumlu beta laktamaz trettigi bildirilmistir.
Kore’de yapilan bir arastirmada 3 hastaneden 53 GSBL
ireten K. pneumoniae elde edilmistir [11]. 1998 yilinda
yaymlanan bir c¢aligmada farkli sehirlerde bulunan ii¢
Polonya hastanesinden GSBL pozitif olan 11 K. pneumoniae
ve 1 E. coli izolat1 belirlenmistir [12]. Tiirkiye’de 1994-
1996 yillart arasimda GATA Haydarpasa Egitim
Hastanesinde ¢esitli klinik 6rneklerden 67 K. pneumoniae
susu izole edilmis, bu izolatlarin 10’unda GSBL varligi
saptanmugtir [13]. Yine Tiirkiye’de yapilan bir aragtirmada
cesitli klinik orneklerden 94 E. coli ve 58 K. pneumoniae
izole edilmis ve bu izolatlarda GSBL olumlulugu sirasiyla
%39 ve %66 oraninda saptanmustir [14].

Arastirmamizda, farkli hastanelerin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarina gelen hasta materyalleri toplanarak bu
hasta materyalleri spesifik besiyerinde kiiltiire edildikten
sonra Klebsiella tiirlerinin isimlendirmesi yapilmistir.
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Klebsiella  patojenite  agisindan  ¢ok  Onemli  bir
Enterobactericeae iiyesidir. Son zamanlarda yapilan

calismalar Klebsiella bakterilerinde GSBL varliginin her
gecen glin artmakta oldugunu gdstermistir. Arastirmada
klinik 6nemi olan Klebsiella bakterilerinde GSBL enzim
varligi Kombine disk yontemi (Klavulonik asit igeren
kombinasyon disklerinin kullanimi) belirlenmistir.

2. MATERYAL ve METOD
2.1. Ornek Toplama

Arastirmada, iki farkli hastanenin (Gazi Mustafa Kemal
Devlet Hastanesi, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi)
klinik  mikrobiyoloji  laboratuvarlarmma gelen hasta
materyalleri calistlmigtir. Hasta materyalleri ilk asamada
EMB agara ekilmistir.

2.2. Orneklerin Segilmesi

Idrardan, kandan, yara yerinden, trakeal aspirattan,
aspirasyon sivisindan ve balgamdan alinan 6rnekler, EMB
(Oxoid CM0069) agara ekildikten sonra 37°C’lik etiivde 24
saat inkiibasyona birakilmigtir. EMB (Oxoid CMO0069)
agarda gri kahverengi merkezli mukoid koloniler Klebsiella
olduklar siiphesiyle biyokimyasal testlere alinmigtir. Gram
boyamalart  yapilmis  gram-negatif basil  olduklart
goriilmiistiir.

2.3. identifikasyon

Stipheli koloniler tek koloni olusturmalart i¢in EMB (Oxoid
CMO0069) agara pasajlanmistir. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra saf kiiltiirlere ilk olarak gram boyama yapilmistir.
Gram boyama sonucu gram-negatif olan kiiltlirler oksidaz
testine tabi tutulmustur. Oksidaz negatif olan kiiltiirler
sirastyla IMVIC testine alinmiglardir. Daha sonra iireli agara
(Christensen agar base, Oxoid CMO0053), Lysine
Decarboxylase besiyerine, TSI besiyerine ve Mio medium’a
ekilerek adlandirilmiglardir. Klasik biyosimi testleriyle
adlandirilan Klebsiella bakterileri dogrulama amaciyla API
20E (bio-Merieux) ticari test kitleri kullanilarak da
adlandirilmislardir. Isimlendirme sonucu sonucu 103 K.
pneumoniae, 25 K. oxytoca elde edilmistir.

2.4. Klavulonik asit iceren kombinasyon disklerinin kullanim
yontemiyle GSBL enziminin belirlenmesi

Bakterilerin 0,5 McFarland eseline uygun siispansiyonlar1
hazirlanmigtir. MHA’a ekilmislerdir. Seftazidim,
seftazidim/klavulonik asit, sefotaksim ve
sefotaksim/klavulonik asit diskleri yerlestirilmistir. 37°C’lik
etiivde 24 saat bekletildikten sonra olusan zonlar Olgiilmiis,
Kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulonik asit
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icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla > Smm daha genisse
GSBL pozitif olarak degerlendirilmistir [15-19].

3. BULGULAR

Arastirmada, farkli hastanelerin  klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarina gelen 128 hasta materyali ¢aligilmustir.
Calismada kullanilan 128 hasta materyalinin 107 (%83,6)’si
idrar, 9 (%7,03)’u yara, 5 (%3,9)’1 kan, 3 (%2,34)’l balgam,
3 (%2,34)’i trakeal aspirat, 1 (%0,78)’i aspirasyon
sivist’dir. Bu hasta materyalleri EMB agar’da kiiltiire
edildikten sonra klasik biyosimi testleri ile isimlendirilmis,
ardindan API 20E identifikasyon kiti ile isimlendirilmeleri
dogrulanmustir. 128 Klebsiella bakterisinin identifikasyonu
sonucu 103 K. pneumoniae, 25 K. oxytoca elde edilmistir.
Hasta materyallerinin Klebsiella tiirlerine gore dagilimi
Cizelge 3.1 wve Sekil 3.1°de verilmistir. Hasta
materyallerinin tiir bazinda dagilimi yapildiginda 103 K.
pneumoniae ‘nin 86 (%83)’s1 idrar, 7 (%7)’si yara, 5 (%5)’i
kan, 3 (%3)’0 balgam, 2 (%2)’si trakeal aspirat
kiiltiirlerinden izole edilmistir. 25 K. oxytoca’nin 21 (%84)’i
drar, 2 (%8)’si yara, 1 (%4)’i trakeal aspirattan, 1 (%4)’i
aspirasyon sivist kiiltiirlerinden izole edilmistir.  Hasta
materyallerinin 103 K. pneumoniae ve 25 K. oxytoca
tiirlerine gore dagilimi Sekil 3.2 ve Sekil 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. 128 Hasta materyalinin Klebsiella tiirlerine gore dagilimi

Klinik 6rnekler Klebsiella tiirleri Toplam
K. pneumoniae K. oxytoca
Idrar 86 21 107
Yara 7 2 9
Kan 5 - 5
balgam 3 - 3
Trakeal aspirat 2 1 3
Aspirasyon s1visi - 1 1
Toplam 103 25 128
100
90 1
80
_ 70+
S 60
.3; 50 - @ K. pneumoniae
8 B K. oxytoca
S 40 1
~ a0
20
10 A
o H . = /m ——
[ Yara Kan Balgam  Trakeak  Aspirasyor
aspirat  sivsi

Sekil 3.1. 128 Hasta materyalinin Klebsiella tiirlerine gore dagilimi
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Sekil 3.2. 103 K. pneumoniae bakterisinin hasta materyallerine gére %
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Sekil 3.3. 25 K. oxytoca bakterisinin hasta materyallerine gére % dagilimi

Kombine disk yontemine gére GSBL varlig1 tespitinde 128
Klebsiella bakterisinin 76  (%59,37)’sinda  genislemis
spektrumlu beta laktamaz enzimi varlig1 tespit edilirken 52
(%40,62)’sinde bu enzim saptanamamustir. Cizelge 3.2°de
Kombine disk kullanimi ile GSBL enzimi iireten 128
Klebsiella bakterisinin tiir dagilimi, Sekil 3.4°de ise
Kombine disk yontemi ile GSBL enzimi iireten 128
Klebsiella bakterisinin % dagilimi gdsterilmistir. Kombine
disk yontemi ile 103 K. pneumoniae izoatinin 64
(%62)’tinde GSBL tespit edilirken 39 (%38)’unda bu enzim

belirlenememistir. 25 K. oxytoca bakterisinin 12
(%48)’sinde GSBL tespit edilitken 13 (%52)’linde
belirlenememistir.
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Cizelge 3.2. Kombine disk yontemiyle GSBL iireten Klebsiella bakterile

GSBL iireten ve {retmeyen
Klebsiella tiirleri suslarin sayisi Toplam
GSBL (+) GSBL ()
K. pneumoniae 64 39 103
K. oxytoca 12 13 25
Toplam 76 52 128
Kombine disk ydontemi
o GSBL(+)
B GSBL(-)
59%

Sekil 3.4. Kombine disk yontemine goére GSBL iireten Klebsiella
bakterilerinin % dagilimi

4. SONUC VE ONERILER

Genislemis spektrumlu beta Iaktamazlar, oksiimino
sefalosporinleri  hidrolize  edebilen, klavulonik  asit
tarafindan inhibe olabilen enzimlerdir [7]. GSBL iireten
bakterileri tespit emek i¢in birgok ydntem ortaya
konulmustur. Bunun i¢in kullanilan testler, ¢ift disk sinerji
testi, i¢ boyutlu test, E testi, seftazidim direncine bakma,
daha yiiksek bakteri yogunlugunu kullanma, kombine disk
yontemi, daha dar direng¢ smurlart uygulanmasi yani sira
bunlara gore seyrek bagvurulan yontemler olarak da
klavulonik asitli besiyerinde disk difiisyon, klavulonik asit
kombinasyonlu minimal inhibitdr konsantrasyon, ve
otomatize Vitek sistemi gibi yontemlerdir.

Bu arastirmada Klebsiella bakterilerinde GSBL varligi
klavulonik asit kombinasyonu igeren disk kullanimi
yontemiyle arastirildi. Calismada kombine disk yontemiyle
128 Klebsiella bakterisinin = %59,37’si GSBL (+) pozitif
bulunmustur.

Ulkemizde ve Diinya’da kombine disk ydntemiyle GSBL
sikligini arastiran ¢aligmalar bulunmaktadir.
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Ak ve arkadaglari 143 Klebsiella spp. Genislemis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) varligini ¢ift disk sinerji
ve kombine disk yontemi (seftazidim / seftazidimklavulonik
asit veya sefotaksim / sefotaksim-klavulonik asit) ile
arastirmislar. 143 Klebsiella bakterisinin 40(%27.9)’inda
genis spektrumlu beta laktamaz enzimi belirlemislerdir [20].
Tayland’da kan oOrneklerinden izole edilen 31 K
pneumoniae bakterisiyle yapilan c¢alismada klavulonik asit
kombinasyonu igeren disklerin kulanimi yontemiyle genis
spektrumlu beta laktamaz pozitif tespit edilmistir [21].

Akman tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada 194
Klebsiella izolatinda GSBL varligi klavulonik asit
kombinasyonu igeren disklerin kullanimi  ydntemiyle
calistlmistir. Bu yontemle %353oraninda GSBL pozitiflik
gozlemlenmistir [22].

Nougueira ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmada Klavulanik
asit kombinasyonu iceren disk test yontemiyle yaptiklari
calismada Klebsiella pneumoniae’de %57,4, K. oxytoca’da
%21,4 oraninda GSBL pozitiflik saptamislardir [23].

Ulkemizde ve Diinya’da yapilan c¢alismalarin  GSBL
oranlari1  kiyasladigimizda birbirinden farkli sonuglar
kargsimiza ¢ikmaktadir. Genis spekrumlu beta laktamaz
varligina iliskin veriler yildan yila, tlkeden iilkeye,
hastaneden hastaneye farkliliklar gostermektedir. Bu
farkliliklar, genis spektrumlu antibiyotiklerin kontrolsiiz ve

sik kullanilmalarindan, hastalarin ozelliklerindeki
farkliliklardan ~ ve  degisik  tedavi  ydntemlerden
kaynaklanabilir.

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar, genis spektrumlu
beta-laktam antibiyotiklere diren¢ gostermeleri sebebiyle
enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar olusturmaktadir.
Genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler bakterisid etkili
olmas1 ve yan etkilerinin az olmasi nedeniyle tedavide
oldukga sik kullanilan antibiyotiklerdir. Ancak bu ilaglarin
klinikteki kullanimi1 arttikca bu antibiyotiklere karsi
ozellikle beta-laktamazlara bagli direng de artmaya
baslamistir [24]. Bu nedenle bakterilerin beta-laktamaz
dretimlerinin  arastirllmast  ve  antibiyotik  direng
durumlarinin  izlenip  klinisyenlere  bildirilmesi  bu
mikroorganizmalarla olusmus enfeksiyonlarin erken ve
etkili antibiyotik tedavisinde oOnemlidir. Bir bakterinin
GSBL iirettigi saptandiginda in vitro duyarlilik sonucu ne
olursa olsun, tiim sefalosporinler, penisilin tiirevleri ve
monobaktamlara direngli olarak rapor edilmelidir [17].
Sonug¢ olarak; GSBL iireten bakterilerin fenotipik
yontemlerle belirlenmesi ve klinisyenlere bildirilmesi
enfeksiyonun tedavisi agisindan oldukg¢a dnemlidir.
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