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ORIJINAL MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

Gram Negatif Bakterilerde Beta-Laktamaz Varliginin ve Antibiyotik
Duyarhhklarinin Arastiriimasi

Investigation of Presence of Beta-Lactamases and Susceptibilities
to Antibiotics in Gram Negative Bacteria

OZET

Amag: Bu ¢alismada, hastanemizde izole edilen baz1 Gram negatif bakterilerin beta-laktamaz
iretimi ve antibiyotik duyarliliklarinin arastirilmasi amaglanmistir.

Yéntem: indiiklenebilir beta-laktamaz varligi direk indiiksiyon testiyle, genislemis spektrumlu
beta-laktamaz varlig1 ¢ift disk sinerji testiyle, in-vitro duyarlilik testleri ise; Clinical and
Laboratory Standards Institute dnerileri dogrultusunda, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile
arastirllmistir.

Bulgular: Incelenen suslarin % 2’sinde indiiklenebilir beta-laktamaz, % 8’inde genislemis
spektrumlu beta-laktamaz varligi saptanmistir. Calismamizda, imipeneme direngli sus
saptanmazken, ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit ve siprofloksasine kars: diren¢ orani
yiiksek bulunmustur.

Sonu¢: Hastanemizde biiyiik risk olusturmayan infeksiyonlarin ampirik tedavisinde amikasin,
gentamisin, sefoperazon/sulbaktam ve piperasilin/tazobaktamin karbapenemlere alternatif olarak
kullanilabilecegi diisiiniiliirken; ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasinin bunun
icin uygun olmadigt goriilmistiir

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik duyarliliklari, Gram negatif bakteriler, GSBL, IBL

ABSTRACT

Objective:. In this study, beta-lactamase production and antibiotic susceptibility in some Gram-
negative bacteria isolated in our hospital were investigated.

Methods: The presence of inducible beta-lactamase by direct induction test, the presence of
extended-spectrum beta-lactamase by double-disk synergy method were investigated. In-vitro
susceptibility tests were performed by disk diffusion method, in the direction of the Clinical
and Laboratory Standards Institute recommendations.

Results: The rate of inducible beta-lactamase was found as 2 %, and the rate of extended-
spectrum beta-lactamase as 8 %. Imipenem was the most effective antimicrobial. The rates of
resistance to ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid and ciprofloxacin were very high.
Conclusion: Although, amikacin, gentamicin, sefoperazon-sulbactam, piperacillin-tazobactam
can be used as alternatives to carbapenems in empirical treatment of nonserious infections in
our hospital, ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid and ciprofloxacin are not suitable for this
purpose.

Key Words: Antibiotic resistance, ESBL, Gram-negative bacteria, IBL

GIRIS

Gram negatif bakterilere etkili olan antibiyotiklere kars1 direng gelisimi, bu
bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarda 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Grup I beta-laktamazlar1 (AmpC tipi enzimler) yiiksek oranda
iireten bazi Gram negatif bakterilerde genis spektrumlu penisilinlere ve
sefalosporinlere direng goriilmektedir. Bu durum en sik Enterobacter tiirleri,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa’da goriilmektedir (1, 2). Grup I beta-
laktamazlar indiiklenebilir 6zelliktedir (3). Farkli beta-laktam ajanlarin bu
beta-laktamazlar1 indiikleme yetenegi ve indiikledikleri enzimlere
dayanikliliklar1 farklidir. Yani normalde bakteri tarafindan az miktarda
sentezlenen enzim, ortamda bulunan bir indiikleyicinin etkisi ile yiiksek
miktarlarda sentezlenmeye baglar. Normalde indiiksiyon etkisi gecici olup
indiikleyicinin etkisi kalkinca tekrar bazal diizeye doniiliir. Ancak bu tip beta-
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laktamazlari iireten tiirlerde esas sorun, indiiksiyona
gerek olmaksizin yiiksek oranda beta-laktamaz iireten
dereprese mutantlarin bulunmasidir. Bu mutantlar
bakteri toplulugunda 10-5-10-8 sikliginda bulunur. 2.
ve 3. kusak sefalosporinler, aztreonam ve
tireidopenisilinler bu tip beta-laktamazlar i¢in zayif
indiikleyici olmalarima karsm, dretilen enzim
tarafindan pargalanir. Dolayisiyla bu ajanlar, tedavide
tek baslarina kullanilmalar1 halinde, dereprese
mutantlar1 se¢me 6zelligindedir. Bunun sonucunda
tedavi basarisizliklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Ugiincii
kusak sefalosporinlerle bakteriyemi tedavisi sirasinda
dereprese mutantlarin segilme sikligi % 20-40 olarak
bildirilmektedir  (3). Bu tiirlerle  gelisen
infeksiyonlarda 2.-3. kusak sefalosporinlerin ve
aztreonamin  tek  basma  kullanilmasindan
kaginilmalidir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) aracili direng, plazmidler araciligryla tiirler
arasinda aktarilabilmekte, hastanelerde salginlar
olusturabilmekte ve mortalite oranlarini
arttirabilmektedir (4). GSBL direncini bakteriler
arasinda tasiyan plazmidler, c¢ogunlukla diger
antibiyotiklere kars1 direnci de tasimaktadir (5). Bu
enzimler genis  spektrumlu  penisilinazlarin
tirevleridir ve cogu TEM ya da SHV enzimlerinden
koken almaktadir (6). Hibridizasyon deneyleri ile
GSBL'lerin TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamaz
genlerinde meydana gelen basit nokta mutasyonlari
sonucunda ortaya ¢iktig1 saptanmistir (7). Bir izolatin
GSBL irettigi saptandiginda in-vitro duyarlilik
sonucu ne olursa olsun, tiim sefalosporinler, penisilin
tirevleri ve monobaktamlara direngli olarak rapor
edilmelidir (8). Ancak beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonlar1 ve sefamisinler bu enzimlerden
etkilenmedikleri ic¢in duyarlilik sinirlarina gore
degerlendirilirler (9). Plazmid kontroliinde olan
GSBL ve kromozomal indiiklenebilir beta-laktamaz
(IBL) yani AmpC sentezleyebilen kdkenlerin
saptanmasi, tedavide kullanilacak antibiyotiklerin
seciminde yol gosterici olmasi bakimimdan dnemlidir.
Bu calismada, hastanemiz laboratuvarinda cesitli
klinik Orneklerden izole edilen 83 Gram negatif
bakterinin antibiyotiklere diren¢ durumu, IBL ve
GSBL varligi aragtirilmistir.

GEREC VE YONTEM
Calisma Eylil-Aralik 2009 tarihleri arasinda
mikrobiyoloji laboratuarinda yapilmistir.

Laboratuvarimiza gonderilen idrar, yara ve solunum
sekresyonu kiiltiirleri % 5 koyun kanli agar
(HiMedia,India) ve Eozin metilen blue (EMB)
(HiMedia, India) agar; kan kiiltiirii 6rnekleri Bactec
9050 otomatik kan kiiltiir (Becton Dickinson, USA)
besiyerlerine ekilerek normal atmosfer kosullarinda,

37°C’de inkiibe edilmistir. Ureyen bakterilerin
tanimlanmasinda klasik yontemler ve API 20E (ID 32
GN) (bioM¢érieux, Etoile, Fransa) identifikasyon
sistemi kullanilmistir.

IBL varligi direkt indiiksiyon ydéntemi ile
arastirilmistir. McFarland 0,5 bulanikliginda bakteri
siispansiyonlar1 hazirlandiktan sonra petri kutulari
icine, 4 mm kalinliginda dokiilmiis Mueller-Hinton
agar (GBL, Tiirkiye) yiizeyine inokiile edilmistir. Petri
plaklarimin ortasina giiglii bir beta-laktamaz
indiikleyicisi olan sefoksitin (Bioanalyse, Tiirkiye) 30
pug, bundan 1.5-2 cm wuzakliga ise seftazidim
(Bioanalyse, Tiirkiye) 30 pg, sefotaksim (Bioanalyse,
Tiirkiye) 30 ug ve seftriakson (Bioanalyse, Tiirkiye)
30 pg diskleri yerlestirilmistir. 37°C’de 18—24 saat
inkiibasyondan sonra sefalosporin  zonunun,
indiikleyiciye bakan yiiziinde 4 mm ve iizerinde
daralmas1 IBL varligi agisindan pozitif olarak
degerlendirilmistir (10-12).

GSBL varlig1 ¢ift disk sinerji testi ile arastirilmistir.
Cift disk sinerji testi i¢in suslar, standart disk diflizyon
yontemi kurallarina uyularak Mueller-Hinton agar
(GBL, Tirkiye) besiyerine yayilmistir. Merkeze
amoksisilin/klavulanik asit (Bioanalyse, Tiirkiye)
20/10 g ve gevresine merkezler arasi uzakliklar 20
mm olacak sekilde seftazidim (Bioanalyse, Tiirkiye)
30 ug ve sefotaksim (Bioanalyse, Tirkiye) 30 o
diskleri yerlestirilerek 37°C’de  18-24  saat
inkiibasyondan sonra sonuglar degerlendirilmistir.
Amoksisilin-klavulanik asit diski ¢evresindeki
seftazidim ve sefotaksim disklerinin etrafinda olugan
inhibisyon zonunun, amoksisilin/klavulanik asit
diskine dogru genislemesi GSBL varligi olarak kabul
edilmistir (13).

GSBL ve IBL varliginin, diger antibiyotiklerin direng
durumunu nasil etkilediginin saptanmasi i¢in Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri
dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
kullanilmistir (14).

Calismamizda bulgular say1 ve ylizde olarak
verilmistir. Degiskenlerin analizi SPSS 11,0°de
“Likelihood Ratio ki kare” testi kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen p<0.05 degerleri anlamh
kabul edilmistir.

BULGULAR

Seksen ti¢ Gram negatif bakterinin 54 (% 65)’1i idrar,
11 (% 13)’1 yara, 9 (% 11)’u solunum sistemi
sekresyonu ve 9 (% 11)’u kan 6rneginden tiretilmistir.
Ureyen Gram negatif bakterilerin {iretildigi rneklerin
52 (% 63)’si dahili bilimler, 24 (% 29)’ii cerrahi
boliimlerden ve 7°si (% 8) dahili yogun bakim
iinitesinden gdnderilmistir. Izole edilen bakterilerin
dagilim1 ve antibiyotiklere direng oranlar1 Tablo 1°de
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Tablo 1. izole edilen 83 susun dagilimi (n) ve antibiyotiklere
direnc oranlari (%).

Bakteriler n AM AMC CRO CTX CAZ FEP IMP CES FPIF TPZ GW AK CIP

E.coli 48 T3 a7 17 21 v 17 - 4 27 4 1w 6 3
K.pneumoniae 14 93 79 14 14 7 14 - - 21 - -
Klebsiellaspp. 11 100 100 55 36 ] 36 - 27 55 45 8§ - 8
Enterobacter _

6 100 100 83 67 50 a0 - - 33 7
spp.

Diger* 4 100 100

Diger: Profeus spp., Serratia spp., Morganeda spp. AM: Ampisiling AMC: Amokssilinkawulani asit, CRO: Seftriakson,
CTX: Sefotaksim, CAZ: Seflazidim, FEP: Sefepim, IMP: Imipenem, CES: Sefoperazon-sulbaktam, PIP: Piperasilin,
TPZ: Fiperasilin-tazobaktam, GN: Gentamisin, AK: Amikasin, CIF: Siprofloksasin.

gosterilmistir

Seftriakson, sefotaksim ve piperasilin-tazobaktama
kars1 direng oranlari, Klebsiella spp. ve Enterobacter
spp. kokenlerinde, Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae kokenlerine gore (p<0.05);
siprofloksasine kars1 direng orani E.coli kokenlerinde
diger suslara gore (p=0.02) anlaml derecede yiiksek
bulunmustur. Imipeneme direngli koken
saptanmamigtir.

Izole edilen bakterilerin IBL ve GSBL olusturma
oranlarmin  bolimlere dagilimi  Tablo 2’de
gosterilmistir.

Incelenen 83 &rnekten ikisinde (% 2) IBL, yedisinde
(% 8) GSBL varligr saptanmistir. IBL varligi,
gonderildigi bolim ve alinan o6rnek seklinden
etkilenmezken, GSBL varligi en fazla cerrahi
boliimlerden gelen 6rneklerde saptanmistir [5/24 (%
21)] (p=0.02). Test edilen antibiyotiklerin direng
oranlar1 IBL varligindan etkilenmemistir.

Tablo 2. izole edilen bakterilerin iBL ve GSBL olusturma
oranlarinin bélimlere dagihimi [n (%)].

IBL GSBL

Bolim n Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Dahili

- &2 2(4) 50 (26) 1 (2) 51 (28)
bolamler

Cerrahi

e 24 0 24 (100) 5(21) 19(79)
bolumler

Dye* 7 0 7 (100) 1(14) 6 (86)
Toplam 83 2(2) 81 (98) 7 (8) 76 (92)

*DYB: Dahili Yogun Bakim Unitesi.

TARTISMA

Antibiyotiklere direng, infeksiyonlarin tedavi
edilmesinde karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir.
Beta-laktamaz iiretme yetenegini kazanan bakteriler,
genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler de dahil
olmak tizere, farkli gruptan antibiyotiklere direng
gosterirler. Bu nedenle bakterilerin beta-laktamaz
tretimlerinin aragtirilmast ve antibiyotik direng
durumlarinin izlenmesi bu mikroorganizmalarla
olusan infeksiyonlarm etkili tedavisine imkan
verecektir (15, 16).

Beta-laktamazlar, bakteriler tarafindan kromozomlar,
plazmidler ya da transpozonlar aracilig1 ile sentez
edilen ve beta-laktam antibiyotiklerdeki amid
baglarini parcalayan enzimlerdir. Pratikte ciddi sorun
olusturan Enterobacter, Pseudomonas, Serratia ve
Citrobacter gibi Gram negatif bakterilerin
kromozomal  beta-laktamazlar1  indiiklenebilir
niteliktedir (3, 12). Bu bakteriler, baz1 beta-
laktamlarla (ampisilin ve 1. kusak sefalosporinler)
karsilagtiklarinda hizla kromozomal beta-laktamaz
sentezlerler  (indiiksiyon). Uciincii  kusak
sefalosporinler (sefoperazon, sefotaksim, seftriakson,
seftazidim vs) kromozomal beta-laktamazlar1 zayif
bicimde indiiklerler. Bu antibiyotikler, baslangicta
bakterileri kolaylikla o6ldiirebilmesine ragmen bu
bakteri toplulugu i¢inde fazla miktarda beta-laktamaz
sentezleyen yapisal mutantlar oSldiiriilemez ve
infeksiyon bolgesinde kalirlar (seleksiyon). Zamanla
karbapenemler hari¢ tiim beta-laktam antibiyotiklere
direngli hale gelirler (12, 17). Bu nedenle
laboratuvarlarda IBL varliginin saptanmas1 énemlidir.
Rajni ve ark. (18) yaptiklar1 calismada IBL oranin1 E.
coli kdkenlerinde % 23, K. pneumoniae kokenlerinde
%18; Tan ve ark. (19) yaptiklari calismada, E. coli ve
K. pneumoniae kokenlerinde IBL oranin1 % 26; Giiler
ve ark. (11) yaptiklar ¢aligmada enterik bakterilerde
IBL oranimi % 5.2 olarak bildirmislerdir.
Calismamizda ise bu oran % 2 olarak bulunmustur.
Aradaki bu farkin hastanelerin yogunluguna bagh
oldugu distiniilmiistiir.

Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlarin sayisi
giderek artmakta olup, giiniimiizde 200’den fazla
GSBL enzimi bulunmaktadir (20). GSBL sikligini,
Kocgoglu ve ark. (21) toplum kaynakli {iriner sistem
infeksiyonlarindan izole edilen E. coli kokenlerinde
% 3.4; Giiler ve ark. (11) enterik bakterilerde % 10.5;
Delialioglu ve ark. (22) E.coli kdkenlerinde % 18.3;
Gidiiciioglu ve ark. (23) E.coli kdkenlerinde % 29,
K.pneumoniae kokenlerinde % 49; Iraz (24) E.coli
kokenlerinde % 27, Klebsiella spp. kokenlerinde %
23; K.pneumoniae kdkenlerinde % 29.7 ve K.oxytoca
kokenlerinde % 4.2; Celebi ve ark. (25) E.coli
kokenlerinde % 54.4 olarak  bulmuslardir.
Calismamizda GSBL orant % 8 olarak saptanmistir.
GSBL oranlarinin merkezler arasinda bu kadar farkl
olmasinin, hastanelerde yatarak takip edilen hasta
sayisinin, yogun bakim {nitelerinin  hasta
kapasitelerinin farkliligindan ve antibiyotik kullanma
politikalarindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.
Karbapenemler  halen  kullanilmakta  olan
antibiyotikler icerisinde en genis spektrumlu
olanlardandir (26). Iraz‘in (24) yaptig1 c¢aligmada,
E.coli ve Klebsiella spp. kokenlerinde imipenem
direnci saptanmamisken, ampisiline yiiksek oranda
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diren¢ bildirilmistir. Gudiiclioglu ve ark.’nin
caligmasinda (23), GSBL iireten E.coli ve Klebsiella
spp. kokenleri imipeneme %99 duyarli bulunurken,
amoksisilin-klavulanik aside yiiksek oranda direng
bildirilmistir. Yildiz ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada
(27), GSBL olumlu E.coli ve Enterobacter spp.
kokenlerinin tiimii imipeneme duyarl bulunmusken;
Giiler ve ark. (11) yaptiklar calismada GSBL olumlu
E.coli kokenlerinde imipenem duyarliligint %99
olarak bulmuglardir. Calismamizda ise tiim
bakterilerde en etkili antibiyotik imipenem (% 100
duyarli) bunu takiben amikasin, gentamisin,
sefoperazon-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam
olarak saptanmisken, ampisilin ve amoksisilin-
klavulanik aside kars1 yiiksek oranda direng
saptanmistir. Ayrica GSBL pozitif olan yedi kokenin
hepsi siprofloksasine direngli olarak bulunmustur.
Hastanemizde daha 6nce yapilan bir ¢aligmada (28)
E.coli kokenlerinde amoksisilin-klavulanik asit
direnci % 42, siprofloksasin direnci % 12 olarak
bildirilmisken ¢alismamizda bu iki antibiyotige de
ylksek diren¢ oranlart (sirasiyla, % 67, % 31)
saptanmistir. Bu durumun oral yoldan kullanilabilen
antibiyotiklerin ¢ok yaygin, hatta zaman zaman
endikasyon olmadigi halde kullanilmasiyla ilgili
olabilecegi diistiniilmiistiir.

Antibiyotiklere karsi artan diren¢ oranlari
diisiiniildiigiinde, ESBL ve IBL taramalarinin
yapilarak ampirik tedavilere yol gdsterici olunmasi
gerektigi diisliniilmiis, ayrica hastanemizde biiyiik
risk olusturmayan infeksiyonlarin ampirik tedavisinde
amikasin, gentamisin, sefoperazon-sulbaktam,
piperasilin-tazobaktamin, karbapenemlere alternatif
olarak kullanilabilecegi disiiniiliirken, ampisilin,
amoksisilin-klavulanik asit ve siprofloksasinin bunun
icin  uygun olmadig1t sonucuna varilmistir.
Hastanemizde bu antibiyotiklere kars1 yliksek oranda
diren¢ bulundugu i¢in tedavilerde dikkatli
kullanilmasi gerektigi diistiniilmustiir.
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