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idrar Yolu infeksiyonu Etkeni Gram-Negatif Comaklarda
Genislemis Spektrumlu B-Laktamazlarm Cift Disk Sinerji

Yontemi ile Belirlenmesi

Ozden Biiyiikbaba, Derya Aydmn, Ozdem Ang

Ozet: Istanbul Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyolofi Anabilim Dalt'na firiner sistem infeksiyomu (USI) on
tamst ile géinderilen idrar drneklerinden izole edilen 37 Kipneumoniae, 65 E.coli ve 17 Enterobacter spp. olmak iizere toplans 119
Gram negatif comakta gift disk sinerji yintemi ile genislemis spektrumlu f-laktamaz (extended spectrum fi-lactamase; ESBL)
araghirlmghr. Kpneumoniae suglanmn % 43.2'sinde ve Enterobacter suglarmm %17.6'simda ESBL varlig gisterilirken, E.coli
suslarmda ESBL firetimi belirlenmemigtir. Istatistiksel degerlendirmede, ¢ift disk sinerji yintemi ile ESBL belirlemede aztreonam,
sefataksim, seftazidim ve sefodizim arasmda anlamis bir fark bulunmamigtr (p>0.05), ESBLTarn diretiminden sonumiu olan
plazmidlerin ayn: zamanda aminaglikozidler, tetrasiklinler, kKloramfenikol, siilfonamidler ve trimetoprime direng genlerini de
tagiyabilecedi giziniine almarak bu antimikrobiyal maddelere direng durionu dragtinlnmgiir, ESBL olugturan 16 Kipnenmoniae
sugumun highirinde by ajanlara direng giriilmemis, ESBL olugturan fig Enterobacter sugunun ikistnde bu antimikrobiyal ajanlarin

Himiine direng belirlenmigtir,

Anahtar Stizciikler: Genislemis spektrumiu fi-laktamaz, ¢ift disk sinerji yantemi.

Summary: Determination of extended spectrum f-lactamases with the double-disk synergy method in Gram-negative rods
causing urinary tract infections. Extended spectriom f-lactanuses (ESBL) were investignted with the double-disk synergy method in 119
Gram-negative rods consisting of 37 K.pnewmoniae, 65 E.coli and 17 Enterabacter spp. isolated from urinary samples sent to Department of
Micrabiology and Clinical Microbiolagy, Istanbul Faculty of Medicine, with presumptive dingnosis of urinary tract infections. Presence of ESBL
were seck in 43.2% of K.pnewmoniae strains and 17.6% of Enterobacter strains, whereas ne ESBL production were defected in E.coli strains, In
statistical evaluation no significant difference (p>0.05) was found between aztreonam, cfolaxime, ceftazidime and cefodizime in determining
ESBL with the double disk synergy method. Considering Hiat plasmids which are respovsible for the production of ESBL may also earry
resistance genes fo aminoglycosides, febmoyclines, chloramphenicol, sulphonamides and trimethoprim, resistance to these antimicrobial agents
were alsa investignted. Among the 16 K.pnewmoniae strains producing ESBL Hiere was ‘no resistance to these agents whereas in kwo of e three
Enterobacter strains producing ESBL, resistance to all of these antimicrobinl agents was determined.

Key Words: Extended spectrum fi-lnctamases, double-disk synergy method,

Girig

B-laktamazlar penisilin, sefalesporin ve diger B-laktam antibi-
yotildere baglanarak onlan hidrolize eden ve bu yolla bakteriyel
dirence neden olan enzimlerdir. Bu enzimler, kromozom, plazmid
ya da transpozon kaynakli olabilirler (1-5).

Enterobacteriaceae ailesindeki Gram-negatif comaklann gogu
kromozom kaynakht konstitiitif veya indilklenebilir B-laktamaz
tirettiklerinden, ligiincii kusak sefalosporinler digindaki B-laktam
antibiyotiklere direnc gisierirler. Bunlarm en Snemlisi tip 1 B-lak-
lamazlardir. Bu bakterilerde plazmid kaynakli B-laktamazlarla olu-
san direng daha stk goriiliir. Genig spektrumiu olan bu enzimler
iginde TEM-1 ve SHV-! en sik rastlananlardwr, Bunlar ampisilin,
karbenisilin, tikarsilin, sefalotin ve sefamandole etkili; yeni sefa-
losporinler, monobaktamlar, sefamisiniere ise etkisiz ve B-lak-
tamaz inhibittrlerine duyarl: enzimlerdir (1-3).

Klebsielle suglarinda Giglincti kusak sefalosporinlere karst plaz-
mid kaynaklt direng itk kez 1983'te bildirilmis, daha sonra benzer
direng, Enterobacteriaceae ailesindeki diger cinslerde de gosteril-
mistir (3-9). Genislemis spektrumlu B-laktamaz (extended spect-
rum B-lactamase; ESBL) olaruk adlandmlan bu enzimleri kodla-
yan genlerin 80-300 kb bilyiikliigiinde plazmidler ilzerinde tagindi-
&1 gosterilmistir. Bu enzimlerin transpozonlarla da taginabilecegini
ghsteren kamtlar elde edilmigse de bunlar heniiz kesinlesmemistir
(1,4,6,8,9).

Bugtine kadar tammlanan ESBL'larin TEM veya SHV enzimle-
rinin modifikasyonu oldufu saptanmgtir. Ayrica TEM ve SHV til-
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revi olmayan,
OXA-II, KH g

yine plazmidde iaginan MIR-1, BIL-1, MEN-1,
ibi ESBL'lar da bulunmustur {10-14). Klehsiella

pneumoniae ve Escherichin coli suslannda kromozom kékenli
ESBL'lar bulundugu bildirilmigtir (4). ESBLlant kodlayan plaz-

midlerin bagka
hiidikleri ve bu
rasiklinler, dahs

antimikrobiyal ajanlara direng genlerini de tasiya-
yolla bagta, aminoglikozidler, sillfonamidler ve tet-
1 ender olarak da kloramfenikol ve trimetoprime di-

reng peligtirebildikleri bildirilmistir (5,7,15).

Ugiincil kugak sefalosporinleri ve aztreonami  hidrolize eden,
buna karsihk sefamisinlere (sefoksitin, moksalaktam) ve karbape-
nemlere (imipenem, meropenem) etkisiz olan ESBLTann en
6nemli Bzelliklerinden biri de klavulanik asid ve difer B-laktamaz
inhibitérleri ile éinaktive olmalandir (3,5,16).

Hibridizasyon deneyleri ile tanimlanan 30'den fazla ESBL'n
TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 B-laktamaz genlerinde meydana gelen

basit nokta mul
lunan 1-4 anah
ya giktify belirl

Sefotaksim,

asyonlar sonucunda enzimin aktif' blgesinde bu-
tar amino asidin degisiklife ugramast sonucu orta-
enmistir (1,17).

seftriakson, seftazidim gibi ticlinci kusak sefalos-

porinler (oksiiminosefalosporinler) 7-azminosefalosporanik asid

nitkleusunun 7-
grubu tagirlar.

b yan zincirinde bir aminotiazol ve bir oksiimino
Mutasyon sonucunda ESBL molekiiliinin gulur

bblgesindeki aktif alanda meydana gelen degisikliklerin enzimin
iigiineil kugak sefalosporinlers olan wyguntufunu artudifme ve
ESBL'ann genis spektrumlu B-laktam antibiyotilderi hidrolize
edebildigi bildirilmigtir (3,18).

ESBL'lar duyarliik deneylerinde, sefotaksim, seltrinkson, sef-
tazidim ve/veya azireonama diren¢ gorilmesi ile belirlenebilirler.
Ancak bazen ESBL olusturan bakterilerle yapilan duyarhihik de-
neylerinde bu antibiyotiklere direng veya orta duyarhlik saplana-
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maz ve bu suglar yanhghikla duyarh olarak tamimlanabilirler. Bu
durumda direng belirlenemedigi igin tedavi bugansiz kalir (18,19).

Bu nedenle laboratuvarlarda rutin olarak ESBL'larin belirten-
mesi gereklidir. Bu amagla kullamlan baghca yéntemler sunlarchr:
{1] rutin antibiyogram deneylerinde peniy spektrumiu sefalospo-
rinfere veya aztreonama duyarlliffin azalmasimn gézlenmesi (20);
[2] diliisyon deneylerinde minimal inhibitér konsantirasyonlann
{MIK) standard inokulumlardan daha yuksek bakteri inokulumlan
kullamlarak belirlenmesi (21); [3] cift disk sinerji deneyi (20); {4]
iic boyntlu test (22).

Cahgmarmzda uygulanmas: en pratik ydntem olan ¢ift disk si-
nerji deneyi ile ve ilgili B-laktam antibiyotiklere duyarhilik azalma-
51 incelenerek ESBL lar aragtirlmagtir.

Yontemler

Uriner sistem infeksiyonu 6n tamsi ile cofunlufu poliklinik
hastalanindan alinan idrar Smeklerinden izole edilen 37 K pneu-
maniae, 85 E.coli ve 17 Enterobacter spp. olmak lizere, toplam
119 sugta EBSL ilretimi ¢ift disk sinerji deneyi ile aragtirilmig, ay-
rica tim suglarin NCCLS standardlanna (23} uygun olarak disk di-

fiizyon yBntemi ile aztreonam, seftazidim, sefotaksim, sefopera- - I

zon, sefodizim, piperasilin, mezlosilin ve meropeneme duyarlilik-
lar incelenmigtir,

Cift disk sinerji deneyinde, disk difiizyon y8nteminin standard-
larina uyularak, suslar Mueller-Hinton agar besiyerine yayilmg,
merkeze amnoksisilin-klavulanik asid diski konulmus, cevreye ise
merkezden merkeze uzakliklann 3 cm olacak sekilde aztreonam,
seftazidim, sefotaksim, sefodizim diskleri yerlegtirilmigtir, 33°C"
de 18-20 suatlik inkifbasyondan sonra sonuglar deperlendirilmigtir.
Aztreonam, seftazidim, sefotaksim ve sefodizime ait inhibisyon
zonlarimn Klavulanik asid diski kargisinda geniglemesi veya iki in-
hibisyon zonu arasindaki bakteri tireyen alanda iiremenin inhibe
edildigi bir blgenin grillmesi susun ESBL olusturdugunun gis-
terpesi olarak deferlendirilmistir  (Resim 1). Deneyde negatif
kontrol olarak E.coli ATCC 25922 susu kullanlmagtir.

ESBL tretimi belirlenen 19 susun yine NCCLS standardlarina
uygun olarak gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin, fetra-
siklin, kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametoksazole duyarlihk-
tar disk difiizyon ybntemi ile incelenmigtir.

Sonuglar

Uriner sistem infeksiyonu etkeni olarak izole edilen 119 Gram-
negatif comak susunun sekiz 3-laktam antibiyotige direng durumu
incelendiginde; mezlosiline (% 48) ve piperasiline (% 47) yiiksek
oranda direng belirlenirken, meropeneme tiim suglarm duyari ol-
duffu saptanmgtir. Aztreonam ve {igiincii kugak sefalosporinlere
ise {% 17-20) arasinda de@isen oranlarda direng belirlenmigtir
(Tablo 1). Cift disk sinerji deneyi ile 37 K.pneumoniae sugunun
t6'sinda (% 43.2), 17 Emterobacter sugumun ise 3'inde (%17.6)

Resim 1. Git dlsk sinerji yoniema ile ESBL behrienmem {Pozitif

sonug).

ESBL ilretimi belirlenirken, 65 E.coli susunun higbirinde ESBL
itretimi saptanmarmugtir (Tablo 2).

ESBL iirettigii belirlenen toplam 19 susun tiimiinde azireona-
mn tammlaytci oldufu saptanmisg, 18'inin sefotzksim, 17'sinin se-
fodizim ve 16'sinin seftazidim ile de behrlendxg1 phizlenmistir. Is-
tatistiksel deger]endmnede cift disk sinerji ytintemi ile ESBL be-
lirlemede bu Bilaktamlarm segicilifi yBniinden anlamli bir fark
bulunmadiffi (p>0.03) saptanmagtir.

ESBL olugturan suglarla yapilan disk diflizyon deneyinde azt-
reonam, seftazidim, sefodizim ve sefotaksim karsisinda meydana
gelen ortalama inhibisyon zon ¢aplan incelendiginde; 16 K preun-
moniae sugunun timiniln sefotaksime duyarh oldugu, azireanam,
seftazidim ve sefodizime ise direngli oldugu belirlenmigtir. Ug En-
terobacter sugunun ise, azireonam, seftazidim ve sefotaksime du-
yarh, sefodizime direngli oldugu saptanmgur (Tablo 3).

ESBL iireten 16 K pneumonice sugunun gentamisin, tobrami-
sin, amikasin, netilmisin, {etrasiklin, kloramfenikol ve trimetop-
rim-sitlfameloksazole duyarly; ig Enterobacter susundan ikisinin
ise bu antimikrobiyal ajanlann timéne direngli, birinin tilmilne
duyarh oldugu belirlenmigtir.

Irdeleme
Birinci ve ikinci kugak sefalosporinler, Gram-negatif comaklar
tarafindan {iretilebilen TEM ve SHV B-laktamazlanna duyarh ol-
. duklanndan, tedavide kullanimlan

simrhdir.  7-amino-sefalosporanik

/

Tablo 1. incelenen Gram-Negatif Gomaklarda B-Laktam Antiblyotiklere Dlreng*\

asid nuklevsunun yan zincirlerinde
defigiklikler yapilarak geligtirilen

\AT M; Aztreanam, CAZ: Seltazidim, CTX: Sefctaksim, CFP: Sefoperazon, CDZ; Sefodizim, PAL: Piperasilin,

MEZ: Mezlosilin, MEM: Mernpenurn

yeni kugak sefalosporinler ise, TEM
ATM CAZ CTX Cre cDZ PRL MEZ MEM ve SHV B-laktamazlarina direncli
K pneumoniae 19 19 19 15 10 4 a5 0 olduklarindan, giiniimiizde siklikla
(n=37) kullaniimaktadwr. Ancak 1983 yilin-
E.coff 0 o ] 8 2 29 28 0 dan itibaren yeni kugak sefalospo-
(n=65) rinleri etkisiz kilan ESBL'fara gide-
Enterobacterspp. 2 2 i 1 2 3 4 0 rek artan oranlarda rastlanmaktadir.
{p=17) Enterobacteriaceae ailesinde bu-
lunan birgok einsin ESBL olugtur-

Toplam (n=119 N 21 20 24 23 56 57 0 % o I
plam (1=115) (18) (%18}  {%17)  (%E0) (%19  (%47)  (%48) dugy, en sik ESBL lireten tirlin ise
K pneumoniae oldugu bildirilmigtir.
*Orla duyarli suglar dirangl ofarak sinillandinimigtrr. Baz1 aragtincilar, bunun nedeni ola-

rak K.pnewmonice'de spontan mu-
tasyonlarin daha sik olmasim ileri
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/ Tablo 2. Gift Disk Sinerji Yénteminde ESBL Uretiminin Be!irleyjfcisl Olan B-Laktam Antiblyotikler \
ATM+CDZ CTX+ATM  CAZ:CTX+ATM CTX+ATM+QDZ CAZ+CTX+CDZ+ATM _ Toplam
n {%)
K.pneumonias 0 1 1 1 13 18 {43.2)
{n=37) :
Enterobacter spp. 1 o 0 o 2 3 {(17.6)

%w)

Tablo 3. ESBL Olusturan Suslarda Disk Diflizyon Deneﬁ

ile Belirlenen Ortalama Inkibisyon Zon Gaplar (mm)

ATM (222 CAZ{=18)* CTX(>23)* CDZ(=23)"
K.preumaniag 14.8 17 25.3 16.8
(n=16)
Enterobacter spp. 23 233 27 21
(n=3)

Duyarlibik sinin /

sirmiiglerdir. Plazmidler {arafindan kodlanun ESBLlar Kiebsiella
oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaceae, Serratia
marcescens, E.coli, Levinea malonatica (Citrobacter koserii),
Morganella morganii, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Pse-
ndomonas aeruginosa'da do gésterilmistir (5,16,17,24).

Fransa'da 16 hastaneyi kapsayan bir galigmada, K preumoniae

suglarinin % 9'unun ESBL oclusturdugu bildirilmigtir {(25). Yine -

Fransa'da 1985-1987 willart arasinda yapilan bir galigmada, hasta-
larin kan, cerahat, idrar 8rneklerinden izole edilen K pnenmoniae
ve E.coli suslan ¢ift disk sinerji deneyi ile ESBL igin incelenmis,
idrar drneklerinden izole edilen K.pnewmonige suglanmn %
19.8'inde, E.coli suglanmn ise % 2.4'iUnde ESBL varhign bildiril-
mistir (8).

1988-90 yillar1 arasinda Fransa'da 12 {iniversite hastanesi labo-
ratuvanndan toplanan 3671 K.puewmoniae sugunun, amoksisilin-
Klavulanik asidin, seftazidim, sefolaksim ve aztreonam ile sinerjist
etki olugturmasi incelenerek ESBL varhi aragunlmigtr. idrar br-
neklerinden 1988 yilinda izole edilen 489 K pneumoniae sugunda
ESBLTara bagh direng % 9.4, 1989 yilinda izole edilen 523
K. pneumoniae sugunda % 13.6, 1990 yilinda izole edilen 438
K pneumoniae susunda % 10.7 olarak belirlenmistir. Ayrica difer
musayene maddelerinden izole edilen K. pnenmoniae suglarinda da
% 13.6'dan % 27.2'ye kadar ylikselen ESBL'Tura bagh direng sap-
tanmighr. Aym galigmada incelenen 5324 E.coli susunun sadece
S'inde (% 0.09), 612 Enterobacter sugunun ise 15'inde (% 2.4}
ESBL varlif glisterilmistir (15).

ingiltere’de Liu ve arkadaglan (2) yapuklari bir ¢ahgmada
K pneumoniae suglarnm - 16'siin ESBL olugturdugiu bildirilmig-
tir.

Abacioglu ve arkadasglar (26,27) bu konuda yupaklan bir galig-
mada yenidofan birimindeki nozokomiyal bir salgin disneminde
34 hastadan izole edilen K. pnenmoniae suglarimn (imiiniin ESBL
firettigi bildirilmis, aym merkezde yapilan bir bagka calismada 24
K pnewmnonige sugunun ¢ift disk sinerji deneyi ile 15'inde (% 62),
E testi ile 12'sinde (% 50) ESBL olugumu belirlenmigtir.

Hastane kaynakli Gram-negatif gomaklarda Vahaboglu ve ar-
kadaglan (28) cift disk sinerji yontemi ile ESBL iiretimini % 24
olarak bildirmiglerdir.

Eskitiirk ve arkadaglan (29) akut baktm gerektiren hastalardan
izole ettikleri Klebsiella suslaninda, ¢ift disk sinerji ve E testini kar-
gilagtirmali olarak kullanarak ESBL'lar1 aragtrmiglar, her iki ybn-
temde de egit sonug alarak oramn % 52 oldufunu bildirmiglerdir.

Calismamzda USI etkeni olarak izole edilen 37 K pneumonice
susundan 16'simn (% 43.2), 17 Entercbacter sugsundan 3'tiniin (%

17.6) gift disk!sinerji ytntemi ile ESBL olugturduBu belirlenirken
incelenen 65 E.coli susunda ESBL'lara rastlanmarmstr. ESBL
olasturan K prenmoniae suglanindan 15'%nin poliklinik hastalarina,
sadece 2'sinin yatan hastalara ait olmasi dikkat gekici bulunmus-
tur. ESBL olusturan Enterobacter spp.’lerin ikisinin yatan, birinin
ise poliklinik hastasmna ait oldugu; yatan hastalardan birinin lirolo-
ji, digerinin ise kadin hastahklan ve dofum klinifinde yattig1 be-
lirlenmistir. Bu buolgular, ESBL tirettifini saptadifimiz suslunn
nozekomiyal bir salgin dnemine ait olmadifim dilyiindiirmekle
birlikte, hastalarm daha énceden hastaneye yatip yatmadlkldn ko-
nusunda bilgi edinilememigtir.

Laberatuvarlarda rutin olarak yapitan duyarhlic deneylerinde
ESBL'larin varhgini gizlemlemek zordur. Ancak, sefotaksim, sef-
tazidim, seftriakson ve/veya nztreonama direncin goriilmesi ESBL
firetimi igin uyanm olahilir. Buna kargilik dereprese mutant suglar-
da genellikle yeni sefalosporinlere ve azireonama yilksck diizeyde
direng (MIK, 64 pg/mil) gdzlenirken, ESBL olugturan suglurda di-
reng diisiik dilzeydedir (MIiK, 4-16 pg/ml). Bu diisilk duzcydclﬂ
direng rutin yéntemlerle gisierilemez. Bu durum tedavide ciddi
sorunlara ve plazmidler tarafindan diger bakierilere kolayca gege-
bilen bir direncin gizli kalmasina neden olur (15,22),

Caligmamizda ESBL iirettigi belirlenen 16 K. preuwmoniae sugu
disk difiizyon ybntemi ile sefotaksime duyarh bulunurken, ESBL
tireten ii¢ Enterebacter suguniun aztreonam, seftazidim ve sefotak-
sime duy.u‘h olduBu belirlenmigtir. Bu yanlig wnuglnra engel ol-
muk igin duyarlilk deneyleriyle birlikte ¢ift disk sinerji ySntemi
gibi pratik bir: ydnlemle ESBL direncinin de belirlenmesi gerckli-
dir.

D11Usy0n yontem1 ve lig boyutlu yntem de ESBL varlifm be-
lilemek igin kullamlan ybniemlerdir (22), Ancak pratikte uygu-
lanmalart zordur ve zaman ahcidir. Cift disk sinerji yontemi ise
uyghlanmas: pratik ve her laboratuvarda kullanilabilecek bir ybn-
terndir. Baz ara§tmt:1lar cok diistik dilzeyde olsa hile ESBL'larin
cift disk sinerji y6ntemi ile belr.r]eneblleccglm bildirmigler, bu
arastiricilar disk diflizyon yontemi ile genig ';pektrumlu scfdlospo—
rintere duyarl: bulduklan suglarm yarsmum, ¢ift disk sinerji yénte-
mi ile direngli:oldugunu belirlemislerdir (15).

Cift disk sinerji ytinteminin duyarliligim azaktan en énemli fak-
tirlerin, baz1 suglann yitksek dlizeyde sefalosporinaz olugturmast
nedeni ile sinerjist etkinin gdriilmesinin engellenmesi ve klavula-
nik asidde meydana gelebilecek potens kaybin yanls negatif so-
nuglara yo! agabilmesi oldugu bildirilmigtir (15,30).

Galismamizda ESBL olugturan 19 susun 19'u azireonamla, 184
sefotaksimle, (17'si sefodizimle, 16'st seflazidimle belirlenmigtir,
Bugiine degrin ESBLlarn indikatéril olurak sefodizimin kullamldr-
1 bir caligmaya rastlanmamighr. Sefodizim, sefolaksimden mer-
kaptotiazolil grubunun 3. pozisyonundaki bir yan zincirin farkh
oplugu ile aynlan bir iiglincil kusak sefalosporindir (31). Caligma-
mmzda bu sefalosporinin de ESBL indikatdrii olarak kullamlabile-
cefi belirlenmigtir.

Cesitli arastincilar ESBL'lart kodlayan plazmidlerin, Gzellikle
aminoglikozidlere, daha ender olarak da tetrasiklin, kloramienikol
trimetoprim ve sillfonamidlere direng genlerini de birlikte tagtyabi-
leceklerini bildirmiglerdir (5,7,11,15).

Caligmamizda ESBL iiretimi belirienen 16 K. pneumoniae sug.u-
nun higbirinde gentamisin, amikasin, lobramisin, netilmisin, tetra-
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siklin, Kloramfenikol ve trimetoprim/stilfametoksazole direng be-
lirlenmemigtir, Buna kargin ESBL olugturan il¢ Enterobacter spp.
susunun ikisinin bu antimikrobiyal maddelerin tiimiine direncli ol-
duklan belirlenmigtir.

Plazmid ya da transpozonlar gibi kolay aktarilabilen genetik
elemanlar iizerinde kodlanan ESBLlar tedavide ciddi sorunlara ve
nozokomiyal epidemilere neden olabilirler, bu nedenle rutin olarak
bu direncin izlenmesi gereklidir.
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