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GRAM NEGATIF COMAKLARDA GENISLEMIS
SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZLARIN
BELIRLENMESINDE UC BOYUTLU YONTEM VE CIFT
DISK SINERJI YONTEMININ KARSILASTIRILMASI

Sengiil DERBENTLI, Handan KATRANCI, Yasar NAKIPOGLU
OZET

Hastane ortarmindan ve kolonize olmus hastalardan izole edilen 357er
Enterobacter spp., K pneumoniae ve Pseudomonas spp. olmak iizere toplam 105
(Gram negatif bakteri, li¢ boyutlu yontem ve ¢ift disk sinerji yontemi ile, geniglemis
spekirumlu beta-laktamaz (Extended Spectrum Beta Lactamase: ESBL) olusturma
yoniinden incelenmistir, _ : ‘

Ug boyutlu ydntem ile K prneumoniae, Pseudomonas spp. ve Enierobacter spp.
suglarinda ESBL olugturdugu saptananlarm orani sirasiyla % 57, % 40 ve % 31 olarak
belirlenmistir. Cift disk sinerji yontemt ile ayni oranlar sirasiyla % 40, % 37 ve % 29
olarak bulunmustur. Ug boyutlu yontemde daha fazla sayida sugta ESBL varhi
saptanmakla beraber, sonuglar bu iki yOntem arasinda ESBL direncinin
belirlenmesindeki duyarlilik yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigini (p>0.05) gostermigtir. Seftazidimin @i¢ boyutlu yontemde ¢ift disk
sinerji.ydntemine gore anlamh derecede (p<0.02) daha fazla sayida sugta ESBL
iiretimini, saptadign, iic boyutlu yontemde sefotaksimin diger iki antibiyotikten, ¢ift
disk sinerji yonteminde aztreonam ve sefotaksimin seftazidimden daha uygun
indikatbrler oldugu (p<0.05) saptanmistir,

. SUMMARY -
Comparisorrof three dimensional and double disk synergy methods in detection
of extended spectrum”beta-lactamases in Gram negative rods.

In this study, 105 Gram. negative bacterial strains, 35 from each of Enterobacter
spp., K.preumoniae and Pseudomonas spp., 1solated from hospital environment and
colonized ‘patients, have been examined by double disk synergy method and three
dimensional method for ESBL production.

By three - dimensional method, the percentages of strains in which ESBL
production ‘was observed were 57 %, 40 % and 31 % for K.pneumoniae,
Pseudomonas spp. and Enterobacter spp., respectively. By double disk synergy
method, however the same percentages were found as 40 %, 37 % and 29 %.
Although, presence of ESBL were detected in a greater number of stiains with the
three dimensional methed, the results indicated that there was statistically no
meaningful difference (p>0.03) between the two methods for the detection of ESBL
resistance. It was found that ceftazidime detected greater number of ESBL
production in the three dimensionat method compared to the double disk synergy
method (p<0.02). Furthermore, it was determined that in the three dimensional
method, cefotaxime was a more appropriate indicator compared to the other two
antibiotics and that in the double disk synergy method aztreonam and cefotaxime
were more appropriate indicators compared to ceftazidime (p<0.05)..
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GIRIS

Beta-laktamazlar penisilin, sefalosporin ve diger beta-laktam antibiyotiklere
baglanarak, heniiz kendi hedeflerine ulagmadan onlan hidrolize eden ve bu surctle
bakterilerde direng saglayan enzimlerdir. 1940’1ardan itibaren S.aureus suglarinda
rastlanan beta-laklamaz aracill beta-laktam direnci, 1944°de E.coli’de, 1960’ larda
~ diger Enterobacteriaceae tiyelerinde, 1970’lerde H.influenzae ve N.gonorrhoeae’de
ve 1980°lerde Efaecalis’de de goriilmiigtiir. Bu suglara ait beta-laktamazlarin
substrat profillerinde degisikliklere rastlanmamast nemli bir avantajdir. Ciinkii bu
enzimler igin zayif substrat olan beta-laktam antibiyotikler iiretilerek, klinikte bagari
ile kullangimisur. Enterobacteriaceac ailesindeki Gram negatif gomaklarin ¢ogunlugu
kromozom kaynakli, konstitiitif veya indiiklenebilir- beta-laktamaz tirettiklerinden;, .
eski kusak beta-taktam antibiyotiklere direng gosterirler. Bunlann en onemlisi Tip 1
beta-laktamazlaridir. Bu bakterilerde plazmid kaynakls beta-laktamazlarla olugan
direng de bliyiik dnem tagimaktadir. Genig spektrumlu olan bu enzimler i¢inde en sik
olarak TEM-1 ve SHV-1'e rastianir. Bunlar -ampisilin, karbenisilin, tikarsilin,
sefalolin ve sefamandole etkili; yeni sefalosporinler, monobaktamlar ve sefamisinlere’
etkisiz; beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli enzimlerdir. Son yillarda fazla enzim
iireten ve bu antibiyotiklere direng gisteren dercprese mutant bakteriler ortaya
cikmmgtir. Transfer edilemeyen bu direng ilgili bakterilerde simrli kalmagtis (7,16, 24).

ik kez 1983 yilimda Almanya’da Klebsiella suglarinda genig spektrumiu
sefalosporinlere kars1, plazmid kaynakl bir direng belirlenmis ve bu bildirimden sonra
birgok Avrupa iilkesinde Enterobacteriaceae ailesinin iiyelerinde benzer direng
mekanizmalar saptanmsstir (4, 6, 11, 15, 17, 25, 27). Geniglemis spektrumlu beta-
laktamazlar (Extended Spectrum Beta-Lactamases= ESBL) olarak adlandirilan bu
enzimleri kodlayan genlerin 80-300 kb biiyitkiiigiinde ve genellikle koltay transfer
edifen plazmidler tzerinde bulundugiu belirlenmigtir (7, 12, 17). HESBL’lar genis
spektrumlu sefalosporinteri (sefotaksim, scfiriakson, seftazidim) ve azirconami
hidrolize eder, ancak sefamisinlere (sefoksitin, moksalaktam) ve karbapenemlere
(imipenem, meropenemy) etkisizdirter. Bagka bir snemli 6zellilderi de, klavulanik asit
ve diger beta-laktamaz inhibitsrleri ile inaktive olmalandir (7, 11, 20, 24, 32).

Gram negatif bakterilerde, plazmid iizerindeki genlerde kodlanan TEM ve SHV
ailesinden beta-laktamazlara tiim diinyada yaygin olarak rastlamir. Birgok ESBL bu
enzimlere ait genlerde meydana gelen basit nokta mutasyonlanni izleyerek, enzimin
aktif bolgesinde bulunan 1-4 anahtar aminoasidin degisiklife ugramast sonucunda
ortaya ¢ikmigtir. Bugiin bilinen 50’den fazla ESBL’mn ¢ogunlugunun, hibridizasyon
deneylerine ve aminoasit dizilerinin belirlenmesine dayantdlarak TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1 befa-laktamaz genlerinin degigimi sonucunda meydana geldigi saptanmighe
(5,’7, 11, 14, 24). Bu nedenle birgok ESBL, TEM veya SHVY olarak adlandirilmisg,
genellikle direng fenotipi (CTX-1, CAZ-1 gibi) veya tapimlandiklar yer (RHIH-1 =
Royal Hallamshire Hospital gibi) dikkate alinarak ikinci adlandirimlan da yapmigtir
(24).

Sefotaksim, seftriakson, seftazidim gibi 3. jencrasyon sefalosporinter (oksiimino
sefalosporinler) 7-aminoscfalosporanik asit niikleusunun 7-B yan zincirinde bir
aminotiazol ve bir oksiimino grubu tagiriar. I1gili gendeki mutasyon sonucunda ESBL
molekiiliiniin ¢ukur blgesindeki aktif alanda meydana gelen degisikliklerin, enzimin
3. jenerasyon sefalosporinlere olan uygunlugunu arturdig ve bunun sonucunda
ESBL’larin genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikleri hidrolize edebildigi
betitlenmistir (5, 24).



ESBL’larmn tretiminden sorumlu olan plazmidlerin aym zamanda diger antimikro-
biyal ajanlara direng genlerini de tagidig1 saptanmagtir. Bu ajanlarin bagta aminogliko-
zidler olmak iizere, tetrasiklinler, kloramfenikol, siilfonamidler, trimetoprim, civa
Iloriir, potasyum telliirit ve UV radyasyonu oldugu bildirilmistir (11, 12, 27).

Bugiine kadar tanimlanan hemen tiim ESBL’larin TEM veya SHV enzimierinin
medifikasyonu oldugu saptanmigtir. Ancak TEM ve SHV tiirevi olmayan, yine
plazmid aracth MIR-1, BIL-1, MEN-1, OXA-11, KH gibi ESBL 'lar da bulunmugtur (3,
10, 21, 22, 34). Ayrica bir P.aeruginosa susunda saptanan yeni bir ESBL’in (PER-1)
muhtemelen kromozomal oldugu bildirilmigtic (20). Bagka bir arastirmada - ise,
K pneumoniae ve E.coli suglaninda kromozom orijinli ESBL bulundugu belirlenmigtir
(25). : :

ESBL olusturan suslarin hastane infeksiyonu epidemilerine neden olduklari,
tagidikdan direng plazmidleri tiirler arasinda da transfer edilebildiginden hastanelerde
plazmid salginlan ile kargilagildiy bildirilmektedir (21, 23, 26). Bu ¢ahigma Istanbul
Tip Fakiiltesi’'nde ESBL ireten hastane suglariin sikbigim belirlemek amaci ile
planlanmistir. ESBL olugumu, ilgili beta-laktam antibiyotiklere duyarlilik azalmast, iig
boyutlu yontem ve ¢ift disk sinerji deneyi ile aragtinlmig ve bu yéntemlerin sonuglar
birbiri ile kargilagtirthmistir, ‘

GEREC VE YONTEM.

Istanbul Tip Fakiiltesi’nin ¢esitli kliniklerinden nozokemiyal infeksiyon kontrolii
amaci ile, hastane ortamindan, bagta anestezi ve solunum cihazlan olmak ilizere
cesitli alet ve gereglerden alinan Grneklerden ve bir yenidogan initinde anormal
kolonizasyonun belirlenmesi amacit ile yenidofanlardan ahnan burun siirinti
grneklerinden izole edilen Gram negatif ¢omaklar ¢alisma kapsamina abinmsgtir,
Otuzbeser Enterobacter spp., K.pneumoniae ve Pseudomonas spp. (2171
P.aeruginosa) olmak lizere toplam 105 sug ESBL. olusturma yéniinden incelenmigtir.

Suglarin aztreonam, seftazidim, sefotaksim, sefoperazon, sefodizim, piperasilin,
mezlosilin ve meropeneme duyarlilik deneyleri NCCLS standartlarma uygun olarak
yapilmstir (19). Ug boyutlu yontem igin de disk difiizyon yOntemi uygulanan Petri
kutulan kullanilmustir, -

Ug boyutlu yontem: Disk difiizyon yonieminin esas alindig1 bu deneyde, ek olarak
Petrinin ortasina yakin tarafta ve antibiyotik disklerinin 3 mm uzafinda besiyeri
(Mueller-Hinton agar, Oxoid) daire seklinde kesilmigtir. Bu amagla faboratuvarimiz-
da mukavva iizerine 11 No’lu bistiiri ucu monte edilerek bir diizenek hazirlanmigtir.
Diizenekdeki bistiiri ucu Petri kutusundaki agar ézerinde bir tur déndiirildiigli zaman,
disk dispenseri (Oxoid) ile yerlestirilen disklerin 3 mm uzaginda ve merkeze yakin
tarafinda besiyerinin dibe kadar daire seklinde kesilmesi saglanmigtir. Diizenek her
kullamimdan énce UV kabininde (Steristrom 2537 A°} 157 tutulmustur,

Bu yéniemde besiyerinin nem igerigi ve Petri kutusundaki yiiksckligi ok kritiktir.
Tiiplerde 25.5°er ml olarak hazirtanarak steril edilmis Mueller-Hinton agarlar,
kaynayan suda tutularak eritilmis ve 50°C’lik su banyosunda 15" bekletildikten
sonra, 9 cm ¢apindaki Petri kutularina dikiilmiistiir. Bu suretle besiyerinin Petri
kutusundaki yitksekliginin 4 mm olmasi saglanmigtir. Besiyerleri kapaklari aralik
olarak bek alevi yakiminda 5-10° bekletitdikten sonra buzdolabima kaldinimisur. Agar
cok kurudufu zaman, kesi ¢izgisi inokiilasyon esnasinda geniglemekte ve agarda
istenmeyen bir agiklik meydana gelmektedir. Oysa, kesi gizgisinin iki tarafinin
birbirine temas etmesi gereklidir,



Disk difiizyon ve i boyuttu yéntemdeki inokulumlar denenecek bakterinin triptik
soy agardaki (Oxoid) bir gecelik kiiltiirinden hazirlanmigtir. Ug boyutlu yéntem igin;
10 .uPlik bir dze dolusu sugun 0.5 ml steril triptik soy buyyon (Oxoid) igindeki
siispansiyonu Vortex mikser ile 10 sn siireyle iyice kanstirdmsgtir. Disk difiizyon
dencyinde kullamimak iizere hazirlanan ikinci triptik soy buyyon kiiltliriiniin
bulantkligt 0.5 No’lu McFarland standardima esitleninceye kadar, her iki kiiltiir tiipi
birlikte, 35°C°de inkiibe edilmigtir. Bu suretle ii¢ boyutlu test igin agara agilmis olan
yariita ekilecek inokulumun ml’de 10°%-101°, disk difiizyon igin agar yiizeyine ekilecek
inokulumun yaklagik 10% bakteri igermesi salanmigtir. 0.5 No’lu McFarland
pulamkhiindaki kiiltiir disk difiizyon deneyi standartiarina uygun olarak besiyerinin
yiizeyine yayilmgtir. Daha sonra {i¢ boyulln yéntem igin'hamrlanan inokulumdan
steril pipet ucu kullanilarak otomatik pipetle 200 wl alinmus, kesi ¢izgisi bu inokulumla
doldurulmus ve bu esnada slispansiyonun agar yiizeyine tagmamasina dikkat
edilmigtir. Her iki inokulasyon yapildiktan sonra disk dispenseri ile diskler
yerlestirilmis ve Petri kutulars etiivde 35°C"de 18-20 saat bekletilmistir. Disk
difiizyon sonuglart NCCLS standartlarina gore okunmugtur. Beta-laktamaza bagh zon
baozulmalarinda, caplar zonun bozulmammg bdlgelerinden dlgiilmiistiir.

Denenen antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu, inhibisyon zonunun dairese! iig
boyutlu inokulasyon bolgesi ile kesistifi yerde genislifinin incelenmesi ile
belirlenmigtir. Yani, deney sonucu kalitatif olarak degerlendirilmigtir. Azireonam
ceftazidim ve sefotaksime ait inhibisyon zenlanmn dairesel bigiminde bozulma veya
kesinti ya da susun inokule edildigi kesi ¢izgisi civarinda birbirinden ayn kolonilerin
liremesi; antibiyofigin yogun inokulasyon bblgesinden gegerken inaktive edildigini
gostermistir. Antibiyotik inaktivasyonuna iligkin belirti; zonda gok hafif bir bozulma
seklinde ortaya ¢iktifinda da, deney sonucu pozitif olarak kaydeditmigtir, Zen ¢apinda
degisiklik olmamasi” veya i¢ boyutlu inokulasyon bélgesinde birbirinden ayri
kolonilerin olusmamas antibiyotigin inaktive olmadigim gostermigtir (Resim 1, 2).
Deneyde E.coli ATCC 25922 susu negalif kontrol olarak kuliansrustir (30).

Cift disk sinerji deneyi: Deneyin tim agamalarinda disk difiizyon ydnteminin
standartlart saglanmistir (19). Suglarin yayildifr Mueller-Hinton agar yiizeyine,
gevreye disk difiizyon yonteminde kullanilan antibiyotik diskleri ve ortaya
amoksisilin-kiavulanik asit diskleri yerlegtirilmistir. Ortadaki disk ile cevredeki
disklérin uzakligi, merkezden merkeze 3 cm olacak sékilde ayarlanmygtir. 18-20 saat
35°C'de inkiibe edilen besiyerleri incelendiginde, azireonam, seftazidim ve
sefotaksime ait inhibisyon zonlartnin klavulanik asit diski karsisinda bozularak en az
4 mm genislemesi ya da iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri iireyen alanda iireme
olmayan bir bolgenin géritlmesi, diger bir deyimle klavulanik asidin antibiyotigi
giiglendirmesi, susun ESBL. olugturdugunu gostermistir (Resim 1, 2) (13, 27, 30).



Resim | Bir Pseudomonas susunda ii¢ boyutlu ydntem (pozitify ve ¢ift disk sinerji yontemi
(negatif) ile ESBL olusumu aranmast.

Resim 2. Bir K.pneumoniae sugunda ii¢ boyultu yontem (pozitif) ve ¢ift disk sinerji yéntemi
(pozitif) ile ESBL olusumu aranmas.




BULGULAR

Gram negatif ‘¢comak suglanmin, sekiz beta-laktam antibiyotige disk difiizyon
yontemi ile direng durumu arastirildifinda; denencn antibiyotikler iginde mezlosiline
en yilksek oranda (% 98), meropencme ise en diisik oranda (% 3.8) direng
belirlenmistir. Aztreonam ve 3. jenerasyon sefalosporin direng oranlarinin ise % 36-77
arasinda degistigi saptanmugtir (Tablo 1).

‘Tablo L. incelenen Gram negatil gomaklarda beta-laktam antibiyotiklers direng*.

ATM CAZ CTX CFP CDZ PRL MEZ MEM

Enterobacter spp. 11 12 13 15 21 14 35 .0+ 0

{n: 35} . . ]
K.pneumoniae 20 25 21 25 26 2 . 35 .0
(n: 35) o . : ) ; g
Pseudomonas Spp 21 1 33 12 34 1 34
(n: 35)
Toplam 52 8 67 52 81 41 103 4
{n: 105) B S0) (% 36) (%64 (%50) (%I (%3N (%98 (%4

*: Qrta duyarl suslar direngli olarak sunflandiriimagtir.
ATM: Aztreonam, CAZ: Seftazidim, CTX: Sefotaksim, CFP: Sefoperazen, CDZ: Sefedizim,
PRL: Piperasilin, MEZ: Meziosilin, MEM: Meropenem.

¢ boyutlu yontemde Enterobacier cinsinden bakterilerin % 31’inin,
K pneumoniae  suglarinin % 57'sinin ve Pseudomonas cinsinden bakterilerin
% 40" 1nin ESBL meydana getirdifi belirlenmigtir. ESBL tireten 14 Pseudomonas
sugundan 10°u P.aeruginosa’dir. Cift disk sinerji yénteminde ise ayni oranlar siras
ile % 29, % 40 ve % 37 olarak saptanmuglir. Gram negatif gomaklarda (n: 105) ESBL
olugumunun belirlenmesinde kullanilan yontemlerin sonuglarr  toplam olarak
kargilagtimldiginda; g boyuttu yontemde 45 (% 43) sugun, ¢ift disk sinerji yonteminde
ise 37 (% 35) sugun ESBL iirettigi goriilmiigtiir (Tablo 2). Ug boyutlu yontemde, ¢ift’
disk sinerji yontemine gére daha fazla sayida ESBL tretimi saptanmigsa da fark
istatistiki olarak anlamsizdir (p> 0.05). ESBL iiretimi 35 sugta iki yontemle de, biri
Enterohacter, yedisi K preumoniae, ikisi Pseudomonas cinsinden olan 10 susta
yalniz ii¢ boyutlu yontem ile, iki Pseudomonas susunda ise yalmz gift disk sinerji
yontemi ile saptanmigtir, iki yontem ve ii¢ antibiyotikle alinan sonuclar toplam-47
susun (% 45) ESBL drcttigini ortaya koymusgtur. :



Tablo 2. Ug boyutlu yontem ve ¢ift disk sinerii yonteminde ESBL iiretiminin belirleyicisi olan beta-laktam antibiyotikler.

: Toplam
_ ATM CAZ CTX  ATM+CAZ  CAZ+CTX ATM+CTX  ATM+CAZ+CTX  n
7
. | UB 0 2 5 G, 2 1 _ ] il
£% | ¢Ds 1 0 3 0 0 : 4 2 10
3 p>0.05
=
i}
&
g . ,
gw | UB Sz 1 7 0 5 3 2 20
8 & | CDS 1 0 4 0 0 8 1 14
="
- : - p=0.05
g -
Ea | UB 4 4 1 1 1 2 1 14
E=|¢ps 7 3 0 0 12 0 13
2 o e : p>0.05
A o .
Eg | UB 6 7 13 1 8 6. 4 45
T | ¢Ds 9 3 7 .0 1 14 3 37
= : p>0.05

UB: Ug boyutlu yontem, CDS: Cift disk sinerji yontemi. . o



BSBL iireten 47 susun yalniz aztreonam dikkate alindiginda {i¢ boyutlu yoniem
ile 17°sindec, ¢ift disk sinerji yontemi ile 26°sinda; yalmz seftazidim dikkate
alindiginda sirasiyla 20°sinde ve 7°sinde; yalniz sefotaksim dikkate ahndiginda
11inde ve 25'inde pozitif sonug almmigéir (Tablo 3). Buna gore ESBL iiretiminin
pelirlenmesi i¢in iig boyutlu yontemde, sefotaksimin aztreonam ve seftazidimden
daha iyi bir indikatér oldugu (p<0.05), ¢ift disk sinerji yonteminde ise aztreonam ve
sefotaksimin seftazidimden daha iyi bir indikator ofdugu (p<0.001) anlagilmaktadir.

_ Tablo 3. Aztreonam, seftazidim veya sefotaksimden biri iie
ESBL iirettigi belirlenen sug sayilan.

ATM CAZ CTX

Enterobacter spp. UB 2 5 9
(n: 35) CDS 7 2 9
K.pneumoniae B 7 2 17
(n: 35) cDs 10 1 13
Pseudomonas spp. B g T 5
(n: 35) CDs 9 4 3
Toplam UB 17 200 31°
(n: 105) _ CDbs 264 7° 25

*ab, ad, cf, df: p>0.05; ac, be: p<0.05; be: p<0.02; de, ef: p<0.001.

ESBL olugturan suglarla yapilan disk difiizyon deneyinde, aztreonam, seftazidim
ve sefotaksim kargisinda meydana gelen ortalama inhibisyon zon gaplarn
incelendiginde; genellikle bunlarin duyarhlik sirlarmin alunda kaldif1 gbzicnmistir.
Ancak ESBL olusturan Pseudomonas suglart i¢in seftazidim ile elde edilen
inhibisyon zon gaplar ortalamasi (26.7 mm) duyarhlik s (218 mm) gok {istiinde
bulunmustur (Tablo 4). Caligmamizda K preumoniae suglarinda ESBL iiretimi diger
iki tiirdekinden ve P.aeruginosa suglarinda Enierobacter suslanndan daha fazla
bulunmugsa da, farklar istatistiki olarak anlamsiz diizeyde kalmstir (p>0.03).

Tablo 4. ESBL olusturan suglarda disk difiizyon deneyi ile
belirtenen ortalama inhibisyon zon gaplars (mim).

ATM CAZ CTX
(2% (218)*  (223)*

Enterobacter spp. (n: 11) i5 7.1 16.1
K.pneumoniae (n: 20) 129 9.9 164

Pseudomonas spp.(n: 16) 19.5 26.7 12.5

#: Duyarlilik s



TARTISMA

- Gram negatif bakterilerce dretilen TEM ve SHV beta-laktamazlarina duyark
olduklarindan, ilk yar sentetik sefalosporinlerin bu bakteriler ile gelisen.infksiyonlarin
tedavisindeki degeri simirhidir. Yeni jenerasyon sefalosporinlerde 7-amino-
sefalosporanik asit nitkleusunun yan zincirlerinde yapilan degisiklikier, bunlann eski
jenerasyon sefalosporinlere direngli bakterilere etkili olmalarm saglamigtiv. Buna
kargin, yeni sefalosporinler de, ilk kez 1983 y:lmda tamm]anmi:g olan ESBL’lar
tarafindan inaktive edilmektedir, :

Enterobacteriaceae ailesindeki birgok bakieri cinsinin ESBL olugturdugu, en sik
ESBL iireten tiriin K preumoniae oldugu saptanmistit. Bunun nedeni kesin olarak
belirlenementigtir. Bazs yazarlar bu bakteri tiiriinde spontan mutasyonlarin daha sik
olarak gergeklestigi fikrini éne siirmiiglerdir. ESBL’lan kodlayan plazmidlerin farkh
tiirler arasinda trarisfer edilebilmesi sonucunda, K.oxytoca, E.aerogenes, E.cloaceae,
S.marcescens, E.coli, L.malonatica, M.morganii, C. freundii ve Salmonella spp ’in
de bu enzimleri dretebildigi gosterilmistir (11, 14, 17, 32).

Fransa’da 1988 yilinda yapilan ve 16 hastaneyi kapsayan bir g&ll§mada
K .pneumoniae suglannin % 9’unun ESBL olugturdugu saptanmugtr (29). Bu iilkede
ayri1 yil yapilan baska bir aragtirmada, Enferobacteriaceae tiitleri arasinda ESBL
olugturma orant % 14 olarak bildirilmistir (13). Sirot ve ark. (27)’nin bir ¢aligmasinda,
Kiehsiella, Enterobacter, Serratia cinsteri disindali dier Enterobacteriaceae ailesi
iiyeleriride ESBL olusturma orammn diigiik oldugu ve K.preumoniae suglarinda
ESBL’lara bagh genis spektrumlu sefalosporin ve aztreonam direncinin i yillik
periyotta % 11.5°den % 15.2°ve yiikseldigi belirtitmigtir. Bir salgin déneminde yoBun
bakim iinitinden izole edilen Enferobactériaceae tiirlerinin % 50°den  {fazlasimin
CTX-1’i de kodlayan g¢ogul direng plazmidlerini tagidign belirlenmistir (28).
Ingiltere’de yapilan bir galismada, Kpnezmmmae suglannm % 16’smm ESBL tirettigi
bildirilmistir (16).

Calismamizda, incelencn Enferobacteriaceae tiyelerinden Enterobacter
suglarinm % 31°inin ve K.preumoniae suglannn % 57’sinin ESBL. olusturdugu
saptanmistis. K.preumoniae .suglarinda ESBL iiretme oranimin Enterobacter cinsine
gore  yitksek bulunmasi, literatiire uygunluk gdstermistir. Ulkemizdeki gesitli
merkezlerde bu konuda yapilan ¢ahigmalarda, ESBL pozitif suslarm orant genellikle
yiiksek bulunmaktadir. Abacioglu ve ark. (1)’nm bir galigmasinda nezokomiyal salgm
déneminde bir yenidofan dnitindeki 34 hastadan izole edilen K. preuwmoniae
suglarimin tiimiiniin ESBL Urettigi gosterilmigtir. Aym merkezde yaplan bagka bir
caligmada 24 K pneumoniae sugunun; ¢ift disk sinerji yontemi ile 15’inde (% 62) ve
E testi ile 12°sinde (% 50) ESBL dretimi belirfienmistir (2). Vahaboglu ve ark. (31)
hastane kaynakli Gram negatif comaklarda ESBL olustusma oramn, ¢ift disk sinerji
yontemi ile % 24 olarak belirlemiglerdir. Cift disk sinerji yontemi ve E testinin
kargilagtirmals olarak uygulandigi bagka bir aragtirmada, Klehsiella suglanmin ESBL
tiretim oram (% 52) her iki ydntemde esit bulunmustur (8).

1991 yrthina kadar Pseudomonas cinsinde ESBL’larin varhg gésterilmemis, bu
tarihten itibaren plazmid ve kromozom kaynakli ESBL iireten P.aeruginosa suglan
bildirilmigtir (10, 20, 33). Cabsmamizda incelenen Pseudomonas cinsinden
bakterilerde ESBL olusturma orani (% 40) oldukga yiiksek bulunmugtur. Ulkemizde
vaptlan ve ¢ift disk sinerji- yénteminin uygulandigy bir aragtirmada, incelenen
P aeruginosa suglarimn % 5.8’inde ESBL larin varh i gdsteritmistir (9.
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ESBL’lar klinik laboratuvarlarda yapilan duyarlihk deneylerinde; sefotaksim,
seftriakson, seftazidim ve/veya azireonama aligtimigin diginda direng goriilmesi ile
belirlenebilirler. Ancak bazi ESBL pozitif bakterilerle yapilan duyariihik deneylerinde,
bu antibiyotiklere direng veya hi¢ olmazsa orta duyarlilik saptanamaz ve bu. suglar
yanhghkla duyarh olarak tanmmlanir. Giinkil dereprese mutant suglarda genellikle yeni
sefalosporiniere ve aztreonarma yiiksek diizeyde direng (MIK>64 pg/mi) gelismesine
kargin, ESBL olugturan suslarda direng diigiik diizeydedir. (MiK= 4-16 pg/ml) ve bu
diigiik diizeyde direng, standart yontemlerie her zaman gsterilememekiedir. Bu
durum, klinikte bilylik dnem taglyan bir direng mekanizmasinin belirtenememesine
neden olur (27, 30). Nitekirm, caligmamizda da FSBL iireten Pseudomonas suglarinin
timii seftazidime duyarh bulunmugtur. Bu nedenle duyarhhk deneylerinin yaninda,
giiventlir sonug veren ek bir yontem kullamlarak ESBL.’lara baglh direncin saptanmasl
gereklidir., .

Standart inokulumdan daha yogun inokulumlarin kullanildigs diliisyon yéntemi, gift
disk sinerji yontemi ve Ug boyutlu yontem ile ESBL direnci saptanabilmektedir (30).
Bunlardan en yaygin olarak kullanilant cift disk sinerji yonternidir. Bazi yazarlar cok
diisiik diizeylerde iiretilen ESBL'lanin bile bu ydntem ile belirlenebildigini ve bu
nedenle onerilebilir bir yontem oldugunu savunmuslardir. Bir ¢aligmada disk
difiizyonta genig spektrumiu sefalosporiniere duyarh olarak tanmmlanan bakterilerin
yaklagik yanst ¢ift disk sinerji yontemi ile direngli olarak simiflandurtlmgtic (27).
Ancak ¢ift disk sinerji yonterninin giivenilirligini azaltan gesitli faktorler de
bildirilmigtir. Ornegin  bazt suglar tarafindan yiiksek - diizeyde olugturulan
sefalosporinazlar sinerjist eikinin goriilmesini pnleyebilmektedir (2. Diskler
arasindaki uzakligin da, deneyin sonucunu ctkiledigi, bazen ESBL olugturan suglarla
yapilan ve diskler arasindaki uzakligin 30 mm olarak ayarlandif1 deneylerde yanlis
negatif sonuglar elde edildigi bildirilmekte ve boyle durumlarda diskleri
yahnlagfrarak deneyin tekrarlanmasi. snerilmektedir. Ayrica klavulanik asit diskinde
meydana gelebilecek potens kaybinin da dikkate alinmasi gerektigi belirtilmektedir.
Bir gall§mada,o ambalaji yedi gilin veya daha kisa sure once agiimug disklerle dogru
sonug elde edilmesine kargin, iki hafta once kullanilmaya baglanmig disklerin hatah
sonug verdigi saptanmistir (18).

. ESBL larn gosterjlmesinde yararlaniian ¢ boyutiu ybntemde antibiyotik
duyarliligt ile, beta-laktamaz substrat profili birlikte saptanabilmektedir. Bir
caligmada bu yontem i¢in en duyarlt indikatdrlerin sefotaksim ve seftriakson oldugu
bildirilmigtir (30). Caligmamzda seftriakson kullanilmamug, sefotaksim U¢ boyutlu
yontemle ESBLlarin belirlenimesi igin seftazidim ve azirconama giire daha uygun

-bulunmustur. Cift disk sincrji yonteminde ise, azireonam vo sefotaksimin seftazidime
gire daha uygun indikatdrler oldufu saptanmighr.

Thomson ve ark. (30)'mn, ESBL olusturdugu bilinen suglaria yapilan
aragtirmalarinda, ¢ift disk sinerji yontemi ile % 79, i¢ boyutlu ydntem ile % 90
oraninda pozitif sonug elde edilmistir. Galigmamizda ¢ift disk sinerji yontemi ile
suglarm % 35%inin ESBL olugturdugu belirlenmis, ti¢ boyutln yéntem ile ise ayni oran
9 43 olarak bulunmugtur. Ancak yapilan istatistiksel deerlendirmede, iki deney
sonucy arasindaki farkmm aniamli olmadifs (p>0.05) goriilmus, daha fazla sayuda
sugun denenmesi halinde, bu farka iligkin istatistiksel degerin antaml olabilecegi
diigiin{ilmiistlr. . : _

Denencn antibiyotiklerin ESBL larin indikar6ril olarak iki ayn yontemdeki tek
bagina degerleri kargtlagtinldiginda, yalniz aztreonam veya sefotaksim
kullamidiginda yontemler arasinda elde edilen farkin istatistiksel anlami olmadig!
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{(p>0.05), ancak yalmiz seftazidim ile elde edilen farkin anlamh oldugu (p<0.02)
belirlenmigtir. -

Cahgmada kullamlan iki yontemde, (¢ indikatér antibiyotikle ESBL iiretimi
degisik sayida susta gosterilmigtir (Tablo 3). Suglarin 35%inde iki vontemle de ESBL
firetimi belirlenmesi yamnda, 10 sugta yalmz li¢ boyutlu ybntem, iki sugta yalnaz ¢ift
disk sinerji yontemi ile pozitif sonug almmistir. Bu fark muhtemelen denenen sug
sayilarn nedeniyle anlamli bulunmamigsa da, (¢ boyutlu yontemde yalniz aztreonam
veya seftazidim ile, ¢ift disk sinerji yonterninde yalniz seffazidim ile alinan sonuglarla,
li¢ antibiyotigin de kullanilmasi halinde alinan sonuclar arasindaki fark, istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.01}, Buna kargilik ¢ift disk sinerji yénteminde yalmz
azireonam, her iki yontemde yalmz sefotaksim ile alinan sonuglar, ii¢ antibiyotik de
kuallanildifinda saptanandan daha diistik ise de, fark antamb bulunmamigtir {(p>0.05).

ESBL’fann pek ¢ogunun sefamisinleri ve karbapenemleri etkileyememeleri ve
beta-laktamaz inhibitdrlerine duyarh olmalari, bu tir beta-laktamazlara sahip
bakterilerin etken olduu infeksiyonlann tedavisi igin dnemli bir avantajduir.
ESBL’larin genig spekirumlu beta-laktamlara afinitesi aritikga, beta-laktamaz
inhibitérlerine de ilgileri arttifindan, bu enzimler beta-laktam+beta-laktamaz
inhibitorii kombinasyonlan ile etkisiz hale getirilmektedir, Ancak, eger bir sus ESBL
yannda, érnegin TEM-1 de olugturdugu takdirde, kombinasyondaki inhibitoriin etkisi
zayiflar ve tedavi bagarisiz kalabilir (24).

ESBL olusturan bakterilerin orani. hastancler. arasinda degigkenlik
gostermektedir, Bu farklilik, lokal epidemiyolojik fakttrlere, genel infeksiyon kontrol
tnlemlerine ve antibiyotik kullanim politikalarina baglanmaktadir (27). Hastanelerde
genis spektrumlu beta-laktamlara diréng varhigimin beliflenmesi ve bu direncin
izlenmesi, nozokomiyal infcksiyon epidemilerinin ortaya ¢ikmasim ve yayilmasin
azaltmada yararlamlmasi gereken bir kontrol yontemidir.
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