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ENTEROBACTERIACEAE AILESINDE ANTIBIYOTIK
DUYARLILIK DENEYLERINDE YENI GELISMELER

Zeynep GULAY

New developments in antibiotic sensitivity tests for Enterobacterigceae.

Enterobacteriaceae tiirleri, hastane ve toplum kokenli infeksiyonlardan en sik izole edilen
etkenler arasinda yer almaktadir. Bu grupta yer alan bakterilerde, gesitli antibiyotiklere direng gi-
derek yayginlagmakta, tedavi segimi ve etkinliginde sorun yaratmaktadir. Enterobacteriaceae .
tiirlerinde iki tiirlii direngten stz edilebilir(3):

1- Dogal (intrinsik) direng: Klinikie antibiyotik kullaniimasindan ¢ok dnce geligmigtir ve
cogu tirlerin genetik bir Szelligidir. Ornegin, tilm Serratia marcescens suglar1 penisilin G, kolis-
tin ve sefalotine intrinsik olarak direnclidir.

2- Kazamlmss (intrinsik-digt) direng: Giinitmiizde, antibiyotik kuilanmimn segici baskisi
ile, infeksiyon etkeni olarak en sik karsilagtifimiz Enterobacteriaceae tirlerinin antibiyotiklere
yiiksek oranda direng kazandi@: goriilmektedir. Bu tir antibiyotik direncinin genellikle plazmid
kokenli oldugu bilinmektedir,

Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinin antibiyotik duyarlihklarinin gosterilmesinde cegitli
metodiar kuliamlabilir(1,9,10,14). Bunlar:

1- Diliisyon yontemleri (Makro "tip" diliisyon, mikrodiliisyon, agar diliéisyon)

2- Difflizyon yontemleri (Disk diffiizyon, E test)

3- Hizl, otomatize yontemler .
olarak kisaca zetlenebilir. Son yillarda, otomatize sistermleri vcyal‘hazw mikrodililsyon yéntem-
lerini kulianma efiliminin artmastna rafmen, laboratuvar sartlartna ve jzolatlara giire adaptasyon
kolayli1 ve difer youtemlere kiyasla ucuzlugu nedeniyle disk diffiizyon testi yine gecerliligini
korumaktadir. Mikrodiliisyon ve agar diliisyon y8ntemlerinin avantajlari ise, Minimal Inhibitsr
Konsantrasyon (MIK) degeri gibi kantitatif sonuglari elde edilmesidir. Hizli, otomatize ysutem-
ler erken sonug alma olanagim getirmektedir. Ancak, bunun mortalite ve morbidite agisindan ob-
jektif yaran tarttgilmalidir. Bunun yanisira, ofomatize sistemlerin, inditklenebilir veya silik di-
ren¢ mekanizmalarini saptayamadii da hildirilmektedir. Bu durum, dzellikle genis spektrumlu
beta~1aktan_3azlar (ESBL) konusunda sorun yaratmaktadi.

Duya;rl]hk testinde kullanilacak antimikrobiyal ajanlarin ve besiyerletinin segimi, izlenmesi
gereken yontemin ve duyarlilik stmrlarinn {breakpoint) belirlenmesi icin tiim diinyada en yaygin
olarak kullanilan metodlardan birinin (6rnegin: Nat_ional Committee for Clinical Laboratory
Standards "NCCLS" veya British Society for Aniimicrobial Chemotherapy "BSAC" metodiar)
segilip; tim uygulamanim buna gore yapiimas: kosuldur. Ancak, dzellikle duyarhilik sinurlari ile
ilgili konsantrasyonlar yontemden yonteme ve lilkeden iilkeye degigebildigi igin, lilkemize Szgii
standartlarin belirlenmesi gerekmektedir.

Enterobacteriaceae iiyeleri i¢in uygulanan klasik yontemler

1- Dikliisyon (Sulandirmm) yontemleri

Diliisyon yéntemleri, bir mikroorganizmanin {iremesini inhibe eden veya mikroorganizma-
y1 8iditren minimal ilag konsantrasyonunun belirlenmesi amact ile kullanilmakiadir. Bu yéntem-
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terde, denenen antibakteriyel ajan, kat1 veya siv1 besiyerlerine degigen oranlarda katilir. Sonucta,
Minimal inhibitsr Konsantrasyon (MIK) ve uygun modifikasyonlar ile Minimal Bakterisidal
Konsantrasyon (MBK) degerleri elde edilir.

2- Disk diffiizybn testi

Bu test,diske emdirilen antibiyetifin duyarlihf aragtiritan mikroorganizmanin inokule
edildigi besiyerine diffiize olmas1 temeline dayanmaktadur. Inhibisyon zon ¢apina gére izolatlar,
duyarh, orta duyarh, direncli olarak sintflandirilir. Erterobacteriaceae ityelerine kary denenme-
si gereken antibakteriyel ajanlar tablo 1'de gbsterilmistir.

Tablo 1. Enterobacteriaceae duyarlihik testlerinde secilen antibakteriyel ajaniar(9).

Ampisilin Sefuroksim ve sefaklor Siprofleksasin
Sefazolin Seftazidim Trimetoprim/sulfametoksazol
Sefalotin Sefotaksim Sadecc idrar izolatlan igin:
Mezlosilin Amikasin Norfloksasin
Amoksisilin/klavulanik asit Gentamisin Nitrofurantoin
Sefoksitin Netiimisin

3- E festi

E testi plastik striplere emdirilmis antimikrobiyal ajanin MIK degerinin saptanabildigi bir
diffiizyon testidir, Pahah olmasma ragmen,disk diffiizyon yonteminin kolayhklarina sahip olma-
31 ve MIK degerlerinin belirlenmesini de saflamas1 nedeniyle, Enterobacteriaceae duyarlilik
testlerinde kullaniimaktadir. Aynca, dzellikle E.coli ve K.pnewmoniae suglarinda genis speke-
rumlu beta-laktamaz (Bxtended spectrum beta-factamase "ESBL") tanimlanmasinda da kullamla-
bilmektedir.

Beta-laktamaz aktivitesinin saptanmasi

Beta-laktamazlar, amid, amidin ve benzeri C-N baglarmm parcalayan enzimierdir. Beta-lak-
tamaz tiretimi, Enterobacteriaceae dyelerinin beta-laklam antibiyotiklere direncindeki temel
mekanizmadir. Beta-laktamazlar, molekiiler yapilarina ve iglevsel Ozelliklerine gore sumflandurt-
lirlar (Tablo 2)(2).

Tablo 2. Bakteriyel beta-laktamazlar(2).

Molekiiler Inhibitdr
Grup suuf Substrat Klav. EDTA
1 < Sefaiosporinler - - Kromozomal enzimler, plazmid
kiikenli AmpC benzeri enzimler -
) (MIR 1, BIL 1)
. 2a A Penisilinter + - Gram pozitif bakterilerin
penisilinazlan
2b A Penisilinler, sefalosporinier + - TEM 1, TEM 2,8HV |
2be A Penisilinler, dar ve genis o+ - TEM 3-26, SHV 1-6
spektrumlu sefalesporinler
2Zbr A Penisilinler, sefatosporinler i+ - TEM 30-41, TRC 1, IRT §,
IRT 10, IRT 167
2c A Penisilinler + - PSE 1, PSE3,PSE4
2d D Penisilin, kloksasilin t + OXA 1-11
2e Sefafosporinler + - P.vulgaris'in indiiklenebilir
beta-taktamazlars
2f A Penisilin, sefalosporin, karbapenemler + - Serratia Sme 1 enzimi
3 B Beta-laktamlar, karbapenemler - + S.maltophilia, B.fragilis enzimleri
4 ? Penisilinier — ? ’ B.cepacia

Klav. = Klavulanik asit
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Enterobacteriaceae iiyelerinde yaygmn olan plazmid kékenli TEM-1, TEM-2 ve SHY-1 be-
ta-laktamazlan, benisﬂinler ve 1. kugak sefalosporinleri etkin bir bigimde parcaladiklar; halde,
sefotaksim, seftazidim ve aztreonam gibi genis spektrumlu beta-laktamlara kisil etki gbsterirler,
Smuf Zbe'de yer alan enzimler ise, TEM-1 ve 2, SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 amino asit degi-
sikligi ile gelismis olup geniy spektrumlu beta-1aktam antibiyotiklere etkilidirler ve ESBL olarak
adlandirimaktadiriar(2,11). Gerek parental enzimler ve gerekse bunlarm genis spektrumlu mu-
tantlart klavulanik asit ile inhibe olmaktadir. Son yrilarda, E.coli ve K. preuwmoniae gibi infeksi-
yonlardan en sik izole edilen tiirlerde, yine genis spektrumlu beta-laktamlara etkili, ancak klavu-
lanata kismen direngli TEM benzeri mutantiar bildirilmigtir (2br)(2,5). Bunlarin yanisira, tiim
Enterobuacteriaceae ilyelerinde kromozomal sefalosporinazlar bulunmaktadir, Bu enzimier mo-

. lekiiler sinif C (Grup IYde yer alnlar(2,6). Bu enzimlerden bir kismi inditklenebilic niteliktedir,
indiiklenebilir sefalosporinaziann bulundugu tirler arasinda E.clozeae, Cfreundii, S.marces-
cens, P.aeruginosa saylabilir, Bu tiirlerde kromozomal grup 1 beta-laktamaz normal olarak dii-
siik diizeyde iiretilmekte ancak, beta-laktam antibiyotikler varhfinda by miktar bir kag yiiz kat-
na ¢ikabilmekiedir. Aslinda bu durum, zay:f indiikleyiciler olan yeni beta-laktam ajanlara direng-
te onemli defiildir. Ancak, beta-laktamazlari indiiklenebilir tiirlerde, sikliklan az ofdugu igin r-
tin duyarhlik testleri ile saptanamayan, stirekli ve yiiksek diizeyde enzim iiretebilen ‘stabil derep-
rese’ mutantlar gorillmektedir. Antibiyotik uygulanmas: strasmda, by dereprese mutantlarm segil-
mesi tedavi bagansizligin getirmektedir. Bu nedente, indiikienebilir beta-laktamaz {iretiminin
saptanmasi, klinik agidan onemhdn‘

Beta-laktamaz iiretiminin saptanmasi igin kullanidlan yontemler arasinda,

1-  Direkt ydntemler

a) Asidometrik
b} lyodometrik
¢) Kromojenik

2- Indiiklenebilir beta-laktamaz tayini

3- ESBL tayini
yer almaktadur.

Enterobacteriaceae ailesi dyelerinde direkt yontemler ile beta-laktamaz enzim varlifinin
saptanmasimn klinik acidan degeri azdir, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan tiirler } igin, kii-
nik laboratuvarda uygulanan, gecerli ySntemler tablo 3'de verilmigtir. Bu testler de genel olarak,
rutin antun1krob1ya1 duyarliik yontemleri ile elde edilen sonuglann kesinlestirilmesi veya aras-
tirma amact ile yapilmaktadir,

Tablo 3. Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde beta-laktamaz varlifimn saptanmasinda kullanilan testler.

Escherichia coli Cift disk sinerji testi ile Sefalosporinler ve aztreonam
Kiebsiella pnenmoniae ESBL tanimlanmas

Citrobacter freundii :

Enterobacter spp. Disk yakinlagtirma destegsi Geniy spektrumin

Proteus vulgaris ile indiiklenebilen beta- sefalosporinier

Providencia spp. laktamaz tayini

Morganella spp.

Serratia marcescens
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indilklenebilir kromozomal beta-laktamaziarin saptanmasi(1)

1- Disk yakmla§tirma yontemi

McFarland 0.5 bulamklik standardina gore sulandirilan mikroorganizma, uygun agar (DST,
Iso-Sensitest, Mueller-Hinton) yiizeyine yayilir. Plak yiizeyi kuruduktan sonra, yiizeye bir sefo-
taksim diski ve indiikleyici olarak da bir sefoksitin veya imipenem diski, aradaki uzaklik sefotak-
sim tnhibisyon zon capimin 2 misli ofacak gekilde yerlestirilir. 35°C'de 18 saat inkiibe edildikten
sonra, sefotaksim diskinin gevresindeki inhibisyon zonunun indiikleyci ajana yakin kenarda bir
diizlesme gbstermesi pozitif sonug olarak kabul edilir.

2- Indikleyici ajanin besiyerine eklenmesi

Mikroorganizma, 0.06 mg/l imipenem igefen ve icermeyen iki besiyeri ylizeyine inokiile
edilir. Her iki besiyerine de bir sefotaksim (veya difer uygun beta-laktam) diski yerlegtirilir,
Plaklar 35°C'de 18 saat inkiibe edildikten sonra sefotaksim zon gaplart degerlendirilir.Imipenem
iceren besiyerindeki inhibisyon zon gapinm, imipenem icermeyen besiyerindekine kiyasia >3
mm dar olmasy, indiiklenebilir beta-laktamaz varhim gdstermekiedir.

3- Sefoksitin duyarliifinin degerlendirilmesi

Baz tiirter icin sefoksitin duyarhhifinn da indiiklenebilir beta-laktamazlar agisindan belir-
leyici olabilecefti tne séiriilmektedir. Sefoksitine direngli Enterobacter spp., C freundii, H.alvei
ve S.fiquefaciens tirlerinde aym zamanda indiiklenebilir beta-laktamaz varlifi da gosterilmekte-
dir, Oysa ki, sefoksitine duyarl! suglarda indiiklenebilir beta-laktamaz saptanmamaktadar.

4- Amoksisilin ve amoks:sﬂm/kiavulanat duyarhlifinn degerlendirilmesi

Klavulanik asit de mdukleyml bir ajan oldugu igin,mikroorganizmanin amoksisiline duyarh
oldugu halde amoksisilin/klavulanata direngli olmasy, indiiklenebilir enzimlerin varhiiim dilgtin-
diirmelktedir. ;

ESBL varkfimin saptanmasi

Rutin disk diffuzyon ve diliisyon yontemleri ile BESBL iireten suglarin saptanabilmesi her
zaman miimkiin olmamaktadir. Bu agidan, duyarlilik smrari ile ilgiti kriterler dnem tagimakta-
dir. BSAC yinteminde seftazidim ve sefotaksim igin Sngériflen duyarhilik sinrlan 2 ve 1 mg/l
iken, NCCLS yontermninde bu sinular, duyarl suglar icin <8 mg/l (her iki antibiyotik), orta duyar-
11 suslar igin 16 mg/l (seftazidim) ve 16-32 my/! (sefotaksim),direncli suglar i¢in 232 mg/l (sefta-
zidim) ve 264 mg/l (sefotaksim) olarak belirtilmistir(1,10). ESBL aktivitesi gosteren TEM ve
SHV mutantlar: igin NCCLS yonteminin duyarlilik simrlars oldukga yiiksektir ve bu enzimleri
tagiyan suglar NCCLS ytntemiyle genis spekirumiu beta-laktamlara duyarli bulunabilmekiedir.
Bu nedenle, 3. kugak sefalosporinlere veya aztreonama duyarhilikta en ufak bir azalma uyarici ol-
malidir. Indiiklenebilir beta-laktamaziarin aksine 2be grubundaki ESBL'ar beta-laktamaz inhibi-
torlerine duyarhidir. in-vitro olarak bu enzimierin varlifimn gdsterilmesinde de bu dzelliklerm-
den faycial aniimakiadir.

1- Cift disk sinerjt testi(4)

Mikroorganizma uygun besiyeri yiizeyine yayilir. Sefotaksim veya seffazidim gibi bir
ligiincii kugak sefalosporin diski besiyeri yiizeyine yerlestirilir. Bu diskden 30 mm uzaklhija da
beta-laktamaz inhibitorii igeren bir disk, drnegin amoksisilin/klavulanat (AMC) diski yerlegtiri-
lir. 35°C'de 18 saat inkiibasyondan sonra, her iki ajanm da diffiize olduklar bblgede, yani AMC
diskine yakin kenarda sefotaksim inhibisyon zon ¢apimn geniglemesi ESBL varhfm diigiindii-
Tir.

Themson ve Sanders(13), ¢ift disk sinerji testini modifiye ederek 3 boyutlu hale getirmigler
ve biylelikle duyarhilifim arttirmaglardar.
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2- Sefotalgsim ve seftazidim gibi beta-laktam ajanlar ve bunlarm klavulanik asit ile
kombiﬁasyonu kullanilarak MIK degerlerinin saptanmas:
ESBL iireten suglarin MIK degerleri sadece beta-laktam ajan ile elde edilene gore diisiik
bulunmaktadir. Ancak, son yillarda, basta E.coli olmak fizere gesitli Enterobacteriaceae tirle-

rinde TEM-1 enziminden kiken alan ve beta-laktamaz inhibitérlerine ana enzime kiyasla direng-
li olan beta-laktamazlar tariflenmigtir (Grup 2br)(5). TEM-1 enziminde 69, pozisyondaki metiyo-
nin yerine losin, izolésin, valin gibi alifatik, hidrofobik bir amino asidin gelmesi klavulanata di-
rence yol agmaktadir. Bu sekilde, izoelektrik noktalart TEM-1'e benzer sekilde 5.2-5.4 olan 11
yeni enzim {TEM 30-41; IRT 1-10, 167) bildirilini§tir.

Bu konudaki ikinci bir sorun ise, beta-laktam/klavulanik asii kombinasyonlarina duyarlili-
ginin incelenmesinde izlenen yontemlerin standart olmamasidir. Genel olarak iki ybntem
bildirilmektedir(12):

1- Klavulanik asit konsantrasyonu 2 veya 4 mg/l olacak sekilde sabit tutulup, beta-laktam
antibiyotik diizeyinin degistirilmesi.

2- Hem beta-laktam hem de klavulanat diizeylerinin defistirilmesi, ancak oranlarinmn 2:1
olacak gekilde sabit whdmass, :

Bunlan kiyaslamak amaci ile amoksisilin/klavutanik asit MiK degerlerinin aragtnldigs bir
cahgmada, tki yontem ile elde edilen sonuglar arasmnda énemli Olgiide fark buhmabildigi, sabit
Kavulanat diizeyi kullamlmasinm 6zellikle Zbr grubundaki suglarin saptanabilmesi agisindan da-
ha uygun oldogu bildirilmektg,dir( 12).

Antibiyotik duyarhiliginm saptanmasimda molekiiler yontemler

Son yillarda Enterobacteriaceae ailcsi‘iiyelerinde pek gok direng geni tanimlanmiy ve bun-
tarn ayirdedilmesi amactyla DNA problan ve PCR analizleri geligtirilmistir. Boylece, antibiyo-
tik direng genlerinin kaynaklar, hastane ve toplumda yaythmlan aragtirilabilmekse, yeni mutas-
yonlar tanimlanabilmektedir. .

1- Beta-laktamaz genlerinin saptanmas:

TEM, SHY, OXA beta-laktamaziarinin saptanmasi igin gegitli DNA problart ve PCR pri-
mer setleri gelistirilmigtir, Klebsiella pnewmoniae ve diger ESBL {ireten Enterobacteriaceae
tiirlerinin etken oldugu nozokommiyal infeksiyonlarn siklig giderek artmaktadrr. Bu nedenle, bu
enzimlerin tamimlanmasi ve siniflandirimasmda kullamlacak yent yontemlere gerek duyulmak-
tadir. blarem genleri, niikleotid dizgilerinin oligoniikleotid problar ile hibridizasyon yontemiyle
saptanmasi sonucunda, alt gruplara aynimaktadir(7,8). Ozellikle kiavulanata direngli mutantlarin
tanimlanmasinda niikleotid dizgilerinin saptanmasi gerekmektedir(3). Bu yontem, yeni beta-lak-
tamazlann saptanmasinda izoelekirik odaklama yontemine kayasia daha duyahdir ve antibiyotik
direngliligi ile ilgili epidemiyolojik galigmalarin yer aldifi referans laboratuvarlan icin Gneril-
mekiedir,

2- Kloramfenikol asetiltransferaz (CAT) genlerinin saptanmast

Gram negatif mikroorganizmalarda bulunan cat I, cat i, cat Hi genlerinin saptanmast icin
DNA problart geligtirilmigtir,

3- Trimetoprim direncinin saptanmasi

dhfi genlerinin saptanmast igin PCR ve hibridizasyon yontemleri kullanilmaktadr,

Antimikrbbiyal ajanlara direng, Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde giderek yayginlag-
maktadir. Mikrobiyoloji Iaboratuvarlaring uygun test ybntemlerini segmek ve bunlann sonuglari-
mt bildirmek sureti ile, bu direng problemini izleme ve kontrol etme gorevi diigsmektedir. By
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sorumluluk nedeniyle, duyarhilik test yontemleri gartlara uygun olarak yenilenmeli ve kalite
kontrolii yéntemleri ile degerlendirilmelidir.
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