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GRAM NEGATIF COMAKLARDA INDUKLENEBILIR
BETA-LAKTAMAZ BELIRLENMESINDE KULLANILAN
YONTEMLERIN DEGERLENDIRILMESI

Ozden BUYUKBABA, Handan KATRANCI, Yasar NAKIPOGLU,
Sengiil DERBENTLI

OZET

Laboratuvarlarda rutin olarak uygulanan, antimikrobiyal duyarhlik deneyler
indiiklenebilir beta-laktamaz (IBL) olugturan bakterilerin sahip oldugu potansiyel
direnci dogru olarak yansitmamaktadir.

Bu cahgmada hastane ortamindan izole edilen 60 Enterobacrer (34
E.aerogenes, 16 E.agglomerans, 10 Ecloacae), 50 Pseudomonas (36
P.aeruginosa, 14 Pseudomonas spp.) susu indikator olarak kullanilarak, TBL’larmn
belirlenmesinde 6nerilen ¢ift disk indiiksiyon yontemi ile, indiikleyici igeren
besiyerinde indiiksiyon yénteminin deferi aragtirtlmisgtir.

Enterobacter suglan igin hem ¢ift disk, hem de indiikleyici igeren besiyerinde
indiiksiyon yontemi ile paralel sonuglar ahnmus, suslarn sadece %45°inde IBL
belirlenmigtir. Pseudomonas suglannin ¢ift disk yontemi ile %34 inde, indiikieyici
igeren besiyerinde indiiksiyon yontemi ile %46’sinda [BL varhig gosterilmis, iki
yontemin sonuglari arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadi:
belirlenmisgtir (p>6.05).

Caligma sonuglarimiz IBL’lanin belirlenmesi i¢in énerilen deneylerin duyarl ve
birbirine iistiin olmadigin; Gram negatif ¢omaklarin dogru tanist ile bakterinin IBL
olugturduguna kesin delil saglanacag dikkate alinarak,-bu bakterilerin cins ve tiir dii-
zeyinde tamimlanmas: gerektigini; ancak idantifikasyon yapilamayan laboratuvarlarda
bu yontemlerden ditgiik oranda da olsa yararlanilabilecegini gdstermistir.

SUMMARY

Evaluation of methods used in the determination of inducible beta-lactamase in
Gram negative rods.

Antimicrobial sensitivity tests used routinely in laboratories, do not correctly
show the potential resistance of inducible beta-lactamase (IBL) producing bacteria.

In this study 60 Enterobacter (34 E.aerogenes, 16 Eagglomerans, 10
E.cloaeae), 50 Pseudomonas (36 P.aeruginosa, 14 Pseudomonas spp.) strains
isolated from the hospital environment were used as the indicator to evaluate two
methods proposed for identifying [BL, namely the induction method in inducer
containing medium, and the double disk induction method.

For the Enferohacter strains, parallel results were obtained in both of these
methods, and IBL were found in only 45% of the strains. IBL presence was
demonstrated in 34% of the Pseudomonas strains with the double disk induction
method, and 46% of the Pseudomonas strains with the induction method in inducer
containing medium. It was determined that the difference between the resulfs
obtained by the two mcthods was not statistically significant (p>0.05).
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Results of our study showed that the two methods proposed for the determination
of IBL were neither more sensitive nor better than each other. Considering that the
certainty with which bacteria produce IBL will be determined with correct
identification of Gram negative rods, it will be necessary to identify the bacteria to the
level of genus and species. However in laboratories where identification can not be
made, it is possible that these methods may be useful.

GIRIS

Gram negatif gomaklar icin beta-laktam antibiyotiklere direngte en dpemli vol
beta-laktamaz olusturmadir. Beta-laktamaz enzimlerini periplazmik aralifa salgitayan
Gram negatif bakteriler, ektraselliifer beta-laktamaz tireten ve bu nedenle
antibiyotikleri heniiz PBP’lere ulagmadan hidrolize etmek zorunda olan Gram pozitif
bakterilere giire daha az enzim olugturarak daha yiiksek diizeyde beta-laktam direnci
kazanmakiadirlar,

Beta-laktamazlar Bush tarafindan Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerce
olusturulma, kromozom veya plazmid kaynakl olma, farkli beta-laktam molekiillerini
hidrolize etme, beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe edilip edilmeme zellikleri ile,
molekiil agirhklan ve izoclekirik noktalari dikkate alinarak 1, 2a, 2b, 2be, 2br, 2c, Ze,
2f, 3 ve 4 olarak simflandinlmigtir. Ambler simflandirmasinda ise, beta-laktamaz
enzimleri aminoasit siralarina gore, A, B, C, D, olarak grup]andmlmlgst:r (5,19).

Bush simftandiriimasinda 1.gruba giren sinif C beta-laktamazlarn, ampC  geni
tarafindan kodlanan, genellikle diisitk diizeyde scntez edilen konstitiitif enzimlerdir,
Enterobacter spp., C.freundii, Serratia spp., M.morganii, indol pozitif Proteus
spp., P.stuartii, P.rettgeri, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.'de kromozomal
ampC geni indiiklenebilir tzelliktedir. Sefa!osporiﬁziziar olarak da adlandilan grup 1
enzimler sefaloridin® ve sefalotini penisilinierden daha hizh hidrolize etmekte,
klavulanik asit ve sulbaktam ile zayif olarak inhibe edilmektedir (4).

Bu enzimler bir indiikleyici ile kargitastiklarinda 1-20 dakika sonra sentezlenen,
miktar: indiikleyicinin yogunluguna ve indilksiyon siiresine bagh olarak bazal
degerinin 700 kan kadar artabilen enzimlerdir. Beta-laktam antibiyotikler, beta-
laktamaz enzimi ile hidrolize direngleri ve enzim sentezini indiiklemeleri bakimindan
farklilik gosterivler. Stabil giiglii indiikleyiciler enzim sentezini giigli bir gekilde
indisklerken, bu enzim tarafindan hidrolize edilmezler. Bu nedenle, bu gruptaki
antibiyotiklerden imipenem Enterobacter ve Pseudomonas gibi inditklenebilir beta-
laktamaz olusturan tiirlere ctkilidir. Labil-giiclii indiikleyiciler bakterideki enzim
sentezini indiiklemekte ve indiikledikleri enzimler tarafindan hidrolize edilmekiedir.
Benzil penisilin, ampisilin ve 1. kusak sefalosporinlerin coguniugu bu grupta yer alir.
indiiklenebilir beta-laktamaz olusturan Gram negatif gomaklar bu antibiyotiklere
daima direnglidir. Karbenisilin gibi stabil zayif indiikleyiciler enzim sentezini
indiiklemekte ve enzim fazla miktarda sentezlense bile bakteriyi koruyamamaktadir,
. ve 11, kusak sefalosporinier, iireidopenisilinler ve monobaktamlar labil-zayif
indiikleyicilerdir (9,16,18,24). .

indiiklenebilir beta-laktamaz direncinde Onemli bir yol da, spontan mutasyon
sonucunda stabil dereprese mutant hiicrelerin ortaya grkmasidir. Bu tiir mutantlarin
indiiklenebilir beta-laktamaz sentezleyen bakter: populasyonlaninda meydana gelme
olastlifn 105 - 10-#"dir. Konstititif beta-laktamaz sentezleyen tiirlerde de bu tir
mutasyonlar gorillebilmektedir. Ancak bunlarda mutasyon olasiif 1015 - 10-#diy,
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Inditklenebilir beta-laktamaz sentezleyen ve az sayida dereprese mutant iceren bir
bakteri populasyonu, labil-zayif indiikleyicilerle karsilagtiginda, hiicrelerin gogu yeterli
miktarda enzim sentezleyemedigi igin éliicken, stabil dereprese mutant hiicreler
seleksiyona ufrar ve bakteri populasyonuna hakim olur, Bu durum tedavide
basarisizlifin yanisira, stabil dereprese mutantlann hastane mikroflorasina
yerlegerek hastane infeksiyonlart yéniinden de sorunlar yaratmasma neden olur
(16,17,19). .

Bugiin uygulanan antimikrobiyal duyarhihk deneyleri indiiklenebilir beta-lakiamaz
olugturan bakterilerin sahip oldugu potansiyel direnci dogru olarak yansitmamaktadir.
Bu enzimlerin gdsterilmesi igin gelistirilen ydnlemlerin duyarkih azdir. Bu nedenle
indiiklenebilir beta-laktamazlann saptanmasinda en giivenilir yolun bakierilerin dogru
idantifiye edilmesi oldufu bildirilmekiedir (28), Bu ¢alisma laboratuvanimizda
idantifiye edilen Enterobacter ve Pseudomonas suslari indikator olarak kullamlarak,
inditklencbilir beta-laktamazlann belirlenmesinde &nerilen iki farkli yéntemin
duyarlilifini kargilastirmak amact ile planlanmistir. Aynica antibiyotik direng
profilierine bakilarak, dereprese mutant suglarn belirlenmesine caligihmustir.,

GEREC VE YONTEM

Epidemik hastane infeksiyonlarinin aragtiriimast amaci ile hastane ortamindan
alman dreklerden izole edilen 60 Enterobacter ve 50 Pseudomonas susunda, ¢ift
disk inditksiyon yontemi ve indiikleyici igeren besiyerinde indiiksiyon yOntemi
uygulanarak indiiklenebilir beta-laktamazlar arastinlmastir,

Enterohacter suglan klasik tani yontemleri ve/veya API-20 E ile tiir diizeyinde
tanymlianmugtir.

Ttimit pigmentli olan Pseudomonas suslan igindeki piyosiyanin olusturan suslar
P.aeruginosa olarak adlandimimgtir.

Indiiklenebilir beta-laktamazlarin arastirilmas:

I - Cift disk indiiksiyon yontemi: Bu amacgla NCCLS disk difiizyon yontemi
standartlarina uyularak, suglar Mueller-Hinton besiyerine yayilmis, sefotaksim (30 pg
) diski ve indiikleyici olarak imipenem (10 pg ) diski, aralarindaki uzakhk 20 mm
olacak sekilde besiyerinin yiizeyine yerlestirilmigtir. 35°C’de 18 saatlik
inkiibasyondan sonra sefotaksim diski cevresindeki inhibisyon zonunun imipenem
diskine yakin kenarda diizlesmesi, susun indiiklenebilir beta-laktamaz olusturdugunu
gostermigtir (3,21).

2 - Indiikleyici iceren besiyerinde indiiksiyon yéntemi: Suslar 0.06 mg/l imipenem
igeren ve igermeyen Mueller-Hinton besiyerlerine NCCLS standartlarina uyularak
yayilmis ve her iki besiyerine de sefotaksim (30 pg ) diski yerlegtirilerek 35°C'de 18
saat inkiibe edilmistir. imipenem igeren besiyerindeki sefotaksim inhibisyon zon
capmin, imipenem igcermeyen besiyerindekine gdre en az 3 mm daralmasi,
indiiklenebitir beta-laktamaz varlifin olarak degerlendirilmistir (3,21). Literatiirde
onerildigi sekilde 0.06 mg/l imipenem igeren besiyerinde duyarh suslarin irememesi
nedeni ile, deney bu suslar igin 0.05 mg/l imipenem iceren besiyerlerinde
tekrartanmustar.
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Dereprese mutantlarin arastirilmasi;

Caligma kapsamina alinan suglar igindeki dereprese mutantlan belirleyebilmek
amactyla, ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamases) olugturup olusturmadikian
aragtinlmigtir. NCCLS standartlaria uyularak suglanin yaylldift Mueller-Hinton
besiyerleri iizerine, Enterobacter spp. igin sefepim diski, amoksisilin-klavulanik asit
diski ile aralaninda 20 mm ve Pseudomonas spp. igin seftazidim diski, amoksisilin-
klavulanik asit diski ile aralarindaki uzakhk 30 mm olacak sekilde yerlestirilmigtir
{(29).

BSsBL (Extended Specirum secondary Beta-Lactamases)’lann varhi haklkanda
ipucu elde edebilmek amaci ile suglanin piperasilin, seftazidim, sefoperazon,
seftriakson, sefotaksim, aztreonam, imipenem direngleri disk difiizyon yéntemi ile
incelenmistir (18). Ayrica yitksek beta-laktam direnci gdsteren suglarda, direncin
permeabilite azalmasina bagh olup olmadigini belirlemek igin, aminoglikozitlerden
gentamisin ve amikasine, kinolonlardan siprofloksasine direng de aragtimlmigtir,

BULGULAR

Enterobacter suglarmin indikator olarak kullanidigi deneylerde; suglanin sadece
%45 (27/60) inde hem ¢ift disk indiiksiyon yéntemi ve hem de indiikleyici igeren
besiyerinde indiiksiyon ydntemi ile indiiklenebilir beta-laktamaz varh gosterilmigtir.
Pseudomonas suglannda ise ¢ift disk indiiksiyon yontemi ile %34 (17/50)’tinde,
indiikleyici igeren besiyerinde indiiksiyon yontemi ile %46 (23/50) sinda iBL
saptanabilmis, iki yontemin sonuglari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir (p>0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. Enterobacter ve Pseudomonas suglarinda iki farkls yontem ite indiikienebilir beta-
laktamazlann belirlenmesi.

Bakteri Cift disk indiiksiyon yontemi Indiikleyici igeren bestyerinde
indiiksiyon ydntemi

E.aerogenes (n:34) 15 15
E.agglomerans (n:16) 7 7
E.cloacae (n:1() 5 3
Toplam (n:60}" 27(%45) 27(%45)
P.aeruginosa (n:36) £5 20
Pseudomonas spp. (n:14) 2 3
Toplam (n:50) 17(%34) 23{%46}

# Tiim suglar scfoksitine dizenghi, imipeneme duyarll bielunmustur.

Dereprese mutantlan belirleyebilmek amaciyla yapitan deneylerde, suglardan
higbirinin ESBL olugturmadigi belirlenmistir. Aynca ESsBL olusumu hakkinda ipucu
elde edebilmek igin suslarin gesitli beta-laktam antibiyotiklere direnci belirlenmis,
elde edilen sonuslar ESsBL olusturmadiklan fikrini vermigtir. Beta-laktam direncinin
hiicre duvari permeabilitesinin azalmasina bagl olup olmadifint saptamak amact ile
gentamisin, amikasin ve siprofloksasin direnci de aragtinlmig, sonuglar tablo 2'de
ghsteritmigtir, '
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Tablo 2. Incelenen Enterobacter ve Pseudomonas suglarinda cesitli antibiyotiklere direng®.

Bakteri PRL FOX CAZ C(CTX CRO CFP CFP/ FEP AT™™ IMP GN AKX CIP ESBL
Sul

Enterobacter 4 60 0 0 0 0 0 0 0 6 o 4 0O ]
spp. (n:60)

Pseudomonas
spp. (n:30) 1 50 0 4 28 3 1 0 5 6 4 2 1 0

* Orta duyarl suglar da direncli kategorizine alinmisur.

PRL.: Piperasilin, FOX: Sefoksitin, CAZ: Seftazidim, CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CFP: Sefoperazon.
CFP/Sul: Sefeperazon / Sulbaktam, FEP: Sefepim, ATM: Aztreonam, [MP: imipenem, GN: Gentamisin,

AK: Amikastn, CIP: Siprofloksasin

Piperasiline direncli ikiser K.aerogenes ve Ecloacae susunda diger genig
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere direng gériilmemesi, bu suslarin kromozomal
(indiiklenebilir) beta-laktamazin yamsira TEM-1/2 veya SHV-1 enzimlerini birlikte
firettigini gostermistir. Enterobacter suglannda dereprese bera-laktamaz iiretimine
rastlanmamistir.

incelenen Pseudomonas suslarinda da kromozomal beta-laktamazin
derepresyonunu gdsteren bir bulguya rastlanmanmustir. Ancak bazi genis spektrumlu
beta-laktam antibiyotiklere orta derecede duyarlilik saptanan iki P.geruginosa
(No.1,2} sugunda indiiklenebilir beta-laktamaza ek olarak intrensek beta-laktam
direncinin, bu direng modelini ortaya gikardify sonucuna vanbmsur, P.aeruginosa
suglan iginde en yiiksek dirence sahip olan bir susun (No.3) ise; gosterdigi direng
modeline bakilarak, kromozomal indiiklenebilir beta-laktamazin yamsira PSE-1 veya
PSE-4 enzimlerine sahip oldugu disiinitlmiistiir, Ayrlca bu sugta gentamisin,
amikasin ve siprofloksasin direncinin goriilmesi, beta-laktamlara direncin permeabilite
azalmasindan da kaynaklanabilecegi fikrini vermistir (Tablo 3).

Tablo 3. Incelenen difer Pseudomonas suslarina gore daha yilksek  beta-laktam direnci
gosteren ii¢ P.aeruginosa susunun direng modeli.

Sus PRL CAZ CFP CFP/ CRO FEP ATM IMP GN AK CIP
Sul

No.{ Du Du O 0 O ‘Du O Du Du Du Du

No.2 Du bu O Du O Du 4] Du Du Du Du

No.3 D Du Di Di O Du 0 Du Di Di Di

Du: Duyarlt. O: Orta duyarh, Di: Direngli
TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesinde plazmid kékenli TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-
laktamazlan yaygm olarak bulunur. Bu beta-laktamazlar penisilinler ve 1. kusak
sefalosporinleri ctkin bir sekilde parcaladiklart halde, genig spektrumlu beta-
laktamlara simrh etki gdsterirler. Bu ana enzimlerden 1-4 amino asit degigikligi ile
meydana gelen ve ESBL olarak adlandinilan enzimler ise genig spektrumlu beta-
laktam antibiyotiklere etkilidirler. Hem ana enzimler, hem de bunlanin genis
spektrumlu tiirevleri, klavulanik asit ile inhibe olurlar (3,5,15,22). Ayrica
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Enterobacteriaceae ailesindeki bazi tiirlerde bulunan kromozomal tip-1 beta-
taktamazlar (sefalosporinazlar) indiiklenebilir 6zelliktedir (16). Klonlama ¢aligmalan,
kromozomal tip-1 beta-laktamaz inditksiyonunda, ampR, ampC ve ampD olarak
adlandirdan ii¢ genin rol oynadigim gdstermistir. Beta-laktamazi kodlayan ampC geni
dogadan izole edilen suglarda diigiik ve belirli bir diizeyde beta-laktamaz lretimini
saglar ve boyle bir susta ampD geni proteini, ampR geni proteinini inaktive eder.
Eger ampD geni bir mutasyonla inaktive olursa, beta-laktamaz geni ¢ok etkin
bigimde kullanilir ve 150-1000 kat daha fazla beta-laktamaz olusturulur. Bu
aktivitasyon ampR geninin iiriinii olan protein aracih ile olur. Bu protein DNA'ya
muhtemelen promotor-operatdr bélgesinden baglanur ve bir aktivator gorevi yapar
(20,32). Bu genler Enterobacteriaceae ailesinin tiim iiyelerinde bulunmaz, Ornegin
Ecolide ampC ve ampD genleri vardir, ancak ampR kaybolmusgtur.
Salmonella’larda ise ampC geni eksiktir. Diizenleme ve indiiksiyon siireci i¢in gerekh
titm genler, C freundii, Enterobacter spp., P.yulgaris, S.marcescens, M.morganii ile
Pseudomonas spp.’de bulunur (18,20,32). Bu bakterilerin tiir diizeyinde dogru olarak
tammianmasimn [BL varlifinin gosterilmesinde en dogru yol olduju bildirilmektedir
(8,28). Ciinkii rutin uygulanan antimikrobiyal duyarhilik deneyleri IBL’larn
substratlar iizerine etkilerinin yavag olmasi nedeni ile, {BL olusturan bakterilerin
sahip oldugu potansiyel direnci dogru olarak yansitmamakia, yogun ve yetersiz
laboratuvar kosullaninda suglarin hatal idantifikasyonu da iBL’larin belirlenmesinde
problemlere neden olabilmektedir. Bu nedenierle bazi indiiksiyon deneyleri tarif
edilmistir (3,28). Bunlardan ¢ift disk indiiksiyon deneyinin duyarhlifimn %80 oldufu,
ancak bu deneyde indiikleyici disk ile, labil-zayif indiikleyici disk arasinda 15 mm ve
20 mim’lik iki aralifin ayn ayn kullaniimast ile bu oramin %90%a gikugis bildirilmigtir
(18).

Calismamizda ¢ift disk indiiksiyon ydntemi ve indiikleyici igeren besiyerinde
indiiksiyon yontemleri ile 60 Enterobacter susunun 27’sinde (%45) 1BL olugumu
belirlenebilmis, iki yontemin sonuglart arasinda fark gdzlenmemigtir. incelenen 50
Pseudomonas susunun 17°sinde (%34) ¢ift disk indiiksiyon ydntemi ile, 23
(%46)’tinde indiikleyici igeren besiyerinde indiiksiyon ybntemi ile IBL varligs
gosterilebilmistir (p>0.03).

Giilay ve ark. (12)’nm yapug1 bir ¢aligmada klinik dracklerden izole edilen 150
P.aeruginosa susunun gift disk indiksiyon yontemi ile ancak 92 (%61.3)’sinde IBL
varhgt belirlenmigtir.

Ramadan ve ark. (24) isc ¢ift disk indiiksiyon yontemi ile E.cloacae suglarimin
%80’inde, Pseudomonas suglarinn %407 inda IBL saptamislardur.

Benzil penisilin, ampisilin ve ¢ogu 1. kugak sefalosporinler, fip—l kromozomal
beta-laktamazlarin indiikleyicisidir. Ancak imipenem ve sefoksitinin cok kiigik
miktarlar bile bu enzimin Gretimini giicli bir sekilde indiiklediginden, ¢alismamizda,
[BL’larin belirlenmesinde uygulanan her iki farkll yontemde indiikleyici olarak
imipenem kullanilnugtir (11,24).

{BL iireten hakierilerle gelisen infeksiyonlarda karbapenemlerin ve alfa-
metoksisefalosporinlerin, diger beta-laktam antibiyotiklerle birlikte kullanitmast hem
tedavide basarisizliklara, hem de bu bakteri populasyonu icinde IBL1 yiiksek oranda
sentezleyen bir subpopulasyonun yani dereprese mutantlarin scleksiyonuna neden
olmaktadir (1,2,7,14,27). Dereprese mutantlarn seleksiyonunda, infeksiyon yerindeki
bakteri yogunlugu ve bu bélgeye ulagan antibiyotik miktart 6nemli etkenlerdir.
Seleksiyonun genig spektrumlu scfalosporinlerle tedavi edilen enterobakteremi
olgulary ile Enterobacter pnémonilerinin %20°sinde meydana gelebilecegi
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gosterilmigtir (7). Idrar yolu infeksiyonlarinda ise genig spektrumlu sefalosporinler
kullanildifinda seleksiyonun minimal oldugu, ¢linkii infeksiyon yerinde dereprese
mutantlarin inaktivasyonu igin gereken MIK'dan daha fazla antibiyotik bulundugu
bildirilmigtir (27).

Yeni sefalosporinlerin yaygin kullanimi nozokomiyal patojenler olarak
Enterobacter ve Pseudomonas’larin 6nemini giderek arttirmuigtir. Ozellikle yogun
bakim iinitelerinde bu bakterilerle kontamine olmug sulardan ve gesitli objelerden
horizontal bulagma sonucunda, sikhikla nozokomiyal Enterobacter ve Pseudomonas
infeksiyonu epidemileri goriilmektedir (23,24). Bu nedenlerle tedavi 6ncesinde iBL
olugturan bakterilerin belirlenmesi dnemlidir. Caligmamizda nozokomiyal infeksiyon
epidemilerinin aragtimlmasi amaci ile hastane ortamu ve gereglerinden izole edilen
Enterobacter ve Pseudomonas suglar ile caligihmastir,

Sefoksitin direncinin Enterobacter spp., Pseudomonas spp. ve Cfreundii
suglartnin karakteristik dzeligi oldufu, buna karsthk Morganella, Providencia ve
Serratia tiirlerinin sefoksitine orta duyarh oldugu bildirilmektedir (18). Caligmamizda
incelenen tiim Enterobacter suglan sefoksitine divengli bulunmustur,

IBL olugturan suslarin sefepim, selpirom ve imipeneme duyarlh oldugu, bu
durumun belirtilen antibiyotiklerin bakteri hiicre duvarindan hizli bir sekilde gecmesine
baglt oldugu bildirilmektedir (19). Cahsmanuzda da tiim Enterobacter ve
Pseudomonas suglar imipenem ve sefepime duyarli bulunmustur.

IBL'larin beta-laktam antibiyotiklere iki farkli yoldan direng saglayabilecegi
bildirilmistir (9,16,26). Bunlardan birincisi, bakteri hiicresinin periplazmik boslugunda
bulunan enzimin, klasik olarak beta-laktam antibiyotife bagZlanarak antibiyotigi
hidrolize etmesidir. {kinci direng mekanizmasinda ise, antibiyotigin tuzaklanmas: stz
konusudur. Tip-1 kromozomal beta-laktamazlar 1fl. kusak sefalosporinlere ve diger
beta-laktamaza direngli beta-laktamlara yiiksek afinite gosterir. Bu nedenle enzim,
subsirat olmayan veya zayif substrat olan antibiyotiklerle birleserek uzun siire
ayrilmayan kompleksler olusturur ve bu tuzaklama mekanizmasi antibiyotigin
inaktivasyonu ile sonuglanir. Ayrica enzim diizeyinin artmasi, antibiyotigin hedef
proteinlere ulagmasint en aza indirgeyen veya yok eden bir non-hidrolitik bariyer
etkisi de yaratmaktadir (25,26).

Bu iki direng mekanizmasindan farkli olarak porin proteinlerinde meydana gelen
mutasyonlar dis membran permeabilitesinin degisimine neden olmakta, bunun
sonucunda da beta-laktam antibiyotikierin yanisira aminoglikozidler, kinclonlar,
tetrasiklinler ve kloramfenikole direng meydana gelmektedir (19,24). Dig membran
permeabilitesindeki degisimler, yeni beta-laktam antibiyotiklerle tedavi sirasinda
meydana gelen direng tiplerinden biridir ve gok dnemlidir. Ciinkii bu direng, beta-
laktamaz indiiksiyonu ile ortaya gikan dirence benzemez. Farkli olarak, beta-
laktamlar ve aminoglikozidler arasinda ¢apraz dirence yol agar (24,26). Calismarmizda
incelenen Enterobacter ve Pseudomonas suslarinda bu tiir gapraz direng modeli
gisteren sug belirlenmemigtir,

Dereprese mutant suglar ESBLve ESsBL olusturmamalan, imipeneme duyarls,
buna karsin scfotaksim, seftazidim ve aztreonamdan cn az birine direngli olmalart ve
dig membran permeabilitesinin degisimine baglh dirence sahip olmamalart gibi
ozellikleri ile tamimlanabilir,

ESsBL’lar dort siifta toplanmaktadir (18):

Suuf A: Az rastlamr PER-1 beta-laktamazim igerir. Bu enzimi tasiyan
P.aeruginosa suglarinda, seftadizime direng, seftadizim-klavulanata duyarhiik ve
piperasiline azalmig duyarlihik saptamr.
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Simf B: Karbapenemaz aktivitesi gostermeleri baghca karakteristikleridir. Bazi
P.aeruginosa ve S.marcescens suslari tarafindan tagman IMP-1 enzimi bu simfa
girer, Bu enzimi tagiyan suslar imipenem ve meropeneme direngli, aztreonama
duyarhidir. Bu ozeliikleri herhangi bir beta-laktamaz inhibitériniin varlifinda
degismez.

Simf C: Enterobacter spp. ve E.coli’ de bulunur. Bu enzimlerj (MIR-1, CMY-2,
BIL-1....) tasiyan suslar, dereprese Enterobacter suglannin antibiyogram sonucuna
benzer ozellik gosterirler, Karbapenemler diginda tim beta-laktamlara ve
sefamisinlere (Orn: sefoksitin} direngli, temosilin ve mesilinama duyarlidit. Beta-
" laktam direngleri klavulanat ve sulbaktamla degismez.

Simf D: P.aeruginosa suglarindan soyutlanan OXA-10 (PSE-2), OXA-11
enzimlerini igerir. OXA-10 sefoperazona yiiksek diizeyde dirence, azireonam,
sefotaksim ve seftriaksona duyarhihigin azalmasina neden olur.

Cahgmamizda incelenen ve higbirinde ESBL iiretimi belirlenmeyen suglarda,
ESsBL olugumu gosteren bir direng fenotipine de rastlanmamistir. Bunlarm yansira
genis spektrumlu beta-laktam direncinin de goriilmemesi, bu suglarda beta-laktamaz
iiretiminin dereprese olmadigim gostermistir.

Avrupa ve Amerika’da yogun bakim tinitelerinde yatan hastalardan izole edilen
Enterobacter suglan iginde dereprese mutantlanin oraninin %30-50 arasinda oldugu,
10 y1l 6ncesinde ise bu oranin sadece %10 oldugu bildirilmistir (14). Atina’da bir
hastanede hastalardan izole edilen E.cloacae suglaninda derepresyon siklift %70
(31), Connecticut’da bir hastanede isc bu oran %5 olarak saptannugtir (10).

Giir ve ark. (13) hastalardan izole edilen ve yeni kusak scfalosporinlere direng
gbsteren 15 Enterobacter susundan 13'0niin dereprese mutant olduunu
belirlemiglerdir.

E.cloacae infeksiyonlu hastalarda dereprese- mutantlanin segilmesi oze! bir
problem yaratir. Giinkii profilakside sik olarak kuilantlan 1. kusak sefalosporinlere
intrensek direng gosteren bu tiirde, mutasyon sikhi da ¢ok yiiksektir (10-% - 10-7). Bu
nedenle E.cloacae suglanmin diger kolonize olmus flora bakterileri ile yarigmada
avantajli olacag bildirilmigtir (30).

P.aeruginosa infeksiyonlarinda, dereprese mutantlarin  seleksiyonu
iireidopenisilinler, piperasilin ve geniy spektrumlu sefalosporinlerin kullammina
baglanmaktadir. Ozellikle kistik fibrozlu hastalarda, dereprese mutantlarm tedavide
basarisizlifa neden oldugu bildiritmektedir (1 1,18,27). P.aeruginosa’da derepresyon
sikhg, iilkelere ve kaynaga gore defigkenlik gbstermektedir (27). 1993°de
ingiltere’de 24 merkezde yiiriitiilen bir gahismada yogun bakim dnitesindeki
hastalardan izole edilen 134 P.geruginosa susundan 10’upun dereprese mutant
oldugu saptanmistir. Ayrica yatan hastalardan izole edilen 1041 P.aeruginosa
susundan 34’niin, poliklinik hastalarindan izole edilen 797 sustan ise 107unun
dercprese mutant oldugu bildirilmistir (6).

Cahgmamizda dereprese mutant sug saptanmamasinin €n onemli nedeni olarak
sugtarin hastalardan degil, hastane ortamindan izole edilmesi diiglinlilmistiir. Ancak
nozokomiyal infeksiyonlara neden olabilecek bu suglarda gelisebilecek mutant
hiicrelerin antibiyotik tedavisi sirasinda dogal seleksiyon sonucunda, potansiyel
antibiyotik direncinde onemli bir rezervuar olabilecekleri her zaman dikkate almmali
ve IBL iireten bir tiir izole edildiginde, raporda klinisyene “3.jenerasyon
sefalosporinler kulanildifinda tedavi esnasinda direng geligebilir!” uyansi
yaptimaldir. Bu noktada, klinik izolatlarn tiir diizeyinde ve doru ftanisimin Snemi
ortaya gikmaktadir.
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