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1.GIRiS

Gilinlimiizde bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelistirmesindeki
en Onemli mekanizma beta-laktamaz enzimi {retimidir. Bu enzimlerin goriilme
sikliklarinin artmasi (Klebsiella pneumoniae’de SHV-1 ve E.coli’de ampisilini hidroliz
eden TEM-1) ve yeni bakteri tiirlerine yayilmas1 (Neisseria gonorrhoeae ve Haemophilus
influenzae) sonucu t¢iincii kusak sefalosporinler klinik kullanima girmis; ¢ok daha az yan
etkileriyle ve genis spektrumlart ile 6zellikle gram-negatif bakterilerin neden oldugu
nozokomiyal infeksiyonlarda yaygin olarak kullanilmistir. Bu yaygin kullanim sonucunda
bakteri tiirleri, bu antibiyotiklere kars1 yeni -laktamaz iiretimleriyle cevap vermislerdir.
Bu B-laktamazlar, SHV-1, TEM-1, TEM-2 ana B-laktamaz genlerinden mutasyonlarla
olusmus ve substrat profilleri genisleyerek iiclincli kusak sefalosporinleri hidrolizleyip,
direng gelistirmislerdir. Bu B-laktamazlara “Extended Spectrum p-Lactamases” (ESBL)
(Genislemis Spektrumlu B-Laktamazlar) denilmistir. Ancak tanimlar1 konusunda heniiz
fikir birligi yoktur.

ESBL iireten suslarla olusan infeksiyonlar, giiniimiizde tedavi basarisizliklaria yol
acmaktadir. Bu suslar hastane infeksiyonu etkenleri arasinda hizla yayilip, yiliksek
mortalite, morbidite ve yiiksek tedavi maliyetlerine sebep olurlar. ESBL en ¢ok Klebsiella
spp. daha az oranlarda da diger Enterobacteriaceae cinslerinde bulunmaktadir. Bu
bakteriler ESBL genlerini, plazmidler aracilig: ile birbirlerine, diger sus ve bakterilere
aktarirlar. ESBL {ireten Klebsiella cinsleri, ESBL genlerinin aktariminda basta gelen
bakteri grubudur ve hastane infeksiyonlarinda etken olarak 6ne ¢iktig1 goriillmektedir.

Klebsiella tiirleri hastanede yatan hastalarin GIS (gastrointestinal sistem) ve
nazofarinksinde kolonize olurlar. Boylece hastalarda ve hastane florasinda kolayca
kolonize olup uzun siire canli kalirlar. Hastanede yatan hastalara genis spektrumlu
sefalosporinler ¢ok sik kullanilir. GIS’de bulunan Klebsiella tiirleri bu secici antibiyotik
baskisi ile in vivo kosullarda mutasyonlara ugrayarak ESBL {ireten suslar haline gelirler ve
ortama hakim olurlar. ESBL iireten genler, plazmidlerle bazende tranpozonlar ve
integronlarla bakteriler arasinda kolayca yayilirlar. Son yillarda sik kullanilan
antibiyotiklerin biiyiik bir kismma direngli ve ESBL iireten K.pneumoniae’nin sebep
oldugu cok sayida hastane infeksiyonu salginlar1 bildirilmektedir. Hastane kaynakli
infeksiyonlarin sagaltiminda sik kullanilan kinolonlara karsi son yillarda 9%30’lara, diger

antibiyotikler i¢in ise %50’lere varan direng oranlar bildirilmektedir.



ESBL {ireten suslar ¢oklu direng plazmidleri de tasiyabilmekte, kromozomal direng
goriilen bazi antibiyotiklere de diren¢ gostermektedir. Coklu direng, ESBL {iretimiyle
iligkilidir. ESBL iiretiminden sorumlu plazmidler aminoglikozidler, kloramfenikol,
tetrasiklin ve siilfonamid direng¢ genlerini de tasidiklarindan ESBL {ireten suslar siklikla
cogul direnglidir. Vurgulanmasi gereken énemli bir nokta da ESBL olusturan bakterilerin,
in vitro duyarl bulunsalar bile penisilin, sefalosporin ve monobaktamlara ‘direngli’ rapor
edilmeleri gerekir. Bunun disinda ESBL iireten suslarla olusan yaygin infeksiyonlarda
karbapenemler disinda kullanilan antibiyotiklerin bakterisidal etkilerini slirdiiremedigi veya
bakterisidal etkilerinin olmadigin1 bildiren ¢alismalar mevcuttur. Bu ylizden ESBL
varhiginin ve TEM/SHV/CTX-M prevalansinin belirlenip, antibiyotik tedavi rejiminin,
ESBL ireten suslarla olusan hastane ve toplum kokenli infeksiyonlar1 onlemek,
yayillmasint engellemek, tedavi maliyetini diislirlip morbitide ve mortaliteyi azaltacak
sekilde yeniden diizenlemek ¢ok 6nemlidir. Bunun i¢in en basta bakterinin tirettigi ESBL
enziminin dogru olarak saptanmasi gereklidir.

ESBL salgilayan suslarin saptanmasi i¢in klavulanik asidin bu enzimlerin
aktivitesini inhibe etmesi temeline dayanan cesitli yontemler kullanilmaktadir. ESBL
saptanmasinda kullanilan yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliikkleride degismektedir. Standart
disk diflizyon testleri ESBL iiretimini %48 oraninda yakalayabilmektedir. Bu nedenle bu
enzimleri tespit etmek icin ilave testlere ihtiya¢ vardir. ESBL iiretimini belirlemek i¢in en
stk uygulanan test c¢ift disk sinerji testi (CDST)’dir. Bu testin optimal disk uzakligi
konusunda tam bir standardizasyon maalesef bulunmamaktadir. Bu yontemin yaninda
ESBL iiretiminin dogru olarak saptanmasinda; kombine disk, E test ve otomatize sistemler
bulunmasina ragmen bu testlerin rutinde kullanima girmesi ic¢in birbirlerine avantaj,
dezavantaj ve yeterliliklerini gdsteren herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Arastirmamizda Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesinde yatan
hastalarin kan kiltlirlerinden dolasim sistemi infeksiyon etkeni olarak izole edilen
K.pneumoniae suslarinda ESBL varliginin tespitinde ¢ift disk sinerji testi ve ESBL E-test
yonteminin, CLSI’nin fenotipik dogrulama testi olarak onerdigi kombine (modifiye) disk
difiizyon testine gore spesifikliginin ve sensitivitesinin belirlenmesi ayrica ESBL pozitif bu
suslarin diger antibiyotiklere duyarlilik oranlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Boylelikle
hastanemizde K.pneumoniae suslarinda ESBL oranlarini belirleyip, ESBL belirlenmesinde
gerek duyarliligt gerekse ekonomikligi agisindan en uygun yoOntemi tespit edip bu

bakterilere kars1 hastanemizin antibiyotik stratejisini belirlemek i¢in bu ¢aligma yapilmustir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Enterobacteriaceae Ailesi :

Enterobactericeae iiyesi bakteriler gram negatif, ¢cogu hareketli, fakiiltatif anaerop

basillerdir. Bu aile su an yaklasik 100 tiir icermektedir (1).

2. 1. 1. Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Ozellikleri ve Morfolojileri :

Enterobakteriler kii¢iik 0.5-3 um en ve 1-6 um boyunda, gram-negatif, sporsuz
basillerdir. Enterobakterilerde, Klebsiella cinsinde oldugu gibi kalin, belirgin bir kapsiil
veya slime tabakasi denen ince bir kilif hiicreyi sarabilir (2). Enterobacteriaceae tiirleri
Mac Conkey besiyerinde kolay iireyen basillerdir. Bazilar peritris kirpiklerle hareketli
veya hareketsiz, DNA’da Guanin+Sitozin (G+C) oran1 %39-59 arasindadir. Bu ailede yer
alan K.pneumoniae yasadigimiz c¢evrede ¢ok yaygindir. K.pneumoniae insanlarin
barsaklarinda, iiriner sistem ve solunum sisteminde belirtisiz yerlesim gosterebildigi gibi,

Oliime kadar giden agir infeksiyonlar da olusturabilir (3).

2. 1. 2. Enterobacteriaceae Ailesinin Biyokimyasal Ozellikleri:

Bu ailedeki bakteriler, glikozu fermente eden, nitrati rediiksiyona ugratabilen,
katalaz pozitif, oksidaz negatif 6zellige sahiptirler. Klebsiella, Enterobacter ve Serratia
cinsleri glikoz fermentasyonunda farkli olarak butanediol yolunu kullanirlar ve son {iriin
olarak asetoin olustururlar. Bu nedenle Klebsiella, Enterobacter ve Serratia cinslerinin

Voges-Proskauer reaksiyonu pozitif olup, IMVC testi ( - - ++ ) dir.

2. 1. 3. Enterobacteriaceae Ailesinin Antijenik Yapilari:

Somatik (O), kirpik (H) ve kapsiil (K) antijenleri, ailenin serolojik tiplendirmesinde
kullanilan ana antijenlerdir. Bunlar disinda bakteri hiicresinin dis ylizeyinde bulunan ECA
(Enterobacteriaceae Common Antigen) tiim enterobakterilerde bulunan ortak antijendir.
Somatik (O) antijeni; O antijeninin birinci bolgesi (regionl) tekrarlayan oligasakkarit
parcalarindan olusur. ikinci bolge (region II) kor polisakkaritinden olusur. Lipit A bdliimii
yani tiglincii bolge (regionlll) bes alt1 yag asidine tutunmus bir disakkarittir. O antijenleri

1stya (110°C ye 2.5 saat), alkole (%96’lik, 4 saat) ve asitlere dayanaklidir. Formaldehit



karsisinda etkinligi kaybolur. Kirpik (H) antijenleri; protein yapidadir. Hareketli suslarda
bulunur. Formole direnclidir. K (kapsiil) antijeni; polisakkarit yapida olup, antijenik 6zellik

tasir.

2. 1. 4. Enterobacteriaceae Ailesinin Patogenezi ve Yaptig1 Hastalhiklar:

Protein yapida adezinlerin gorevi, bakterinin mukozalara tutunmalarini
saglamaktir. Bakterinin Lipid A bdliimii toksik aktiviteden sorumludur. Enterotoksinleri ise
genellikle ince barsaklari etkileyip diyareye neden olan toksinlerdir. Enterobakteriler demir
saglamak i¢in, siderofor denilen bilesikleri kullanarak konak organizmada transferrin veya
laktoferrin gibi molekiillerden demir kazanirlar. Bunlara ek olarak shigatoksin ve
shigatoksin benzeri toksinler, hemolizinler, kapsiil maddeleri, enzimler diger viriilans
faktorleridir. Kolonizasyon faktorleri, enterotoksin, hemolizin gibi viriilans faktorlerini ve
ilag¢ direnci genlerini tastyan plazmidler ve bakteriyosinler de bulunur.

Enterobakteriler GIS disindaki yerlestigi yerlerde onemli infeksiyonlar
yapabilirler. En sik iiriner sistem infeksiyonlar1 goriiliir. Bunun disinda solunum sistemi,
yara, kan ve merkezi sinir sisteminde, pndmoni, septisemi, menenjit ve abselere neden
olurlar (2, 3).

Bu ailede tipik semptomlarla seyreden hastaliklarin (tifo, basilli dizanteri, veba)
etkeni olan cinsler ile, 6zellikle hastane infeksiyonlarina (idrar yolu yara infeksiyonlart,
pnomoniler, septisemiler) neden olan firsat¢1 bakteriler bulunmaktadir (4).

Aslinda bugiin enterobakteriler hastane infeksiyonlarinin en biiyiik sorumlularidir.
Hastane infeksiyonlarna yol agan enterobakteriler; E.coli, Enterobacter spp,

K.pneumoniae, Proteus mirabilis, Citrobacter spp. ve Serratia marcescens tiirleridir (3).

2. 2. Klebsiella Tiirleri:

2. 2. 1. Klebsiella Tiirlerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri:

Klebsiella’lar gram-negatif, sporsuz, hareketsiz, kapsiilli basillerdir. Klebsiella
cinsleri iireyi hidrolize ederler. H,S yapmaz, fenilalanini deamine etmezler. Indol negatif
(K.oxytoca hari¢) ve metil kirmizisi reaksiyonu negatif, Voges-Proskauer, sitrat testleri ve
laktoz pozitiftir. Klebsiella diger enterik bakterilerden farkli olarak belirgin bir kapsiile
sahip olup, besiyerlerinde genis, M tipi mukoid koloni yaparlar (4).



2. 2. 2. Klebsiella Genusunun Taksonomisi:

Tibbi 6neme sahip Klebsiella tiirleri yaptiklari hastaliklara gore K.pneumoniae,
K.ozoenae, K.rhinoscleromatis seklinde 3’e ayrilmistir. Zaman iginde 3 ana klasifikasyon

ortaya konmustur (Cowan, Bascomb ve Orskov) (Tablo1).

Tablo 1. Klebsiella Genusunun Farkli Taksonomik Sistemlere Gore Tiir

Simiflandirilmasi (5)

Cowan Bascomb Orskov

K.aerogenes K.aerogenes/oxytoca/edwardsii K.pneumoniae
subsp. Pneumoniae
subsp. Ozaenae

subsp. Rhinoscleromatis

K.edwardsii K.pneumoniae K.oxytoca
subsp. Edwardsii sensu stricto
subsp. Atlantae sensu lato

K.pneumoniae

K.ozaenae K.ozaenae K.terrigana

K.rhinoscleromatis K.rhinoscleromatis K.planticola
K. “‘isimlendirilmeyen grup’

Enterobacter aerogenes

1980’lerin baglarinda daha o6nce Klebsiella benzeri mikroorganizmalar olarak
adlandirilan ¢evreden elde edilen Klebsiella izolatlari, gegici olarak taksonomide yer
almaya baslamislardir (J, K, L, M gruplari). Bu gruplar 4 yeni tiiriin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. K.terrigana, K.ornithinolytica, K.planticola ve K. trevasanii. 1986 yilinda
son iki tir DNA yapisindaki benzerlik nedeniyle tek bir tiir iginde (K.planticola)
birlestirilmistir (5). K.planticola’nin Klebsiella tiirlerinin klinik izolatlar1 arasinda %3.5-

18.5 gibi yiiksek bir orana sahip olduklart gézlenmistir (6).
2. 2. 3. Klebsiella Tiirlerinin Ayirimi:
Klebsiella tiirleri lizin dekarboksilaz pozitif, ornitin dekarboksilaz negatifligi ile

diger enterobakterilerden ayrilir. Klebsiella’larin biyotiplendirilmesi, klasik biyokimyasal

testlerle veya API 32E gibi ticari sistemlerle yapilabilir (Tablo 2).



Serotiplendirme ise asil olarak kapsiil antijeninin tespitine dayanir. Genellikle iyi
gelismis polisakkarid kapsiiliine sahip olan Klebsiella’larin 82 tip kapsiil antijeni
tanimlanmistir. Bunlardan 77°si  uluslararasi kapsiil antijen semasinin temelini
olusturmaktadir. Kapsiil tiplendirme, biyokimyasal tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme,
molekiiler tiplendirme ve faj tiplendirmesi tek basina 6zel kosullar disinda epidemiyolojik
arastirma i¢in yeterli degildir. Biyotiplendirme ile kapsiil tiplendirmenin kombine

kullanimi, ¢ok sayida biyotipin ayrimini saglamaktadir (5-7).

Tablo 2. Klebsiella Tiirlerinin Biyokimyasal Reaksiyonlari (6)

. K.pneumoniae subsp. . . L .
Ozellikler _ _ i K.oxytoca  K.terrigana K.planticola  K.ornithinolytica
Pneumoniae  Ozaneae  Rhinoscleromatis

Indol _ _ _ + - D +

Ornitin - - - - - - +
dekarboksilaz

Lizin dekarboksilaz + D - + + + +
Pektat - - - + - - -
degrantilasyon

Laktozdan gaz + - - - - - -
olusumu

10°C’de tireme - - - + + + +
D- melezitozdan - - - D + - -
asit olusumu

L-sorbozdan asit D + + +

olusumu

m-hidroksibenzoat - - - + + - -
olusumu

Hidroksi-L-prolin D D D +

olusumu

Malonat olusumu + - + + + + +
Metil kirmizist testi - + + - + D +
Voges-Proskauer + - _ + + + +

testi

(D) Degisken, (+) Pozitif, (-) Negatif

2. 2. 4. Klebsiella’nin Patojenite Faktorleri:

1-Kapsiiler Antijenler: Kapsiiler yap1 Klebsiella’nin virulansinda temeldir. Klebsiellla

kapsiil polisakkaritlerinin in vitro olarak makrofajlarin fonksiyonel kapasitelerini ve



farklilasmalarin1 engelledikleri rapor edilmistir. K2 susu diinya ¢apinda klinik izolatlar

arasinda en ¢ok goriilen izolat iken ¢evreden en nadir izole edilen sustur.

2-Genel Pili (Tip 1): Bu yapilar 10 pm boyunda 1-11 nm c¢apinda olup 15-26 kda
molekiiler agirliginda polimerik globuler protein alt iinitelerinden (pilin) olugmaktadir.
Tip1 pililerin bakterinin iirogenital ve solunum sistemine kolonizasyonunda rol oynadigi

gosterilmistir (5).

3-Tip 3 Pili: Diger fimbrialardan farkli olarak sadece tanen ile muamele edilmis olan
eritrositi agliitine ederler (5). Tip 3 pili, K.pneumoniae suslarinin endoteliyal hiicrelere,
solunum sisteminin epiteline ve iiroepiteliyal hiicrelere yapismasinda rol alir (7). Kisa

zaman once 3 yeni Klebsiella adezini rapor edilmistir (8).

4-Serum Direnci ve Lipopolisakkarit: Serum direncinden TraT lipoproteini veya
porini gibi dis membranin ¢esitli proteinlerinin asitleri, kapsiiler polisakkarit (CPS) ve O

antijenlerinin (lipopolisakkaritler)sorumlu oldugu ortaya konmustur (5).

5-Sideroforlar: Demir bakterinin iiremesi i¢in redoks katalizorii olarak gorev yapan
temel faktordiir. Demir intraselliler olarak hemoglobulin, ferritin, hemosiderin,
myoglobulin ve ekstraseliiler olarak transferin gibi proteinlere baghdir. Bir¢ok bakteri
konakta ihtiyact olan demiri siderofor adi verilen yiiksek duyarlikli, diisitk molekiil

agirlikl selatlar ile saglarlar (5).

2. 2. 5. Klebsiella pneumoniae’nin Yaptig1 Hastahklar:

Saglikli bireylerin solunum yolunda ve diskida %5-10 oraninda K.pneumoniae
bulunur. K.pneumoniae (Friedlander basili) hem hastane ortamindan hem de toplumdan
kazanilan tipik lober pndomoni olusturmasina ragmen firsat¢r infeksiyon etkeni olarak
degerlendirilir. K.pneumoniae, pnémoniden baska iiriner yol, yara infeksiyonlarina ve
bakteremilere yol agar. Yeni Dogan Unitelerinde plazmid aracili ¢oklu direngli
Klebsiella’lara bagli hastane infeksiyonlari sik goriiliir.

Klebsiella’larin klinik ag¢idan 6nemli ozellikleri ESBL {iretmeleri ve ¢oklu
antibiyotik direncine sahip olmalaridir. K.pneumoniae disindaki Klebsiella tiirleri daha az

oranda hastane infeksiyonlarina yol agar (2).



2. 2. 6. Klebsiella Tiirlerinin Etken Oldugu Nozokomiyal infeksiyonlar ve Epidemiyolojik
Ozellikleri :

Hastane infeksiyonlar1 (nozokomiyal infeksiyonlar, HI), hastaneye bagvuru aninda
inkiibasyon doneminde olmayan, hastalarin hastaneye basvurularindan 48-72 saat sonra
gelisen ya da hastanede gelismesine karsin, bazen hasta taburcu olduktan sonra 10 giin
icinde ortaya c¢ikabilen infeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Degisik calismalarda,
HI’larinm goriilme sikliginin %3.1-14.1 arasinda degistigi tespit edilmistir. Hi’u etkenleri
ve direng profilleri iilkeler arasinda, hastaneler arasinda ve hatta ayni1 hastanenin degisik
birimleri arasinda bile farkliliklar gosterebilmektedir (9-11).

Uriner sistem infeksiyonlar1, %40 goriilme siklig1 ile en sik goriilen nozokomiyal
infeksiyonlardir (12). Nozokomiyal pndmoni, tim nozokomiyal infeksiyonlarin %13-
18’inden sorumludur (13). Nozokomiyal infeksiyonlar arasinda en agir klinik tablolardan
biri nozokomiyal bakteremilerdir. Ozellikle fazla sayida invaziv girisimlerin yapildig
yogun bakim birimlerinde goriilme sikligi daha fazladir. Bakteremi tanisi kan kiiltiiri
pozitifligiyle konur (14). Bu infeksiyonlar1 diger alt solunum yolu infeksiyonlari ve cerrahi
alan infeksiyonlari izler. Ulkemizde siirveyans yapilan az sayida hastanede nozokomiyal
infeksiyon oranlar1 %5 civarinda saptanmistir. Bu infeksiyonlarin kaynag: kisinin kendi
kolon florasi (endojen) ve hastane personelinin elleri (ekzojen) olabilmektedir (10).

Epidemik Hi’lari, Hi’larmin %10’unu olusturmaktadir. Endemik Hi’lar1 ise,
olgularin %90’ 11 olusturmakta ve sporadik olarak gozlenmektedir (15). Hastane
infeksiyonlarindan izole edilen patojenlerin spektrumu siire¢ i¢inde degismekle beraber
gram-negatif bakteriler, hastanede sorun olan patojenler i¢indeki yerini korumaktadir (16).

Avrupa’da 1992°de 13 iilkede hematoloji/onkoloji ve yogun bakim birimlerinde
gerceklestirilen bir calismada hastane infeksiyonlarindan soyutlanan 8625 bakterinin
%57 sini gram-negatif basillerin olusturdugu goriilmiistiir (17). Ulkemizde 1994-1995
yillarinda 8 merkezde yogun bakim birimlerinde gergeklestirilen NPRS (National
Prevalence Resistance Study) calismasinda izole edilen 981 gram-negatif bakterilerin
dagilimi incelendiginde ilk sirada Pseudomonas spp. (%30) saptanmis, onu Klebsiella spp.
(%25), E.coli (%18), Acinetobacter spp. (%9), Enterobacter spp. (%9) izlemistir (18).

Hospitalize edilmis ve diabetes mellitus veya kronik pulmoner obstriiksiyonlu
immiinkompromize bireylerde, firsatgr patojen olan Klebsiella tiirlerinin yaptigi
infeksiyonlara sik rastlanmaktadir. K.pneumoniae nozokomiyal infeksiyonlarin en 6nemli

etkenlerindendir. ABD ve Avrupa’da, Klebsiella tiirleri nozokomiyal bakteriyel



infeksiyonlarin %8’inin nedenidir. Ingiltere’de 1983-1991 yillar1 arasinda goriilen 145
epidemik nozokomiyal infeksiyonlarin 13’{iniin nedeninin Klebsiella oldugu bildirilmistir.
Klebsiella tiirleri endemik hastane infeksiyonlarin %8’inden, epidemik salginlarin ise
%3’tinden sorumludur (5, 6, 19). Son yillarda K.pneumoniae yaptig: infeksiyonlardan daha
cok ESBL iiretilmesiyle ortaya ¢ikan direngleriyle giindeme gelmistir. Baslica B-laktam
antibiyotiklerle beraber aminoglikozidlere, florokinolonlara da diren¢ gosteren c¢oklu
direncli bakterilerin sayis1 artmistir. Ayrica ¢ok yaygin olmasa da karbapenem direnci
gelismeye baglamistir (16).

Klebsiella'lar saglikli bireylerin nazofarinks ve barsaginda % 5 oraninda kolonize
olurlar. Antibakteriyel ila¢ kullanimi ve hospitalizasyon Klebsiella tasiyiciligim
arttirmaktadir. Klebsiella infeksiyonlarina ortamda kolonize olmus suslar kaynak
olusturmaktadir. Florada siirli sayida Klebsiella susu bulunmasina karsilik hastanelerde
yatarak tedavi alan hastalarda kolonizasyon oranlarinin hizla arttigi bilinmektedir (20).
Yapilan ¢aligmalarda hospitalize hastalardaki tasiyicilik oranlari, gaitada %77, farinkste
%19, hastalarin ellerinde ise %42 oraninda bulunmustur. Yiiksek orandaki nozokomiyal
Klebsiella kolonizasyonunun daha ¢ok antibiyotik kullanimi ile iligskili oldugu
diisiiniilmektedir. Baska bir ¢aligmada hastanede iki haftalik bir kalisg siiresinden sonra
Klebsiella kolonizasyon oraninda 2-4 kat artis saptanmistir (6). Kolonizasyonun artisi ve
hastanedeki Klebsiella suslarina kars1 ¢oklu direncin goriilmesi, 6zellikle uzun siireli, goklu
veya genis spektrumlu antibiyotik kullanimina baglanmaktadir (21). Kontrollii antibiyotik
kullanim1 ile bu tiir istenmeyen etkiler azalacagindan profilaksi ve ampirik tedavi amagh
yanlis antibiyotik kullanimini engelleyecek yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekir. Kan
iiriinleri, medikal aletlerin kontaminasyonu, hastalarin GiS’leri ile hastane personelinin
elleri infeksiyonun yayilmasinda 6nemli kaynaklardir (6).

Avrupa’da Klebsiella suslarinin B-laktamazlari genellikle SHV-5 tipi iken ABD’de
TEM-10 ve TEM-12 daha yaygin olarak goriilmektedir (6). 1993’te “National Nosocomial
Infection Study System”de test edilen, K.pneumoniae suslarinin %5’inin ESBL pozitif
izolatlar oldugu rapor edilmistir (22). Avrupa’da ise bu oran daha yiiksektir. 2000 yilinda
Fransa ve Ingiltere’de yapilan bir calismada Klebsiella suslarinin %14-16’smimn ESBL
tireten suslar oldugu ortaya konmustur (6). Belirgin bdlge ve hastanelerde bu oran %25-
40’a ulasabilmektedir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda K.pneumoniae suslarinda ESBL
siklig1 %40-90 arasinda degismektedir (23).

ESBL’ler genellikle plazmid kaynaklidir. Bu plazmidler, enterobakterilerin g¢esitli

tiirleri arasinda kolay gecis gosterebildiklerinden direngli genlerin birikimi, ¢oklu direng



plazmidleri igeren suslarla sonlanmaktadir. ESBL iiretimi siklikla antibiyotiklere karsi
coklu direng ile iliskilendirildiginden, terapétik secenekler sinirli hale gelmistir. Bununla
birlikte, ESBL iireten Klebsiella suslarinin karbapenemlere duyarli oldugu goériilmektedir.
Ancak imipeneme direng gosteren ESBL pozitif K.pneumoniae suslari izole edilmistir. Bu

suslarin plazmid kaynakli AmpC-tip B-laktamaza sahip olduklar1 bilinmektedir (24).

2. 2. 6. 1. Nozokomiyal Infeksiyonlarda; ESBL Ureten K.pneumoniae Salginlarr:

ESBL iireten klinik izolatlarin ¢ogunu hastanede yatan hastalardan izole edilen ve
en ¢ok nozokomiyal salgin sebebi olan K.pneumoniae suslari olusturmaktadir (25).
Ozellikle yogun bakim iinitelerinde ESBL fiireticisi K.pneumoniae suslarinin neden oldugu
biiyiik hastane salginlar1 gozlenmistir. Bu salginlarda gelisen infeksiyonlarin yaklasik
yarisimn kan dolasimi infeksiyonu oldugu bildirilmistir (26). Ulkemiz hastanelerinde de
nozokomiyal patojen olan Klebsiella suslarmin ESBL firetiminin %80’leri gegtigi
gozlenmektedir (27).

Ampisiline karg1 primer direncgten dolayr ampisilin yada ayni spektrumdaki baska
ilagla tedavi edilen hastalarda florada E.coli’nin yerini Klebsiella tiirleri almaktadir. Yine
ticiincti kusak sefalasporinlerin kullanimi, ESBL pozitif Klebsiella tiirlerinin kolonize

olmasi ve infeksiyon olusturmasinda oldukga 6nemli bir risk faktoriidiir (28).

2. 2. 6. 2 Nozokomiyal infeksiyonlarda ESBL Uretiminin Yayilmas: :

Hastaneler, siklikla kullanilan invaziv tan1 ve tedavi uygulamalar, yiiksek
antibiyotik kullanim oranlar1 gibi nedenlerle direngli bakterilerin ortaya cikmasi ve
yayilmasi icin uygun ortamlardir. Infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ampirik
antibiyotik kullanim1 ve antibiyotik duyarlilik testleri i¢in Onemli bir sorun olan
standardizasyon eksikligi ne yazik ki direng¢ gelismesine ciddi katkida bulunmaktadir (20).

Klebsiella spp. kapsiilii sayesinde kuruluga daha direnglidir bu sayede cilt ve
esyalar iizerinde uzun siire kalip ¢apraz infeksiyonlara neden olurlar. Bir hastanede ESBL
tireten bir sus seleksiyonla segilebilir veya baska bir merkezden transfer edilebilir. Bundan
sonra bu sus degisik yollarla yayilabilir veya ESBL'yi kodlayan plazmid farkli suslar
arasinda transfer edilerek yayilabilir. ESBL tasiyan plazmidler 100 kb ve daha biiyiik
plazmidlerdir. ESBL genlerini tasiyan genler ayni zamanda aminoglikozid direncini

kodlayan genleri de tasir. Bir ¢ok merkezde bu plazmidlerin yayilmasi veya klonun
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yayilmasi ile olusan ESBL salginlar1 bildirilmektedir (29). Her merkezde periyodik olarak
antimikrobiyal direncin izlenmesi ve sonuglarinin bildirilmesi, uygun tedaviye ve direng
gelisiminin 6nlenmesine katkida bulunacaktir (20).

Sonug olarak; Klebsiella’lar firsat¢1 infeksiyonlar olup septisemi, pndmoni, iriner
sistem ve yumusak doku infeksiyonu gibi ciddi infeksiyonlara neden olabilmektedir.
Klebsiella infeksiyonlar1 tipik olarak nozokomiyal infeksiyonlardir. Bu bakterilerin
hedefleri hospitalize edilmis, altta yatan baska bir hastalii olan immiin yetmezlikli
hastalardir. Klebsiella infeksiyonlar1 yeni dogan yogun bakim iinitelerinde septisemi ve
menenjitlere neden olabilmektedir. Bu salginlarin daha fazlasinin nedeni ¢oklu antibiyotige
direngli suslar oldugundan, yeni dogan Klebsiella infeksiyonlar1 biiyiik sorun haline
gelmistir. Coklu direngli Klebsiella suslarinin hastane salginlarindan ESBL suslar1 sorumlu
tutulmaktadir. Klebsiella suslar1 arasinda, ESBL olusturan suslarin sayisinda gegmis yillara
gore siirekli bir artis gostermektedir (5).

Klinikte ESBL iireten suslarla olusan infeksiyonlarin tedavisinde karbapenemler,
kismen [-laktamaz inhibitorlii kombinasyonlar ve sefamisinler kullanilmaktadir. Artik
dordiincti kusak sefalosporin olan sefepimin kullanilmasi1 da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) tarafindan onerilmemektedir (30).

Risk altindaki kisilerin nozokomiyal K.pneumoniae infeksiyonlarindan korunmasi
icin as1 calismalar1 yapilmustir. Giiniimiizde Klebsiella izolatlarinin kapsiil tiplerinin
yaklagik 25 serotipini i¢eren Klebsiella asilari, bu bakterinin neden oldugu sepsisten

korunmada en gecerli as1 olarak kabul edilmektedir (31).

2. 3. Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari :

Bakteriler tranpozon ve plazmidler gibi hareketli genetik pargalar1 alarak, basit
mutasyonlar ile veya endojen antibiyotik diren¢ odaklarinin yeniden diizenlenmesi
(rearrangement) ile (integronlar gibi) antibiyotige direncli hale gelirler. ABD’de hastane
kaynakli infeksiyonlarin %70’inden antibiyotiklere direngli bakteriler sorumludur (32).

Direncte yeni bir mutasyon veya diren¢ geninin kazanilma olasiligi nedeniyle
genetik metodlar %100 duyarlilik saglamaz, bu nedenle klasik yontemler uygulamada terk
edilmemelidir. Mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi gdosterdigi diren¢ dogal

(intrinsik) ve kazanilmis (kalitsal) direng diye iki ana boliimde ele alinabilir (33).
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2. 3. 1. Dogal (intrinsik) Direng:

Bir organizmanin yapisi nedeniyle direncli olusu anlamina gelir. Antimikrobik
maddenin etkili oldugu hedef molekiiliin olmamas: ve ilacin hedefe ulagmasini 6nleyen
dogal engeller bu tip direngten sorumludur. ilaglarin etkili olmasi i¢in mikroorganizmanin
aktif lreme doneminde olmasi gerekir. Bakteri sporlar1 veya dormant haldeki
mikobakteriler gibi inaktif mikroorganizmalar direngli goriilebilir, ama bunlardan olusan
yeni kokenler ilaglara duyarlidir. Bir ¢ok gram-negatif bakteri vankomisin ve metisiline,
enterokoklar sefalosporinlere duvar yapilari nedeniyle intrinsik direng gosterirler. Zorunlu

anaerop bakterilerde ilag hiicre i¢ine giremediginden aminoglikozidler etki gostermezler.

2. 3. 2. Kazanmilmis (Kalitsal) Direng:

Kazanilan bir direng tipidir. Burada bakterilere antimikrobik madde ilk temasta
etkilidir, ancak temas siiresinde veya tekrarlanan tedaviler sirasinda antimikrobik maddeye
kars1 direng gelisir. Antimikrobiklere karsi gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve
genetik degisim sonunda seleksiyonla direngli kokenler ortaya c¢ikip yayilmaktadir.

Genetik diren¢ kromozom, plazmid, tranpozon kontrolu altindadir.

2. 3. 2. 1. Kromozomal Direng:

Bu tip diren¢ kromozomda kendiliginden (spontan) bir mutasyon sonucu
olusmaktadir. Her hiicre bélinmesinde mutasyon sikhigi 107 ile 10" civarmdadir.
Kromozomal mutasyonla gelisen direng baska tlirden bakterilere yayilmadigindan ve
mutasyona ugrayan bakterinin metabolizmasi da degisebilip liremesi kisitlanabileceginden

dolay1 plazmidle olusan dirence gore daha seyrek gorliir.
2. 3. 2. 2. Plazmidlere Bagh Direnc:

Klinikte goriilen direncin ana sorumlusudur. R-plazmidi denen direng plazmidleri
bir veya daha cok sayida antibiyotige karsi direng genlerini tasimaktadir. Normal barsak

florasinda anaerop kosullarda plazmid transferi inhibe edilir, bu nedenle normal barsak

florasi, R-plazmidlerine karsi en iyi savunma mekanizmasidir.
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2. 3. 2. 3. Tranpozonlara Bagh Direnc:

Tranpozonlar bir DNA molekiilinden digerine (kromozomdan plazmide,
plazmidden kromozoma) gecebilen DNA dizileridir, bagimsiz olarak replike olamazlar.
Ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklinler ve trimetoprime kars direng
gelisiminden sorumludur. Ozellikle ¢ok kisa siirede coklu ilag direngli (multiple-drug
resistance) kokenlerin ortaya cikip yayilisinda tranpozonlarin rolii vardir. R-plazmidleri ve
tranpozonlarin etkisiyle; antimikrobik maddeyi pargalayan enzim olusturulmasi, hiicre
¢eperi gecirgenliginin bozulmasi, ilacin hiicreden disar1 atilmasi, ilacin ortamdan aliniginin

azalmasi, ilacin hiicre i¢indeki etki yerine baglanmasinin azalmasi sonucu direng gelisir.

2. 3. 3. Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari:

B-laktam antibiyotiklere direng¢ ii¢ yolla gelisir: 1) PBP’lerde olusan degisiklik
sonucu antibiyotik hedefine baglanamaz. 2) B-laktamaz enzimleriyle ilacin inaktivasyonu.
3) Dis membran proteinlerinde (Outer Membrane Protein, OMP) olusan degisiklikler
sonucu ilacin hiicre i¢ine girememesi. Gram-negatif bakterilerde direng her li¢ mekanizma
ile gelisirken, Gram-pozitif bakteriler de dis membran olmadigindan direng ilk iki

mekanizma ile gelisir (33).

2.3. 3. 1. p-Laktamaz Enzimleriyle ilacin inaktivasyonu:

B-laktamlar, peptidoglikan sentezinde gorevli olan transpeptidaz  ve
karboksipeptidazlar1 inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak etki gosterir (34).
Ancak bakterisidal etkileri, bakteriyel otolizinlerin aktive olmasma baghdir (35). B-
laktamazlar, B-laktamlarin etkisini siklik amid bagini pargalayarak yok eden enzimlerdir
(34). p-laktam antibiyotiklere kars1 klinikte goriilen direncin en sik nedenidir. B-laktamaz
genleri bakteri kromozomunda veya plazmid, tranpozon, integron gibi hareketli genetik
elemanlarda bulunabilir. Giinlimilizde bir¢ok gram-negatif, gram-pozitif bakteri tiirii ve
mikobakterilerde substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik, hidrolitik etkinlik
gibi 6zellikler acisindan farklt 400°den fazla B-laktamaz tanimlanmistir (36). B-laktamaz
enzimi tretimi, bagta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere bir¢cok bakteri tiiriiniin en
Oonemli diren¢ mekanizmalarindan birisidir. Bunlarin yaklasik 150 tanesi geniglemis

spektrumlu B-laktamazdir (ESBL) (37).
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2. 3. 3. 2. Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi:

En ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros veya Ambler siiflandirmalart kullanilir. Bush-
Jacoby- Medeiros B-laktamazlar1 penisilin, oksasilin, karbenisilin, sefaloridin, genislemis
spektrumlu sefalosporinler ve imipeneme karsi hidrolitik spektrumlar1 ve klavulanik aside
(CA) duyarhiliklarin1 esas alarak dort grup ve bazi alt gruplarda toplamislardir (38, 39).
Grup-1, molekiiler simif C’ye ait, CA tarafindan inhibe edilemez sefalosporinazlardan
olusur. Grup-2, molekiiler simif A ve D’ye aittir. 2a alt grubu, sadece penisilinazlar
igcerirken, 2b ise; sefalosporinleri de inaktive eder. 2be alt grubunda “e” harfi genislemis
anlamina gelir. 2br; inhibitorlere diren¢li (IRT) TEM tiirevidir. CA ve sulbaktama direngli,
tazobaktamlara duyarlidir. 2c; karbenisilini, benzilpenisilinden, 2d; oksasilini,
benzilpenisilinden daha ¢ok hidrolize eder. CA ile az inhibe olur. 2e; monobaktamlar1 da
hidrolize eden sefalosporinazlardir. 2f; serin igeren karbapenemazlardir. Grup-3, ¢inko
bazli metallo-p-laktamazlar, molekiiler simif B’ye aittir. Grup-4, CA ile inhibe olmayan
penisilinazlardir. Molekiiler sinifi yoktur. f-laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri Tablo-

3’te gosterilmistir (40, 41).

2. 3. 4. Extended-Spectrum f-Laktamazlar (ESBL’ler):

ESBL’ler ilk olarak 1980’li yillarda genis spektrumlu sefalosporinlerin
gelistirilmesinden kisa bir siire sonra hastane infeksiyonu etkeni K.pneumoniae suslarinda
saptanmig, Klebsiella spp. ve E.coli’ lerde daha sik bulunmakla birlikte Salmonella spp. ve
Shigella flexneri de dahil bir ¢ok enterik bakteride bildirilmistir (42). Genis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolizleyebilen plazmid aracili f-laktamazlarin ilk raporu 1983 yilinda
yayinlanmistir. ESBL’nin tam tanimi hakkinda bir goriis birligi yoktur. Yaygin kullanilan
tanim; klavulanik asit gibi f-laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilen, penisilin,
1, 2. ve 3. jenerasyon sefalosporinler ve aztreonama karsi direng gosterebilen f-
laktamazlardir (43). Sefalosporinlere diren¢ 6nce indiiklenebilir kromozomal AmpC f-
laktamazlarin asir1 senteziyle ortaya ¢ikmis, daha sonra AmpC igermeyen K.pneumoniae,
E.coli, Salmonella spp ve Proteus mirabilis gibi bakterilerde ESBL’ler tanimlanmustir.
B-laktamaz inhibitorli kombinasyonlarin  kullanima girmesinden sonra plazmid

kontroliinde AmpC B-laktamazlari sentezleyen bakteriler gozlenmeye baslanmistir (44).
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Tablo-3. B-Laktamaz Gruplari ve Genel Ozellikleri (38-41)

p-laktamaz Alt . .
Ozellik Substrat Ornek enzimler
grubu grup
Cogunlukla gram-negatif bakterilerdeki
kromozomal enzimler ancak plazmidde de Gram-negatif
1 kodlanabilir. Karbepenemler disinda tiim Sefalosporinler bakterilerdeki AmpC
B-laktamlara direng olusturur. Klavulanik enzimleri: MIR-1
asit (CA) ile inhibe olmaz.
Stafilokok, Enterokoklar
2 2a CA ile inhibe olurlar. Penisilinler
daki penisilinazlar
CA ile inhibe olurlar. Sefalosporinler
2b o TEM-1, TEM-2, SHV-1
penisilinler
Penisilinler, dar ve
genis spektrumlu TEM-3 ila TEM-26,
2be ESBL’ler CA ile inhibe olurlar
sefalosporinler ve SHV-2 ila SHV-6
monobaktamlar
Inhibitorlere direncli (IRT) B-laktamazlar. )
. o o TEM-30 ila TEM-36,
2br CA ile az (+/-) inhibe olurlar. Penisilinler
TRC-1
o . Penisilinler,
2c Karbenisilini hidrolize eden enzimler. CA o PSE-1, PSE-3, PSE-4
karbenisilin
ile inhibe olurlar
) o Penisilinler, OXA-1 ila OXA-11,
2d CA ile az (+/-) inhibe olurlar.
kloksasilin PSE-2 (OXA-10)
P. vulgaris’in
2e CAile inhibe olan Sefalosporinazlar Sefalosporinler indiiklenebilir
Sefalosporinazlari.
Sefalosporinler E. cloaceae ’nin
Aktif bolgede serin iceren o
2f penisilinler, NMCA’s1,
karbapenemazlar.
karbapenemler S.marcescens’in Sme-1’1.
CA ile inhibe olmazlar. Metallo- B- ) . )
Bir ¢ok B-laktam, S. maltophilia’nin L1,
3 laktamazlar .
karbapenemler dahil B.fragilis’in CcrA’s1
o . . o P. cepacia’nin
4 Dizileri belirlenmemis enzimler Penisilinler

penisilinazi

CA: Klavulanik Asit
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2. 3. 4. 1. ESBL’lerin Genel Ozellikleri:

ESBL’ler genis spektrumlu p-laktam antibiyotikleri hidrolize edebilmelerini
saglayan mutasyonlar1 i¢erirken, mutasyonlarla olusan aktif bolgelerindeki bu genisleme;
ESBL’lerin B-laktamaz inhibitorlerine duyarliliklarinin da artmasina yol agmustir.
Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi B-laktamaz inhibitdrleri, ESBL etkisini
bloke etmekte, bu yiizden de siklikla B-laktam/B-laktamaz inhibitérii kombinasyonlarina
duyarhdirlar (45, 46).

ESBL'lerin biiyiik cogunlugu TEM veya SHV enzimlerinden koken almistir. TEM-
1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi B-laktam
antibiyotiklere diren¢ olusturmalari nedeniyle genis spektrumlu enzimlerdir. Bunlar
penisilinler ve birinci kusak sefalosporinleri etkin bir bi¢imde pargaladiklar1 halde genis
spektrumlu B-laktamlara siirli etki gosterirler veya etkisizdirler. Enterobacteriaceae
ailesinde yaygindirlar. Oksiimino [B-laktamlar ve monobaktamlar gibi antibiyotiklerin
yaygin kullanimi sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 ana enzimlerinin aktif
bolgelerinden 1-7 aminoasit degisikligi ile olusan ESBL’ler; sefuroksim, sefotaksim,
seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve sefepim gibi oksiimino sefalosporinleri
benzilpenisiline esit veya %10 daha fazla hidrolize edebilen, aktif bdlgelerinde serin
bulunan B-laktamaz enzimleridir. Buna karsin, baz1 aminoasit degisiklikleri ESBL'lere
farkli substrat 6zgiilliigii saglamaktadir. Ornegin; TEM-3, TEM-4, SHV-4, SHV-5 gibi
bazi enzimlerin sefotaksim ve seftazidim i¢in hidroliz hizlar1 esittir. Buna karsin,
seftazidimaz fenotipi gosteren bazi B-laktamazlar seftazidimi diger sefalosporinlere oranla
daha hizli hidrolize etmektedir. Sonucta ESBL'ler koken aldiklart TEM-1, TEM-2 ve SHV-
1 ana enzimlerinden farkli olarak oksiimino grubu sefalosporin ve monobaktamlari hidroliz
edebilmektedir. ESBL'ler karbapenemlere ve sefamisinlere (TEM-52, TEM-88 gibi bir iki
enzim disinda) aktivite gostermemektedirler. Sefamisinlere etkili olmamalar1 ESBL’leri
AmpC tipi B-laktamazlar dan ayiran 6nemli karakteristik 6zellikleridir (36, 47-52).

Bu enzimler biyokimyasal 6zelliklerin 6n planda tutuldugu Bush-Jacoby-Medeiros
siiflamasinda grup 2be, 2e ve 2d'de, Ambler siniflamasinda ise siif A ve D gruplarina
sokulmaktadir (39, 53). Bu enzimlerin genis spektrumlu sefalosporinlere karsi hidroliz
hiz1 (Vmax) ve baglanma ilgileri (Km) yiliksek oldugundan direng¢ olusturma yetenekleri
de yiiksektir. ESBL'lerin Klebsiella'larda yaygin olmasinin nedeni kesin olarak
belirlenememistir. Ancak bu bakterilerde spontan mutasyonlarin daha sik gelistigi, viicut

florasinda bulunduklar1 i¢in birbirlerine ve diger bakterilere direng aktarimini daha kolay
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yapabildikleri ileri siiriilmiistiir. Bazen birbirinden tamamen farkli bélgelerde ayn1 zaman
da ayni B-laktamaz ortaya cikarken, bazen de bir bakteride birden c¢ok [-laktamaz
saptanabilmektedir. Farkli ESBL tipleri farkli direng sekilleri olusturabilmektedir (54).

Tim TEM ve SHV derivesi ESBL’ler, genel aktivite paternini yansitan
antibiyogram larla degerlendirilebilirler fakat rezistans seviyelerinde enzimler degiskendir
ve farkli bilesiklere neden olurlar (55). Bazilar1 tiim yeni kusak sefalosporinlere direng
olustururken (TEM-3.,4, SHV-4,5), bazilar1 (TEM-10 ve 26) seftazidim i¢in daha yiiksek
Vmax degerine sahip olup “seftazidimaz fenotipi” gostermektedir. Bunlarin evrimsel
atalar1 olan TEM-12 halen zayiftir ve genellikle seftazidim MiK’ini Klebsiella ve E.coli
icin sadece 4-8ug/ml arttirir ve Ozellikle seftazidime porin defektli bir susta biiylik
rezistans olmasina ragmen sefotaksim ve seftriakson MiK’lerini 0.06-0.25pg/ml civarinda
tutar. Bu ciddi sorunlar olusturur. Hayvan deneyleri ve klinik veriler ESBL iireticilerinin,
bu bilesiklerin MIK’leri 1-2pg/ml’ye ulastiginda bile aminotiazolil sefalosporinlere
direngli olduklarin1 gostermektedir (47, 52, 56, 57).

ESBL enzimlerine karsi kullanilan inhibitdr kombinasyonlar1 her zaman etkili
olmayabilir. Enzim ¢ok miktarda sentezleniyorsa, birden fazla enzim varsa veya porin
kaybina bagli permeabilite azalmigsa diren¢ gozlenebilir. Sulbaktamimn SHV tiirevi
enzimlere kars1t aktivitesinin olmadigi bilinmektedir. Sefamisinlerden sefotetan,
sefoksitine tercih edilmelidir. Clinkii sefotetanin anti-Klebsiella aktivitesi daha yiiksektir
ve sefoksitinin porin eksikligi olan Klebsiella mutantlarin1 seleksiyona ugrattigi

bilinmektedir (54).

2.3.4. 2. ESBL Tipleri:

Klasik olarak tanimlanan ESBL’lerin biiyiikk ¢ogunlugu TEM, SHV veya OXA
enzimlerinden koken almistir. Bu {i¢ enzimin tiirevleri disinda son yillarda bunlardan
koken almayan ESBL’lerde de biiyiik bir artis olmustur. Yapisal 6zellikleri ve evoliisyon
acisindan ESBL’ler 9 farkli grup i¢inde siniflandirilir. Bu gruplar TEM, SHV, CTX-M,
PER, VEB, GES/IBC, TLA, BES ve OXA’dir. ESBL tipleri ve bunlarin aminoasit
degisiklikleri “http://www.lahey.org/studies/webt.html” adresinde verilmektedir. Simdiye

kadar tanimlanan ESBL’lerin sayis1 200’1 agsmustir (42, 53).
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1. TEM Kokenli ESBL’ler:

Plazmid kokenli bilinen en eski enzim olan TEM-1 bakteride ampisilin, penisilin ve
birinci kusak sefalosporin direncine neden olur. E.coli’deki ampisilin direncinin
%90’1ndan sorumludur. TEM-2’nin substrat yapis1 TEM-1 ile aynidir, biyokimyasal yapisi
benzerdir ve bunlar dar spektrumlu enzimlerdir. Ancak 12 farkli pozisyonda olusan
aminoasit degisiklikleri 100°lin iizerinde TEM kokenli ESBL’nin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. TEM-1’in tranpozonda kodlanmasi sonucu bu enzim H.influenzae ve
N.gonorrhoeae izolatlarina gegmistir. ESBL fenotipi gosteren ilk TEM tiirevi TEM-3’tiir
ve 1987°de bildirilmistir (36, 47, 53).

Bu enzimlerin bir kism1 ‘inhibitoér direngli TEM (IRT) tiirlinde enzimler olup,
TEM-50, TEM-68 hari¢ genis spektrumlu sefalosporinleri inhibe etmediklerinden Otiirii
gercek anlamda ESBL olarak kabul edilmezler buna karsin, TEM ve SHV tiiri
enzimlerden koken aldiklar1 i¢cin ESBL’ler ile birlikte ele alinirlar (36). Bu son sayilan
enzimler adlarindan da anlasilacas1 {izere, klasik ESBL’lerin aksine [-laktamaz
inhibitorlerinin etkilerine (6zelikle sulbaktam ve klavulanat) karsi direnglidirler. Ancak,
tazobaktam bu enzimleri inhibe etmektedir. Giiniimiizde 20’den fazla IRT tanimlanmis
durumdadir. TEM kokenli ESBL’ler en sik E.coli ve K.pneumoniae’de tanimlanmis
olmakla birlikte, enterik ve non-enterik pek ¢ok bakteride de bulunabilecekleri
bildirilmistir. Bu bakteriler arasinda Enterobacter, Proteus ve Salmonella tiirleri,
P.aeruginosa ve Capnocytophaga ochracea sayilablir. IRT’ler de benzer sekilde en sik
E.coli’de, daha seyrek olarak Klebsiella, Proteus ve Citrobacter tiirlerinde tanimlanmustir
(36, 58). Tek bir B-laktamaz icindeki ESBL ve inhibitore direngli 6zgiil mutasyonlarin
kombinasyonu ise ‘“kompleks mutant enzim” olarak adlandirilir (TEM-50/CMT-1 ve SHV-
10) (46, 59).

2. SHV Kokenli ESBL’ler:

SHV-1 en sik K.pneumoniae’de bulunur ve bu bakterideki plazmid araciligiyla
gelisen ampisilin direncinin yaklasik %20’sinden sorumludur. SHV koékenli ESBL’lerin
sayist TEM kokenli olanlara kiyasla daha az olup, giliniimiizde sayilari yaklagik 50
civarindadir. Bu enzimlerden sadece bir tanesi (SHV-10) ‘inbitor direngli’ 6zellik
gostermektedir. SHV kokenli ESBL’ler K.pneumoniae disinda Citrobacter diversus, E.coli

ve P.aeruginosa’da da tanimlanmistir. ESBL fenotipi gosteren SHV tiirlerinin ¢ogunda
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karakteristik degisiklik, 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesidir. Bunun disinda 179,

205 ve 240. pozisyonlardaki degisimler ESBL fenotipi i¢in dnemlidir (36).

3. CTX-M Tipi ESBL’ler:

Bu enzimler 6zellikle sefotaksimi substrat olarak tercih eden 6zellige sahiptirler.
Baglica Salmonella typhimurium ve E.coli’de tanimlanmis olmakla birlikte diger bazi
enterik gram-negatif bakterilerde de gosterilmiglerdir. Otuzdan fazla degisik tipi bulunan
bu enzimler, TEM ve SHV kokenli enzimlerle en fazla %40 civarinda benzerlik
gostermektedirler ve farkli olarak toplum kokenli infeksiyonlardaki izolatlarda sik izole
edilirler. Bu grup enzimin en 6nemli 6zelligi sefotaksimi seftazidime kiyasla ¢cok daha iyi
hidrolize edebilmesidir. Benzer sekilde 1. kusak sefalosporinlere benzilpenisiline kiyasla
daha yiiksek afinite gosterirler. Bu enzimi tasiyan mikroorganizmalar seftazidime klinik
acidan anlamli direng gostermezler. CTX-M tiirli enzimler yakin zamanda iilkemizde de
gosterilmistir (36, 53). Bu enzimlerin dnemli bir 6zelligi de; bunlara kars1 tazobaktamin
inhibitor etkisinin klavulanik aside ve sulbaktama gore daha fazla olmasidir. Glinlimiizde
CTX-M ailesinde 40 enzim bulunmaktadir ve CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9
ve CTX-M-25 olarak tanimlanan 5 gruba ayrilmistir (36, 45, 60).

4. OXA Tipi Enzimler:

Bu enzimler diger ESBL’lerin aksine Ambler siniflamasinda D molekiiler grubunda
ve fonksiyonel grup 2d’de yer alirlar (36, 45, 47). Oksasiline yiiksek afinite gdstermeleri
nedeniyle bu adi almiglardir. B-laktamaz inhibitorleri tarafindan zayif bir bigimde inhibe
edilirler. Bu enzimler esas olarak P.aeruginosa’da tanimlanmistir. Enzimlerin ¢ogu OXA-2
ve OXA-10 kokenlidir (47, 61). OXA-1’den OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu
enzimlerdir. Bu tipteki enzimlerin bircogu iilkemizden elde edilen P.aeruginosa
izolatlarinda tanimlanmustir ve genis spektrumlu olan ilki OXA-11 Hacettepe Universitesi
Hastanesinden bildirilmistir (53, 60, 61). Bu enzimleri tagsiyan Pseudomonas’larin en
onemli 6zelligi seftazidime yiiksek direng gostermeleridir (47). Bu durumun tek istisnasi
OXA-17 olup, sefotaksim ve seftriaksona direng saglar. OXA tiirii enzimler P.aeruginosa
disinda A.baumannii izolatlarinda da tanimlanmigtir. Bu enzimlerden bazilar1 ESBL
ozelligi tagimamaktadir (36, 53). OXA enzimleri i¢cinde OXA-23, OXA-24 gibi yeni
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tanimlanan bazi enzimler ise karbapenemaz aktivitesi gostermektedir; bunlar ESBL

degildir (36, 62).

5. PER Tipi Enzimler:

Bu enzimlerden PER-1 iilkemizde 6nce S.typhimurium, takiben P.aeruginosa ve
A.baumannii  izolatlarinda tanimlanmistir.  Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda
P.aeruginosa izolatlarmin %10’u, A.baumannii izolatlarinin %40’1 bu enzimi tastyarak
seftazidime direng gostermektedir. Bu bakterilerle nozokomiyal infeksiyon gelistiren
hastalarda, bakterinin PER-1 enzimini tasiyor olmasi mortalite agisindan istatistiksel olarak
anlamli dlgiide belirleyici olarak saptanmistir. PER-1 iilkemiz disinda Fransa (Tiirkiye’den
giden bir hastadan elde edilen bir izolatta) ve Italya’da P.aeruginosa izolatlarinda
tanimlanmig ve yakin zamanda Giiney Kore’den bildirilen bir raporda Acinetobacter
izolatlarinin % 56’sinda bulundugu gosterilmistir (36, 63).

Bu grubun diger iiyesi PER-2 Arjantin’de S.typhimurium izolatlarinda
tanimlanmistir. PER grubu enzimler 6zellikle seftazidim olmak {izere aminotiazolil
sefalosporinlere diren¢ saglarlar. Penisilinler bu enzimler i¢in zayif birer substrat olup,
piperasilin in-vitro olarak PER enzimlerine karsi aktivitesini korur. [-laktamaz
inhibitorleri, sefamisinler ve karbapenemler de bu enzimlere kars1 aktivite gosterirler (36,

53).

6. Diger ESBL’ler:

Bu enzimler icinde yapisal olarak PER-1 ile iligkili olan VEB-1 Giineydogu
Asya’da tanimlanmustir. 11k olarak Vietnam’da bir E.coli susunda gdsterilmis daha sonrada
Tayland’da P.aeruginosa’da bulunmustur. Isimleri yukarida sayilan diger enzimler
diinyanin farkl iikelerinde tek tek bakteri suslarinda tanimlanmistir. Bunlar icinde PER-1,
PER-2, VEB-1, CME-1 ve TLA-1 birbirleriyle iligkili olup, yaklasik %40-50 civarinda
homoloji gosterirler. Hepsi oksiimino sefalosporinlere, ozellikle de seftazidime ve
aztreonama karsi direng gelisimini saglarlar. Bu enzimlerin bir kism1 Bacteroides tiirlerinin
kromozomal B—laktamazi ile kismi bir homoloji gosterdikleri ve bu tiirden kdken almis

olabilecekleri diistiniilmektedir (36, 45, 53).
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2. 3. 4. 3. ESBL’lerin Klinik Onemi:

ESBL pozitif bakteriler baslica sepsis, iiriner sistem infeksiyonu ve solunum yolu
infeksiyonlarina neden olur. ESBL’nin laboratuvarlarca gerektigi oOlgiide rapor
edilememesi nedeniyle klinisyenler ESBL’nin 6neminin farkinda degildir. ESBL’nin ayn1
veya farkli cins bakterilere taginabilmesi 6zellikle yogun bakim iinitelerinde salginlara
neden olabilir. ESBL pozitif suslarla gelisen infeksiyonlarda komplikasyon riski ve
mortalite oran1 yliksektir. ESBL pozitif suslar {i¢lincii ve dordiincii kusak sefalosporinlere
in vitro duyarli olsa bile tedavide basarisizlik goriilebilir. Paterson ve ark.(64) ESBL
pozitif K.pneumoniae’ye bagli 32 bakteremik olguda sefalosporin etkinligini arastirmistir.
Sefalosporinlere orta diizeyde duyarli bakterilerle gelisen dort olguda sefalosporin tedavisi
basarisiz olurken, in vitro olarak sefalosporinlere duyarli goriinen suslarla infekte olgularin
15/28 (%58)’inde tedavi basarisizligi, 11 olguda tedavi degisikligi ve dort olguda 6liim
gozlenmistir (64).

ESBL sentezleyen K.pneumoniae ve E.coli suslari bir ¢ok antibiyotige direncli
olduklarindan bunlarla gelisen infeksiyonlarda tedavi segenekleri kisithidir. Bu tip
infeksiyonlarda antibiyotiklerin etkinligini arastiran kontrollii, randomize arastirmalar
yoktur ve yapilmasi da giictiir (53, 65, 66).

Yakin zamanda yaymlanan c¢ok merkezli prospektif bir ¢aligmada, ESBL
sentezleyen K.pneumoniae ile gelisen bakteremilerde antibiyotik se¢iminin ¢ok Onemli
oldugu ve baktereminin baslangicindan itibaren ilk bes giin i¢inde wuygulanan
karbapenemin in vitro olarak aktif goriinen diger antibiyotiklere kiyasla mortaliteyi 6nemli
oranda azalttigi bulunmustur (65). Diger retrospektif bir arastirmada ise ESBL {ireten
K.pneumoniae ve E.coli bakteremilerinde sefalosporin kullanildiginda tedavi basarisinin
diisiik oldugu ve en etkili antibiyotiklerin siprofloksasin ve karbapenemler oldugu
gozlenmistir. Buna karsin amprik tedaviye uygun antibiyotik ile baglanmasa bile duyarlilik
test sonuclarina gore uygun antibiyotige gecildiginde mortalitede bir fark olmadigi

gbzlenmistir (67).

2. 3. 4. 4. ESBL Ureten Bakterilerle Gelisen Infeksiyonlarda Risk Faktorleri:

Cesitli kontrollii ¢aligmalar, ESBL iiretimine iligkin birbirinden bagimsiz bazi risk
faktorlerinin oldugunu gostermistir. En sik belirlenmis olan risk faktorleri, uzun siireli

hastanede kalma, yogun bakim iinitesinde yatma veya daha 6nceden de hastanede kalma ve
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cok antibiyotik (6zellikle uzun siireli genis spektrumlu sefalosporin) kullanimidir. Bir ¢ok
calismada daha 6nceden iicilincii kusak sefalosporin kullanimi bagimsiz risk faktorii olarak
saptanmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada {i¢iincii kusak sefalosporin ve/veya
aminoglikozid kulaniminin ESBL iireten susla kolonizasyon ve infeksiyon i¢in yaklasik 18
kat risk tasidigi gosterilmistir. Transplantasyon hastalari, onkoloji hastalari, yanikli olgular
ve yenidoganlar ESBL i¢in risk altindadir. Sik tanimlanan diger risk faktorleri entiibasyon
ve mekanik ventilasyon, santral vendz, arteriyel veya {iriner katater bulunmasi, acil

intraabdominal cerrahi ya da ve kalp yetmezligidir (29, 36, 51, 68).

2.3.4.5. ESBL’lerin Laboratuvar Tam1 Yontemleri:

Enterobacteriaceae’lerde ESBL iiretme prevalansinda artig, klinik izolatlarda bu
enzimlerin varligim1 kesin olarak tayin edecek laboratuvar yontemlerine biiyiik ihtiyag
duyulmasina yol agmistir. Bununla birlikte hem MIK saptanmasi, hem de disk difiizyon
yontemlerinin K.pneumoniae ve E.coli‘nin tiim suslarindaki ESBL’yi saptamada basarisiz
olduklar1 ortaya konmustur (45). ESBL iirettigi halde MIK yiikselmekle birlikte CLSI
standartlarina gore “direngli” sinira ulagsmayabilir ve ESBL arastirilmamais ise bu izolatlar
genis spektrumlu B-laktamlara duyarli olarak bildirilir ve sonugta 6zellikle bakteremi
olgularinda fatal sonuclanir (36, 52). Bunun nedenlerinden biri inokulum etkisine bagl
olabilir. ESBL iireten bazi bakteriler rutin duyarlilik testlerinde kullanilan 10° cfu/ml
bakteri yogunlugunda duyarli goriinmelerine karsin, inokulum 107 veya 10° cfu/ml’ye
ciktiginda, ki bir ¢ok infeksiyonda bakteri yogunlugu bu diizeye ¢ikabilmektedir, direncgli
goriinebilir (52).

ESBL'lerin rutin laboratuvarlarda tanimlanmalarinin gerekliligi tartigmali olsa da
yukaridaki nedenlere bakildiginda klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
ESBL saptama yontemleri uygulanmali ve sonuglar buna gore yorumlanmalidir. ESBL
saptama yontemleri, tarama ve dogrulama testleri olarak iki kisimda incelenebilir. Disk
difiizyon ve dillisyon tarama testlerinde CLSI'nin 6nerdigi gibi farkli genis spektrumlu -
laktamlar kullanilarak testin duyarliligi belirgin Ol¢lide arttirilir. Tablo 4'de CLSI
tarafindan tarama testi olarak nerilen inhibisyon zonu ve MiK smirlar1 gdsterilmistir.

Fenotipik dogrulama testleri klavulanik asit ve indikatér sefalosporin ve/veya
monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testler
ESBL’leri B-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen AmpC tipi enzimlerden

ayirmaktadir. Dogrulama amaciyla sik olarak kullanilan yontemler arasinda; klavulanik
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asit igeren kombinasyon diskleri, ¢ift disk sinerji testi, MIK’in saptandigi diliisyon

yontemleri, E-testin ESBL stripleri ile MIK saptanmasi sayilabilir.

Tablo 4. ESBL’ler icin Tarama Testi Olarak Onerilen inhibisyon Zon Cap1 ve MiK
Degeri Sinirlar (69).

Antibiyotikler Inhibisyon zonu (mm) MIiK (ug/mL)*
Sefotaksim (CTX) <27 >2
Seftriakson (CRO) <25 >2
Seftazidim (CAZ) <22 >2
Sefpodoksim (POD) <17 >38
Aztreonam (ATM) <27 >2

" CLSIe gore, indikator PB-laktam 1pg/ml, konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan mikrodiliisyon
plaklar1 tarama amaciyla kullanilir.

1. Kombinasyon Disklerinin Kullanimi : Bu amagcla sefotaksim (30ug) ve
seftazidim (30pg) disklerine 10pg klavulanik asit eklenir. Standart yogunlukta bakteri
yayillan Mueller-Hinton agar (MHA) plaklarmma klavulanik asit iceren ve igermeyen
sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirilir. Inhibisyon zonlar1 &l¢iildiigiinde klavulanik

asit igeren, icermeyenlere gére >5mm daha genisse izolat ESBL pozitiftir (53, 69).

2. Cift Disk Sinerji Testi : Plagin ortasina amoksisilin-klavulanik asit diski (AMC;
20/10ug) ile etrafina disk merkezleri arasindaki uzaklik 25 mm olacak sekilde CAZ, CRO,
CTX, ATM veya POD diskleri yerlestirilir. inkiibasyondan sonra sefalosporin veya ATM
etrafindaki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin
tiremedigi bir sinerji alaninin bulunmas1 ESBL varligin1 gosterir.

Kolay, rutin ve ucuz olmasi avantajlaridir. Dezavantaji ise, izolatin iirettigi enzim
miktarina veya tipine gore diskler arasi uzakligin standardizasyonunun olmamasidir ve
yorumu subjektiftir. SHV-2 tasiyan izolatlarda yanlis negatif sonu¢ vermektedir.

S.maltophilia’da da yanlis pozitiflik goriilmektedir.

3. Sulandirim Yontemleri: B-laktamaz inhibit6rleri varliginda sefalosporin direng

diizeylerindeki azalmanin gosterilmesi i¢in standart mikrodiliisyon yontemi de
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kullamilabilir. Klavulanik asit varhginda MIiK degerlerinde 8 kat azalma ESBL pozitifligini
gosterir.

4. E-Test ESBL Stripleri: Yine klavulanik asit varligmda MIK degerlerinde
azalmay1 gosterir. Striplerin bir ucunda seftazidim veya sefotaksim, diger ucunda
klavulanik asitle kombinasyon sekli hazirlanir. Kombine kisminda MIK degerlerinde 8 kat
azalma ESBL pozitifligini gosterir. Bazen MIK degerlerinin okunmasina engel olabilen
“fantom zon” ESBL gostergesi olarak kabul edilir. Enzimatik aktivitesi diisiik olan
ESBL’leri saptamada gii¢liik bulunmasi ve maliyetinin yiliksek olmasi rutin kullanimini

kisitlamaktadir (69).

5. Diger Fenotipik Yontemler: Klavulanik asit, konsantrasyonu 4pg/ml olacak
sekilde MHA igine katilabilir. Klavulanik asit iceren ve icermeyen MHA’larin zon ¢aplari
Olgiilerek klavulanik asit varligindaki genisleme degerlendirilir. Bir diger yontem de
Thomson ve Sanders’in bildirdigi ti¢ boyutlu testtir. Ancak teknik olarak giictiir. Bunlarin
disinda otomotize sistemlerin ESBL saptama programlarida bulunmaktadir. Ornek olarak
Vitek-2 (bioMerieux), Walk Away (Dade Behring) ve Phoenix (Becton Dickinson)
verilebilir. Yapilan bir calismada Phoenix ESBL iireten tiim suslar1 saptarken, Vitek-2,
%81 oraninda saptamistir. Ancak otomatize sistemlerle ESBL saptanmasinda sorun
olabilecegi unutulmamalidir. Bu fenotipik yontemlerin hicbirinin duyarhilik ve 6zgiilliigii
%100 degildir. Molekiiler yontemler rutin i¢in uygun degildir. Enzimin kesin olarak
tanimlanmasi1 sadece dizi analizi ile miimkiin olmaktadir. ESBL saptanmasinda ¢esitli

yontemler, avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 5°te verilmistir (36, 45, 69).

24



Tablo 5. ESBL’lerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler (36, 45, 69).

Test Olumlu ozellikleri Olumsuz ozellikleri
Kullanimi kolay, her
Standart CLSI
) ) laboratuvarda ESBL’leri her zaman dogru saptamayabilir
kriterleri .
uygulanabilir
ESBL Duyarlilik segilen oksiimino sefalosporine gore

dogrulama testi
Cift disk sinerji

testi
Ug boyutlu test

E-Test ESBL

seritleri

Vitek ESBL testi

DNA problari

PCR

Oligotiplendirme

PCR-RFLP

PCR-SSCP

LCR
Niikleotid dizi

analizi

Kullanimi ve yorumu kolay

Kullanimi ve yorumu kolay
Duyarli yorumu kolay
Kullanimi kolay

Kullanimi ve yorumu kolay

Gen ailesi i¢in 6zgiil

(Or.;TEM veya SHV)

Kolay uygulanir, gen ailesi i¢in

ozgiildiir (Or.;TEM veya SHV)

Ozgiil TEM tiirlerini saptar

Kolay uygulanir, niikleotidlerdeki
ozgiil degisiklikleri saptayabilir

Cesitli SHV tiirevlerini ayirdeder

Cesitli SHV tiirevlerini ayirdeder

Altin standarttir tiim tiirevleri

saptayabilir

degisir

Uygulanan diskler arasindaki mesafe standart
degil

ESBL i¢in 6zgiil degil, emek yogun

Yorumu her zaman kolay degil, CDST kadar
duyarli degil

Duyarlilik diisiik

Emek yogun, genislemis spektrumlu olanlar1
olmayanlardan ayiramaz. TEM veya SHV
tiirevlerini ayirt etmez

Geniglemis spektrumlu olanlari olmayandan
ayiramaz. TEM veya SHV tiirevlerini ayirmaz
Ozgiil oligoniikleotid problar1 gerektirir emek
yogundur, yeni tlirevleri saptayamaz
Saptanabilmesi i¢in niikleotid degisikliklerinin
restriksiyon bolgesinde degisime yol agmasi
gerekir

Ozel elektroforez kosullar1 gerektirir

Cok sayida oligoniikleotid primeri gerekir

Emek yogun, teknik zor olabilir, manuel

yontemleri yorumlamak gii¢ olabilir
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3. MATERYAL VE METOD

Nisan 2005-Ekim 2006 tarihleri arasinda Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvart Bakteriyoloji Boliimiine ¢esitli kliniklerden gelen

yatan hastalarin kan kiiltiir 6rnekleri incelendi.

3. 1. Orneklerin isleme Alinmast:

Bakteriyoloji Laboratuvarina cesitli kliniklerde yatan hastalardan, otomatize kan
kiiltiirii siseleri ile (aerobik BacT/ALERT FA bottle, bioMerieux, France) gelen ve
BacT/ALERT 3D (bioMerieux, France) kan kiiltiirii inkiibatoriine yerlestirilip inkiibatorde
5 giin tutulan 6rnekler takip edildi. Ureme sinyali veren otomatize kan kiiltiirii siselerinden
steril kosullarda kanli agar (Oxoid) ve EMB agara (Oxoid) pasaji yapilan, 37°C’de 18-24
saat inkiibe edilen plaklarda tireyen mikroorganizmalar dnce koloni morfolojilerine gore
degerlendirildi. Pasaj yapilan besiyerinde mukoid goriiniimde, gram-negatif 6zellige uyan
koloniler se¢ilerek incelenmeye alindi. Poliklinik hastasi olanlar ¢alismadan ¢ikarildi. Bir

hastadan ikinci kez ayni bakteri iirese bile sadece biri ¢calismaya alindi.

3. 2. Suslarin identifikasyonu:

EMB besiyerine Pasaja alinan ve iireyen bakteri kolonilerinin Gram boyanma
oOzelliklerinin incelenmesi sonucunda gram-negatif olanlarin, katalaz ve oksidaz 6zelligine
bakildi. Bunlara ek olarak; haraket o6zelligi, TSI besiyerinde laktoza etkisi, sitrat
itilizasyonu, indol varlig, iireaz aktivitesi gibi klasik biyokimyasal yontemler
uygulandiktan sonra Klebsiella genusuna dahil edilen suglar ¢aligmaya alindi. Bu suslarin
tiir diizeyinde aragtirilmasi ise API 32 E (bioMerieux) kitleri ile Mini API cihazinda yapildi.
API 32 E ile K.pneumoniae oldugu saptanan suslar rutin disk difiizyon antibiyogram
testinden ve kombine (modifiye) disk diflizyon ile ESBL testi yapildiktan sonra, sonuglari
kaydedilerek diger testlerin g¢alisilmasina kadar saklamak amaci ile, cryobank (Mast
diagnostics) boncuklari iginde -20°C’de stoklandi.
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3. 3. Klebsiella pneumoniae Suslarinda ESBL’nin Saptanmasi :

3.3. 1. ESBL Uretiminin Dogrulama Testleriyle Arastirilmasi:

Saklamada tutulan (-20°C) K.pneumoniae suslarimiz canlandirilmak amaci ile EMB
(oxoid) besiyerine pasaja alindi. 35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Cift Disk Sinerji
(CDST), Kombine (Modifiye) Disk ve CT/CTL E-Test ESBL yontemleriyle ESBL
incelenmesi i¢cin Mueller Hinton Agar (MHA) kullanildi. Tiim testlerde kontrol icin ATCC
25922 E.coli ve ATCC 700603 K.pneumoniae standart susu kullanildi.

3.3.1. 1. ESBL Varhgmmn Cift Disk Sinerji Testi (CDST) ile Arastirilmasi:

K.pneumoniae suslarinda ESBL tespitinde ilk kullanacagimiz yontem CDST’dir.
Bunun igin suslar CLSI onerileri dogrultusunda %35 kanli agara pasaja alindi. Ureyen
bakteri kolonileri Mc Farland 0,5 bulanikligina uygun olarak buyyon i¢inde siispansiyonu
yapildi. Daha sonra bu siispansiyondan pamuklu silgiclerle alinan suslar CDST ve ESBL
arastirmak i¢in igerisinde MHA bulunan plak ylizeyine stiriintii ekimi yapildi. MHA
plagimin tam ortasina amoksisilin/klavulanik asit diski (AMC; 20/10pg) ile etrafina disk
merkezleri arasindaki uzaklik 25mm olacak sekilde seftazidim (CAZ), seftriakson(CRO),
sefotaksim (CTX), aztreonam (ATM), imipenem (IPM) diskleri yerlestirildi. 35°C’de 18-
24 saat inkiibasyondan sonra, sefalosporinlerin veya ATM etrafindaki inhibisyon zonunun
AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin liremedigi bir sinerji alaninin
bulunmasi, ESBL varligin1 gosterir seklinde, aksi durum ESBL negatif olarak
degerlendirildi (Resim 1-2). Inhibisyon zonu olusmadiginda veya kiiciik zon olustugunda
disk arasi uzaklik 20 mm’ye diisiirtildii, cok genis zon caplar1 olustugunda ise disk arasi

uzaklik 40 mm’ye ¢ikarildi.

3.3. 1. 2. ESBL Varhgimmin Kombine Disk (modifiye disk) Sinerji ile Arastirilmasi:

ESBL tespitinde kullanacagimiz diger bir yontemde CLSI’nin fenotipik dogrulama
testi olarak Onerdigi kombine disk (modifiye) sinerji yontemidir. Bunun icin suslar %5
kanli agara pasaja alindi. Ureyen bakteri kolonilerinden buyyon i¢inde Mc Farland 0,5

bulaniklik standardina gore siispansiyonu hazirlanarak, MHA bulunan plaklara pamuklu
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silgiglerle stiriinti ekim yapildi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletilen bu plaklara
seftazidim (30ul), sefotaksim (30ul), seftazidim/klavulanik asit (30/10ul) ve
sefotaksim/klavulanik asit (30ul/10) diskleri yerlestirildi. 35°C’de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra, sefotaksim ve seftazidim diskinin inhibisyon zon g¢apmin, CLSI
onerileri dogrultusunda klavulanik asit ile test edildiginde tek basina test edilmesine gore

>5mm artmast ESBL pozitif, diger durum ise ESBL negatif kabul edildi (Resim 3-4).

Resim 1: Cift Disk Sinerji Testi (CDST) yontemi ile ESBL pozitif K.pneumoniae susu

(Calismamizdan).

Resim 2: Cift Disk Sinerji Testi (CDST) yontemi ile ESBL negatif K.pneumoniae susu

(Calismamizdan).

28



Resim 3: Kombine Disk (modifiye disk) Sinerji yontemi ile ESBL pozitif K.pneumoniae

susu (Calismamizdan)

Resim 4: Kombine Disk (modifiye disk) Sinerji yontemi ile ESBL negatif K.pneumoniae

susu (Calismamizdan)

3.3. 1. 3. ESBL Varhginin E-Test Yontemi ile Arastirilmasi:

ESBL varliginin gosterilmesinde uyguladigimiz en son yontem CT/CTL E-test (AB
Biodisk, Solna, Isvec) ydntemidir. Bunun igin CLSI 6nerileri dogrultusunda %5 kanli

agara pasaji yapilarak, lretilen bakteri kolonilerinden buyyon i¢inde Mc Farland 0,5
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bulanikligindaki siispansiyonu hazirlandi. Buradan ESBL arastirmak icin i¢erisinde MHA
bulunan plaklara pamuklu silgicler ile siiriintii ekim yapildi. Oda derecesinde 15 dakika
beklettikten sonra ekim yapilan plaklara sefotaksim/sefotaksim klavulanik asit E-test seridi
ile diger antibiyotiklerin E-test seridi yerlestirildi. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan
sonra, CLSI &nerileri dogrultusunda sefotaksim/klavulanik asit MIK degerinde, sefotaksim
MIK degerine gore 8 kat ve iizerinde azalma oldugunda ve sefotaksim inhibisyon

elipsindeki deformasyonlar ESBL pozitif, aksi ise ESBL negatif kabul edildi (Resim 5-6).

Resim 5: E Test yontemi ile ESBL pozitif K.pneumoniae susu (A: Fantom Zonu)

(Calismamizdan).

Resim 6: E Test yontemi ile ESBL negatif K.pneumoniae susu (Calismamizdan).
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3. 4. Klebsiella pneumoniae Suslarinda Antimikrobiyal Direnc:

K.pneumoniae suslarmnin antimikrobiyallere direnci, MIK tespitine yonelik E-test
yontemi ile incelendi. ESBL pozitif ve negatif tiim suslarda antimikrobiyal direng
arastirilarak, her iki durumdaki diren¢ oranlari tespit edildi. Bunun i¢in suslar CLSI
onerileri dogrultusunda %35 kanli agara pasaja alindi. Ureyen bakterilerin buyyon iginde
Mc Farland 0,5 bulanikligindaki bakteri siispansiyonu hazirlandi. Buradan pamuklu
silgi¢lerle aliman 6rnekler Mueller Hinton Agar plaklarina siiriilerek amikasin, gentamisin,
imipenem, siprofloksasin, amoksisilin/klavulanat, seftazidim, seftriakson,
trimetoprim/sulfametoksazol, piperasilin/tazobaktam, kloramfenikol E-test stripleri
yerlestirildi, 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra inhibisyon elipsine denk gelen MiK
degerleri belirlendi (Resim 7). Buna gore az duyarh suslar direngli olarak kabul edildi.
Daha sonra ESBL iireten ve iretmeyen tiim suslarin direng oranlar1 incelenerek

karsilastirildi.

Resim 7: E test yontemi ile Klebsiella pneumoniae susunun gesitli antibiyotiklere kars1

MIK diizeyleri (Calismamizdan).
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3. 5. istatistiksel Analiz

Kan Kkiiltiirlerinden izole edilen K.pneumoniae suslarinin ESBL {iretiminin
kliniklere gore dagilimlari incelenip, ESBL iiretimi yoniinden anlamli derecede yiiksek
oran gozlenen klinikler tespit edildi. Daha sonra K.pneumoniae suslarinin genel ESBL
tiretim oranlar1 belirlendi. Cift disk sinerji testi ve CT/CTL E-testin ESBL saptama
oranlarinin CLSI’nin fenotipik dogrulama testi olarak onerdigi kombine (modifiye) disk
sinerji yoOntemine gore spesifitesi ve sensitivitesi ¢ikarilarak SPSS versiyon 13.0
programinda bu testlerin {i¢iinlinde tutarlilik analizi yapildi. Antimikrobiyal diren¢ oranlari
E-test MIK saptama yontemi kullanilarak belirlendi. ESBL iireten, iiretmeyen izolatlarin
antimikrobiyal diren¢ oranlari SPSS versiyon 13.0 programinda chi-square testi
kullanilarak karsilastirildi ve p<0.05 olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. ESBL
iireten, liretmeyen ve tiim suslar icin MiKs, ve MiKy, degerleri amikasin, gentamisin,
imipenem, siprofloksasin, amoksisilin/klavulanat, seftazidim, seftriakson,
trimetoprim/sulfametoksazol, piperasilin/tazobaktam, kloramfenikol E-testleri kullanilarak

belirlenip, istatistiksel analizleri yapildi.
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4. BULGULAR

Calismada yatarak tedavi goren hastalarin kan kiiltiir 6rneklerinden izole edilen
toplam 102 K.pneumoniae susundan 23’ii (%22.6) Reanimasyon Unitesi, 21’1 (%20.6)
Pediatri kliniginde yatan hastalardan gelen 6rneklerden izole edilmistir. Digerleri sirasiyla
Dahiliye 11 (%10.8), Néroloji 10 (%9.8), Uroloji 10 (%9.8) ve Gogiis Hastaliklar:
kliniginde yatan hastalardan 7 (%6.9) K.pneumoniae susu izole edilmistir. Calismaya
aldigimiz K.pneumoniae suslariin kliniklere gére dagilimlar: Tablo 6’da gosterilmistir.

ESBL pozitifligi incelendiginde Gogiis Hastaliklar1  kliniginden gelen kan
kiiltirlerinde tespit edilen 7 K.pneumoniae izolatinin 7’sinde (%100) basta olmak iizere,
Uroloji’den gelen 6rneklerdeki 10 izolatin 9’unda (%90), Reanimasyon’dan gelen 23
izolatin 18’inde (%78.3) ve Norosiriirji’den gelen 4 izolatin 3’linde (%75) ESBL varligi

gozlenmistir. ESBL pozitiflik oranlarinin kliniklere gore dagilimi Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6. Klebsiella pneumoniae izolatlarmm ve ESBL Pozitiflik Oranlarmn

Kliniklere Gore Dagilimi

Servis Say1 (%) ESBL(pozitif (%)
Reanimasyon 23 (22.6) 18 (78.3)
Pediatri 21 (20.6) 11 (52.4)
Dabhiliye 11 (10.8) 4 (36.4)
Noroloji 10 (9.8) 5 (50)
Uroloji 10 (9.8) 9 (90)
Gogiis Hastaliklari 7 (6.9) 7 (100)
Cocuk Cerrahisi 4 (3.9) 2 (50)
Acil Servis 4 (3.9 2 (50)
Norosiriirji 4 (3.9) 3 (75)
Infeksiyon Hastaliklart 2 (1.95) 1 (50)
Kardiyoloji 2 (1.95) 1 (50)
Diger Klinikler 4 (3.9) 2 (50)
TOPLAM 102 (100) 65 (63.73)
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Izole edilen 102 K.pneumoniae susunun CLSI’nin fenotipik dogrulama testi olarak
onerdigi kombine disk (modifiye) sinerji testi ile 65’inde (%63.7) ESBL varligi
belirlenmistir. Bu suslarin 63’iinde CDST ile ESBL varligi, CT/CTL E-Test ile 61’inde
ESBL varligi saptanmistir. Bu suglarin 61’inde her ii¢ yontem ile ESBL pozitifligi

bulunmustur. ESBL pozitiflik oraninin yontemlere gore dagilimi Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. ESBL Pozitiflik Oraninin Yontemlere Gore Dagilimi

. ESBL Pozitiflik ESBL Negatiflik
YONTEM
n=102 n=102
CDST 63 (%61.8) 39 (%38.2)
CT/CTL E-Test 61 (%59.8) 41 (%40.2)
Kombine Disk Sinerji 65 (%63.7) 37 (%36.3)
Her Ug Test ile 61 (%59.8) 37 (%36.3)

Cift disk sinerji testi ve CT/CTL E-test yontemlerinin kombine disk ydntemine
gore duyarlilik ve secicilik oranlar1 Tablo 8’de sunulmustur. iki yontemin de segicilikleri
kombine disk yontemine gore %100, duyarliliklari ise c¢ift disk sinerji testinde %96.9
CT/CTL E-test yonteminde ise %93.9 olarak saptandi.

Tablo 8. CDST ve E-Test Yontemlerinin, Kombine Disk Yontemine Gore Duyarhhk ve

Secicilikleri
Yontemler Duyarhlik  Secicilik Pozitif prediktif Negatif prediktif
deger Deger
CDST %96.9 %100 %100 %94.9
CT/CTL E-Test ~ %93.9 %100 %93.9 %90.2

Cift disk sinerji testi, ESBL E-test ve kombine (modifiye) disk difiizyon testlerinin
tutarlilik analizlerinin sonuglari Tablo 9’da gésterilmistir. Ug¢ ydntemin de tutarlilik

analizlerinde istatistiksel olarak birbirleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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Tablo 9. ESBL Belirlenmesinde Kullanilan Yontemlerin Karsilastirilmas:1 (Tutarhhk

Analizi)

Testler Gozlenen Tutarhhk Kappa Degeri Anlamhlik (p)
1-2 0.98 958 0.0001
2-3 0.98 .959 0.0001
1-3 0.96 917 0.0002

1: Kombine disk difiizyon testi; 2: Cift disk sinerji testi; 3: CT/CTL ESBL E-test

ESBL pozitif ve negatif Klebsiella pneumoniae izolatlarinin E-Test yontemiyle

antibiyotiklere diren¢ oranlar1 Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Klebsiella pneumoniae izolatlarinin E-Test Yontemiyle Antibiyotik Direngclilik

Oranlan
Klebsiella pneumoniae izolatlari

ANTIBIYOTIKLER ESBL Pozitif ESBL Negatif Tiim Suslar

n=65 (%) n=37 (%) n=102 (%)
Amikasin 18 (27.7) 1(2.7) 19 (18.6)
Gentamisin 48 (73.9) 0 (0.0) 48 (47)
Imipenem* 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Siprofloksasin 36 (55.4) 1(2.7) 37 (36.3)
Amoksisilin/Klavulanat 46 (70.8) 12 (32.4) 58 (56.9)
Seftazidim 61 (93.9) 0 (0.0) 61 (59.8)
Seftriakson 58 (89.2) 0 (0.0) 58 (56.9)
Trimetoprim/Siilfametoksazol 32 (49.2) 2(5.4) 34 (33.3)
Piperasilin/Tazobaktam 39 (60.0) 5(13.5) 44 (43.1)
Kloramfenikol 27 (41.5) 2(54) 29 (28.4)

Imipenem*: Imipenem harig, antibiyotiklere karsi, ESBL iireten ve iiretmeyenler arasinda direnclilik oranlari istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05) bulundu.

Kan izolat1 K.pneumoniae suslarinin antibiyotik direng oranlarina bakildiginda; tim
suslar imipeneme duyarli olarak belirlendi. imipenem haricindeki antimikrobiyal ajanlara

karsi, ESBL iireten izolatlar, {iretmeyenlere gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
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derecede daha yiiksek oranda direngli bulundu. Tiim suslar i¢inde imipenemden sonra en
cok duyarlilik amikasin (%81.4) ve kloramfenikolde (%71.6) gbzlendi.

ESBL fiireten suslarla olan infeksiyonlarda sik kullanilan; piperasilin/tazobaktama
kars1 calismadaki ESBL pozitif suslarda direng orani; %60 ve tiim suslarda direng orani;
%43.1 olarak, siprofloksasinde ise ESBL pozitif suslarda %55.4 ve tiim suglarda direng
orani ise; %36.3 olarak belirlendi. Trimetoprim/siilfametoksazolde ESBL pozitif suslarda
diren¢ orant; %49.2 ve tiim suslarda direng orani; %33.3 olarak saptandi. ESBL pozitif
suslarda; en yiiksek direng seftazidim %93.9 ve seftriaksona %89.2 karst saptanmustir.
Daha sonra gentamisin %73.9 amoksisilin/klavulanata %70.8, piperasilin/tazobaktama
%60, siprofloksasine %55.4, trimetoprim/siilfametoksazola %49.2 oraninda direng
bulundu. Tim suslarda ise; en yiiksek diren¢ seftazidime %59.8, seftriaksona %56.9,
amoksisilin/klavulanata %56.9, sonrada gentamisin %47 ve piperasilin/tazobaktama %43.1
kars1 saptandi. ESBL negatif olan 37 susta ise; imipenem, gentamisin, seftriaksona ve
seftazidime diren¢ goriilmemistir. Bu 37 susta en yiiksek diren¢ amoksisilin/klavulanata
kars1 saptanirken (%32.4), amikasine %2.7, trimetoprim/siilfametoksazole ve
kloramfenikole %5.4 oraninda direng¢ gdzlendi.

Kan izolat1 102 K.pneumoniae susunun ESBL iireten, liretmeyen ve tiim suslarin
MiKsove MiKg, degerleri ve MIK araliklar1 Tablo 11°de gosterilmistir.

ESBL iireten Klebsiella pneumoniae suslarinin MiKsy ve MKy, degerleri, ESBL
tiretmeyenlere oranla yliksek olarak saptanmistir. ESBL iireten izolatlarin MIiKs, ve MiKoy
degerleri, ESBL {iiretmeyenlerin MiKs, ve MiKgg degerlerinden belirgin olarak yiiksek
bulundu. ESBL iireten ve iiretmeyen suslarda sadece amoksisilin/klavulanatin MiKgq

degerleri birbirine yakin olarak bulundu.
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Tablo 11. Klebsiella pneumoniae izolatlarmmn E-Test Yontemiyle MiKsy, ve MiKy,

Degerleri
ANTIBIYOTIKLER ESBL Pozitif ESBL Negatif Tiim Suslar

(MIK araliklari) n=65 n=37 n=102

MiKs MiKyy MiKs MiKyy  MiKs MiKy,

Amikasin 12 48 1.5 2 3 24
(0.016-256 pg/ml)
Gentamisin 64 >256 0.5 0.75 1 >256
(0.016-256 pg/ml)
Imipenem 0.19 0.94 0.19 0.25 0.19 0.38
(0.002-32 pg/ml)
Siprofloksasin >32 >32 0.016 0.032 0.19 >32
(0.002-32 pg/ml)
Amoksisilin/Klavulanat 16 32 2 32 12 32
(0.016-256 pg/ml)
Seftazidim 96 >256 0.125 0.38 48 >256
(0.016-256 pg/ml)
Seftriakson >256 >256 0.047 0.25 32 >256
(0.002-32 pg/ml)
Trimetp/Siilfametoxazol 2 >32 0.064 0.094 0.25 >32
(0.002-32 pg/ml)
Piperasilin/Tazobaktam 32 >256 0.064 32 12 >256
(0.016-256 pg/ml)
Kloramfenikol 4 >256 2 3 3 >256

(0.016-256 pg/ml)
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5. TARTISMA VE SONUC

K.pneumoniae, gerek infeksiyon etkeni ve gerekse kolonizan bakteri olarak
hastanede yatan hasta Orneklerinden sikca soyutlanmaktadir. Hastane kokenli
K.pneumoniae suslar1 birgok antibiyotige direnglidir. 1970°1li yillarda bu suslarin g¢ogu
sadece aminoglikozid grubu antibiyotiklere direngli suslardi. 1980°1i yillarda Klebsiella ve
E.coli’de belirlenen bazi enzimlerin yeni kusak sefalosporinler ve aztreonami inaktive
ettigi gozlenmistir. TEM-1, TEM-2 veya SHV-1 enzimlerinden kdken alan bu enzimler
ESBL olarak adlandirilmistir. K.pneumoniae suslarinda ESBL’lerin sik goriilmesinin
sebebi; deri ve yiizeylerde diger enterik bakterilere gore daha uzun siire canli kalabilmeleri,
plazmid ile aktarilabilmeleri ve spontan mutasyonlarin daha sik goriilmesidir (5, 6, 70, 71).

ESBL’ler ilk olarak Avrupa’dan, daha sonra artan oranda diinyada diger
bolgelerden bildirilmistir. Pek ¢ok patojen gram-negatif bakteride tespit edilse de ESBL
enzimleri en yiiksek oranda K.pneumoniae izolatlarinda goriilmektedir (72). Ugiincii kusak
sefalosporinlerin asir1 kullanimi, ESBL i¢in secici etki olusturmakta ve bu enzimleri {ireten
suslarin yatan hastalarin solunum ve gastrointestinal sistemlerinde kolonizasyonunu
hizlandirmaktadir. Yogun beta-laktam antibiyotik kullanimi, invaziv —girisimler,
kateterizasyon, genis yaniklar ve biiylik cerrahi miidahaleler, ESBL pozitif suslarla gelisen
bakteremi veya sepsis olgular1 igin baslica risk faktorleridir (73, 74). Son yillarda hastane
epidemilerinde ESBL iireten Klebsiella spp. ve E.coli’ler gozlenmeye baslanmistir.
Tiirkiye’de ESBL sentezleyen izolatlar ilk kez 1992 yilinda bildirilmistir (66).

ESBL iireten K.pneumoniae izolatlari, ESBL genlerinin diger tiirlere ve cinslere
aktarimindan sorumludur. ESBL iireten K.pneumoniae izolatlarinin, ayn1 zamanda ¢oklu
ilaca direngle de iligkili oldugu bildirilmistir. Bu yiizden hastanelerde ESBL iireten
K.pneumoniae izolatlarinin tanimlanmasi, uygun sekilde tedavi edilmesi ve kontrol
Onlemlerinin alinmas1 gerekmektedir (5, 75).

ESBL varligina iligkin veriler yildan yila, iilkeden {ilkeye, bir iilkenin ¢esitli
bolgelerinde hatta hastaneden hastaneye farklilik gostermektedir (76-78). Ayrica ESBL
tipleri de bolgeden bolgeye degismektedir. Ornegin Avrupa’da Klebsiella suslarinin
ESBL’leri genellikle SHV-5 tipi iken ABD’de TEM-10 ve TEM-12 daha yaygin olarak
goriilmektedir (6). 1993’te “National Nosocomial Infection Study System”de test edilen,

K.pneumoniae suslariin %5’inin ESBL pozitif izolatlar oldugu rapor edilmistir (11).
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Avrupa’da ise bu oran daha yiiksektir. 2000 yilinda Fransa ve Ingiltere’de yapilan bir
caligmada Klebsiella suslarinin %14-16’smin ESBL iireten suslar oldugu ortaya konmustur
(6). Baz1 bolge ve hastanelerde bu oran %?25-40’a ulasabilmektedir. Tiirkiye’de yapilan
caligmalarda K.pneumoniae suslarinda ESBL siklig1 %40-90 arasinda degismektedir (12).

Ulkemiz’de Abacioglu ve ark.(79) yenidogan iinitesinde 34 hasta arasinda gdzlenen
salginda etiyolojik ajan olarak ESBL olusturan K.pneumoniae soyutlamislardir. Benzer
sekilde Trakya Universitesi Hastanesi Yenidogan Unitesinde gelisen epidemiden de ESBL
tireten K.pneumoniae sorumlu tutulmustur. Ultrasonda kullanilan jelden yayilan SHV-5 ve
TEM-1 kokenli K.pneumoniae epidemisi bu bakterinin kolay ve hizli yayildigini
gostermektedir (70).

Du ve ark.(80) yaptiklar1 c¢alismada nozokomiyal bakteremili hastalardan izole
ettikleri Klebsiella suslarinin %28’inde ESBL varligini bildirmisler. Shehabi ve ark.(81)
calismalarinda ¢esitli kiiltiirlerden izole edilen Klebsiella spp. suslarinda ESBL iiretimini
%70 oraninda bulmuslardir. Yogun bakim ve diger {initelerden izole edilen K.pneumoniae
suslarinda Villegas ve ark.(82) ESBL pozitifligini kombine (modifiye) disk sinerji
metoduyla sirasiyla % 32.6 ve %29.8 olarak tespit etmislerdir.

Ulkemizde bu konu ile ilgili olarak cesitli merkezlerde yapilan ¢alismalarda farkl
oranlar elde edilmistir. Tiinger ve ark.(83) calismalarinda hastane infeksiyonu tanisi konan
ve yogun bakim hastalarindan izole edilen Klebsiella suslarinda ESBL aktivitesini CDST
yontemiyle %49.3 olarak bulmuslardir. Dereli ve ark.(84) ise yogun bakim iinitesinden
izole ettikleri 23 K.pneumoniae susunun 22’sinde (%97) ESBL pozitifligi bulmuslar.
Nozokomiyal K.pneumoniae suslarinda Tiinger ve ark.(77) CDST yontemiyle ESBL
oranint % 41.7 olarak tespit etmislerdir. CDST yontemiyle yapilan diger ¢aligmalarda,
ESBL oran1 %30-52 arasinda tespit edilmistir (85-89). Kiiciikates (90)’in ¢alismasinda ise
ESBL oranm1 K.pneumoniae suslarinda %57.5 olarak bulunmustur. Hastane infeksiyonu
etkeni K.pneumoniae suslarinda Kuzucu ve ark.(23) %61.8, Giilay ve ark.(91) %88.6,
Giiltekin ve ark.(70) %54 oraninda ESBL pozitifligi belirlemiglerdir. Laboratuvarimizda
daha once yaptigimiz ¢alismada degisik klinik 6rneklerden izole ettigimiz Klebsiella spp.
izolatlarinda ESBL pozitifligi %56.5 olarak saptanmistir. Hastane infeksiyonu etkeni
K.pneumoniae izolatlarinda Yiicesoy ve ark.(92) ise E-test metoduyla %57.1 oraninda
ESBL tespit etmislerdir.

Tiim bu ¢aligmalarin sonuglarinda da goriildiigii gibi bakterilerin izole edildigi
hastanelere, servislere gore ESBL {iretim oranlari degismektedir. Yaptigimiz ¢alismada

kan kiltiirii izolatt K.pneumoniae suslarinda ESBL iiretim orani kombine (modifiye) disk
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sinerji testi ile %63.7 olarak bulundu. Bu oran yurt i¢i (23, 70, 90) ve baz yurt dis1 (81)
calismalarla uyumlu bulundu. Ayrica K.pneumoniae izolatlarinda ESBL oranlarinin yillara,
bolgelere ve izole edildikleri hastane birimlerine gore degisebilecegi de unutulmamalidir.

B-laktamazlar, kromozomal, plazmid ya da transpozon kokenli olabilirler ve
kolaylikla yayilabilirler. Bu diren¢ genlerinin se¢ilmesi ve yayilmasi i¢in en uygun ortam
antibiyotiklerin yogun olarak kullanildig1 hastanelerdir. Du ve ark.(80)’nin ¢alismasinda
ticiincii kusak sefalosporinlerle yapilan tedavinin ESBL iiretimi agisindan tek bagimsiz risk
faktorii oldugu belirtilmistir. Vahaboglu ve ark.(93)’nin ¢alismasinda ESBL direncinin en
cok saptandig1 birim yogun bakim iinitesi olmustur.

Bizim ¢alismamizda ESBL aktivitesi olumlu saptanan K.pneumoniae suslarinin en
yogun izole edildigi boliimler ve ESBL oranlari; Goégiis Hastaliklart %100, Uroloji %90,
Reanimasyon %78.3 ve Norosirlirji %66.7 olarak bulundu. Bu ¢alismada ESBL aktivitesi
olumlu saptanan K.pneumoniae suslarinin %76.9’u dahili servislere ait bulundu bunlarin da
%356’s1n1n servislerin yogun bakimlarina ait oldugu tespit edildi. Cerrahi boliimlerde yatan
hastalardan gelen kan kiiltiirlerinden izole edilen, ESBL iireten K.pneumoniae suslarinin
orani ise %33.1 olarak bulundu. Bu oranlar arasindaki farkin nedeni klinikler arasinda
hasta profili, hastaya uygulanan genis spektrumlu antibiyotik tedavisi ve siiresi,
kateterizasyon uygulanmasi ve siiresi, hastane personeli ile hasta iligkisi gibi faktorlerden
kaynaklanabilecegini diistindiirmiistiir.

ESBL olusturan Klebsiella tiirlerinin in-vitro tespit edilebilmesi igin National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) ya da yeni adi ile CLSI; B-
laktam/B-laktamaz inhibitorii sinerjisinin gdsterilmesi temeline dayanan tarama ve
fenotipik dogrulama testini 6nermistir (94). CDST ESBL tayininde halen en yaygin, en
ucuz ve en kolay yontem oldugu icin iilkemizde ve pek ¢ok mikrobiyoloji laboratuvarinda
kullanilmaktadir (47, 75). CDST, baz1 yazarlarca ¢ok diisiik diizeydeki B-laktamaz
tiretimini bile belirleyebildigi ve bu nedenle Onerilebilir bir yontem oldugu belirtilmistir
(54). CDST, laboratuvarlarda rutin antibiyogram disklerinin dizilimleri degistirilerek,
ESBL tarama testi olarak uygulanmaktadir. Ancak diskler arasindaki mesafe konusunda
halen standardizasyon sorunu vardir ve tiim ESBL’leri saptayamamaktadir. E-test yontemi
ise disk diflizyon ve mikrodiliisyon yontemlerinin kombinasyonudur ve yakin zamanda

kullanilmaya baslanmustir.

Eskitiirk ve ark.(95) akut bakim gerektiren hastalardan izole ettikleri K.pneumoniae
sugslarinda CDST yontemi ile ESBL oranimi %52, E-test metodu ile de %52 olarak
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bulmuslardir. Hastane infeksiyonu izolati K.pneumoniae suslarinda Abacioglu ve ark(96).
CDST ile %50, E-test ile de %62.5 ESBL pozitifligi bulmuglardir. Kagmaz ve ark(75). ise
hastane infeksiyonu etkeni Klebsiella spp. ve E.coli’de CDST’nin fenotipik dogrulama
testine gore duyarlilik ve 6zgiilliigiinii sirastyla %82 ve %85 olarak bulmuslardir Yapilan
degisik ¢alismalarda ESBL iiretimini saptamada CDST ve E-test yoOntemleri
karsilastirilmis ve anlamli bir fark bulunmamistir (37). Bu testlerin karsilagtirilmasi ile
ilgili bagka sonug¢ ise Cormican ve ark.(97) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada, ESBL
saptanmasinda tarama testi olarak CDST’ni %87, E-test yontemini %100 duyarl
bulmuslardir (97).

Steward ve ark.(98) 139 ESBL pozitif K.pneumoniae susundan 117 (% 84) izolat
kombine (modifiye) disk sinerji yontemde pozitif bulmuslardir. Bunlarin 104’tinde (% 89)
hem sefotaksim hem de seftazidim ESBL’yi belirlemekte, 11’inde (%9) sadece seftazidim
ve 2’sinde (% 2) sefotaksim belirleyicidir (98). Vercauteren ve ark.(99) ise, E-test ESBL
stripleri ile ESBL iirettigi bilinen suslarin % 81’1 saptanabilirken, CDST i¢in %97, ii¢
boyutlu test i¢in ise %91 oldugunu bildirmislerdir. Duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri i¢in farkli
bildirimler vardir. Gilinaydin ve ark.(100) 77 Klebsiella spp. susunda yaptiklari ¢alismada
CDST ile %46.8, E-Test ile %55.8 ESBL pozitifligi belirlemislerdir. Ak¢am ve ark.(37) 40
Klebsiella susunun CDST ile %35’inde, E-test ile %37.5’inde ESBL saptamiglardir.

CLSI, ESBL saptanmasinda tarama testi ile birlikte fenotipik dogrulama testinin
uygulanmasini 6nermektedir (94). Bu ¢alismada, fenotipik dogrulama testi olarak, kombine
(modifiye) disk sinerji testi ile ESBL orani saptanmistir. Tarama testi olarak uygulanan
CDST ve yakin zamanda kullanima giren E-test yontemi, kombine (modifiye) disk sinerji
testi ile karsilastirilip duyarlilik, secicilik ve uyumluluklar1 aragtirilmistir. Calismamizda;
102 K.pneumoniae susun CDST yontemiyle %61.8, CT/CTL E-test yontemiyle %59.8,
kombine disk (modifiye) sinerji testi ile %63.7’sinde ESBL varlig1 tespit edildi. Kombine
(modifiye) disk sinerji testine gore duyarhiliklar;; CDST’de %96.9, CT/CTL E-test
yonteminde %93.9 olarak bulundu. Seg¢icilikleri ise; her iki test icin %100°diir.

CDST’nin giivenirliligini azaltan cesitli faktorler bulunmaktadir. Ornegin bazi
suslar tarafindan yiiksek diizeyde olusturulan sefalosporinazlar sinerjik etkinin goriilmesini
engelleyebilmektedir. Diskler arasindaki uzakligin da deneyin sonucunu etkiledigi, bazen
ESBL olusturan suslarla yapilan ve diskler arasindaki uzakligin 30 mm olarak ayarlandig:
deneylerde yanlis negatif sonuglar elde edildigi bildirilmektedir. Ayrica klavulanat
diskinde meydana gelebilecek potens kaybmin da dikkate alinmasi gerektigi

belirtilmektedir (101).
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Calismamizda CDST’inin duyarliligi fenotipik dogrulama testine gore %96.9,
seciciligi ise %100 olarak tespit edildi. Yiiksek oranda duyarlilik ve seg¢iciligin
belirlenmesinin sebebi; diskler arasi mesafeye dikkat edilmesi ve gerektiginde uzakligin
20mm’ye indirilerek tekrar c¢alisilmasindandir. Diger bir faktér de indikator
antibiyotiklerin tiimiinlin (aztreonam, seftriakson, seftazidim, sefotaksim) CDST’inde
kullanilmasi olabilir. Buna ragmen CDST’inde iki sus dogrulama testine gore yalanci
negatiflik gostermistir.

E-testin ise duyarlilig1 %93.9, seciciligi ise %100 olarak tespit edilmistir. iki test de
dogrulama testine gore yiiksek duyarlilik ve segicilik gostermesine ragmen E-testteki
farkliligin sebebi; E-testin diisiik miktardaki ESBL’leri saptayamamasi ve sadece CT/CTL
E-test stripleriyle calisilmasinin olabilecegi tahmin edilmistir. TZ/TZL E-test ile birlikte
kullanildiginda duyarliligin biraz daha artabilecegi diistinlilmiistiir. Ancak E-testin
maliyetinin  yiiksek olmas1 kullanimin1  engellemektedir Bu calismada ESBL
belirlenmesinde kullandigimiz yontemler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu da
yapilan diger ¢alismalarla (37, 75, 95) uyumlu bulunmustur.

ESBL olusturan bakterilerin neden oldugu kan dolasimi1 infeksiyonlarinda,
karbapenemlere alternatif olabilecek tedavi segcenekleri halen tartigilmaktadir. ESBL iireten
K.pneumoniae suslarmin neden oldugu bakteremi veya sepsis olgularinda karbapenemler
disindaki etkin antibiyotiklerle yapilan tedavilere ragmen mortalite orami yliksek
seyretmektedir (102).

Gioia ve Livermore(103), ESBL iireten yogun bakim kokenli Klebsiella suslarinin
antibiyotik duyarhiliklarini incelemis ve dort yillik bir donemde bu suslarda kinolon ve
aminoglikozid direncinin iki-ii¢ kat, piperasilin/tazobaktam direncinin ise yaklasik iki kat
arttigim1  ve yiiksek diizeyde direngli suslarin ortaya c¢iktigini; ayrica karbapenem
MiK lerinin 2-4 pg/ml’lik iist smir diizeylerine ulastisini saptamislardir. Bu sonuglar,
ESBL infeksiyonlarinda kullanilabilecek antibiyotiklerin etkinliginde hizli bir erozyon
oldugunu gostermektedir (103).

Leleu ve ark.(104) piperasilin/tazobaktam kombinasyonunun, ESBL {ireten
K.pneumoniae suslarimin neden oldugu endokardit ve menenjit gibi infeksiyonlarin
sagaltiminda diisiik dozlarda dahi etkin olabilecegini bildirmislerdir.

Diger taraftan Gioia ve ark.(105) ESBL ireten Klebsiella suslarinda
piperasilin/tazobaktam kombinasyonunun etkinliginin ¢ok degisken oldugunu ve ayrica
duyarlilik oranlarmin tazobaktam komponentinin konsantrasyonuna gore farklilik

gosterdigini saptamiglardir.
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Ambrose ve ark.(106)’min farmakokinetik ve farmakodinamik &zelliklerini
inceledikleri ¢alismalarinda, ESBL {ireten Escherichia coli suslarmin piperasilin-
tazobaktam duyarlilig1 Klebsiella suslarindan daha yiiksek bulunmus ve her iki antibiyotige
de duyarli K.pneumoniae suslarinin yol agtigi infeksiyonlarda, sefepimin, piperasilin-
tazobaktama gore daha diisiik dozlarda ve daha uzun zaman araliklariyla etkin olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Ayrica, iki yillik bir takipte, piperasilin-tazobaktam kullanilan ESBL
infeksiyonlarinin yarisindan fazlasinda tedavi basarisizlifinin izlenmesi iizerine, bu ajanin
rutin olarak ESBL infeksiyonlarinda kullaniminin uygun olmayacagi saptanmistir (107).

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz {ireten suslarin neden oldugu kan dolasimi
infeksiyonlarinin tedavisinde mikrobiyolojik c¢aligmalara ragmen baz1 zorluklarla
karsilagilmaktadir. Bunlardan biri, Paterson ve ark.(108)’nin yaptigi cok merkezli
calismada belirtildigi gibi; in-vitro testlerde etkili bulunan antibiyotiklerin klinik
kullanimda etkisiz kalmasidir.

Tedavide karsilagilan ikinci problem ise inokulum etkisi olup, standart
mikrobiyolojik inceleme esnasinda yapilan antibiyogramda antibiyotiklerin 10° cfu/ml
bakteri yogunlugunda test edildiklerinde duyarli smirlarda bulunan MIK degerleri, bakteri
inokulumunun 107 cfu/ml’e ¢ikmast ile belirgin olarak artmaktadir. Thomson ve Moland
(109), ESBL iireten suslarda inokulum etkisi ile sefalosporinlerin MIK degerlerinin
yaklasik 128 Kkat, piperasilin/tazobaktam MIK degerinin ise 4-64 kat arttigim
saptamiglardir. Bu ¢alismada arastiricilar  karbapenem MIK degerlerinin inokulum
etkisinden etkilenmedigi veya minimal diizeyde etkilendigini bildirmislerdir (109).

Mumcuoglu ve ark.(110) CDST’i ile tespit ettikleri ESBL pozitif suslarin
antibiyotiklere direncliligini, negatiflere gére daha yiiksek oranda oldugunu
belirlemiglerdir. ESBL negatif ve pozitif kokenlerde amikasin, aztreonam, kloramfenikol,
imipenem, sefoksitin, siprofloksasin ve trimetoprim/siilfametoksazol duyarliligmi disk
difiizyon ile arastirmislar. ESBL pozitif suslarin direncini sirastyla %5.8, %28.8, %61.5,
%0, %28.8, %5.8, %80.8 olarak, ESBL negatif suslarin direncini ise sirasiyla %0, %11,
%39.7, %0, %19.2, %3.4, 9%54.8 olarak saptamiglardir. Caligmalarinda en etkili
antibiyotikler olarak amikasin, imipenem ve siprofloksasini bulmuslardir (110).

Yavuzdemir ve ark.(71) ise CDST’i ile tespit ettikleri 50 ESBL pozitif
K.pneumoniae suslarinin direnglilik oranlarini disk diflizyon yontemiyle incelemisler.
Direngli sus sayisi1 ve oranlarini; amikasin 25 (%50), gentamisin 33 (%66), netilmisin 39

(%78), tobramisin 43 (%86), trimetoprim/siilfametoksazol 36 (%72) tetrasiklin 28 (%56),
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siprofloksasin 14 (%28), sefepim 18 (%36), piperasilin/tazobaktam 14 (%28) ve
meropenem 3 (%06) olarak tespit etmislerdir (71).

Babini ve Livermore (48) Klebsiella tiirlerinde MIK yéntemiyle yaptiklari
duyarlilik testlerinde amikasine %61, gentamisine %72, piperasilin/tazobaktama %63,
siprofloksasine %31 oraninda diren¢ belirlemisler ve ESBL yapan suslarin direncinin,
yapmayanlara gore daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Loker ve ark (78) CDS testiyle
Klebsiella tiirlerinde %42.6, E.coli’de ise %3.1 olarak ESBL pozitifligi saptamislardir. Bu
izolatlarin %80’ini seftazidime, %068’ini sefotaksime, %88’ini aztreonama direncli
bulurken, %100’{inii imipeneme duyarli bulmuslardir (78).

Yaptigimiz ¢alismada kombine (modifiye) disk sinerji testi ile tespit ettigimiz 65
ESBL pozitif kan izolati K.pneumoniae suslarinda direng oranlari imipenem 0 (%0);
amikasin 18 (%27.7), kloramfenikol 27 (%41.5), trimetoprim/siilfametoksazol 32 (%49.2),
siprofloksasin 36 (%55.4), piperasilin/tazobaktam 39 (%60), amoksisilin/klavulanat 46
(%70.8), gentamisin 48 (%73.9), seftriakson 58 (%89.2), seftazidim 61 (%93.9), olarak
tespit edildi. Calismamiz; antibiyotik direng oranlarinin suslarin izole edildigi birimlere ve
birimlerde yogun olarak kullanilan antibiyotiklere gore degistiginin de goz Oniine
alinmasiyla diger c¢alismalarla uyumlu olarak bulundu. Calismamizda sadece
siprofloksasine kars1 direng orani (%55.4) diger calismalardan yiiksek bulundu. Bu yiiksek
direncin sebebi olarak hastanemizde kinolonlarin asir1 kullaniminin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Onceleri gentamisin etkili bir antibiyotikti ancak yogun bakim iiniteleri
ve hastanelerin diger birimlerinde kontrolsiiz kullanimlari sonucu bu antibiyotiklere de
direng gelismistir.

Calismamizda ise ESBL pozitif K.pneumoniae suslarinda gentamisin direnci
literatiirlerle uyumlu olarak %73.9 olarak bulundu ve ESBL pozitif K.pneumoniae
suslarinda amikasine direng %27.7 olarak tespit edildi. Su an i¢in etkili goriinmekle
birlikte yogun bakim {initelerinde yogun kullanimlar1 sonucu gelecekte bu antibiyotige
kars1 da yiiksek direng oranlarindan bahsedilecegine kesin goziiyle bakilmaktadir.

Bu ¢aligmada ESBL pozitif izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlar1 diger ¢caligmalarla
(48, 71, 78) uyumlu sekilde negatiflere gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
Yaptigimiz bu ¢alismada ESBL iireten K.pneumoniae suslarinda imipeneme kars1 dirence
rastlanmamistir ve en etkili antibiyotik imipenem olarak tespit edilmistir, ikinci olarakta
amikasin etkili bulunmustur.

Yakupogullart ve ark.(27) kan kiiltiirlerinden soyutladiklar1 56 K.pneumoniae
susunun  35’inde (%62.5) CDST ile ESBL saptamiglar ve E-test yontemiyle
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antimikrobiyallerin bu suslara kars1 MiKs, ve MiKgy degerlerini tespit etmislerdir. MiKs
ve MiKo degerlerini sirastyla piperasilin/tazobaktam,; 96-256ug/ml,
sefoperazon/sulbaktam; 128->256ug/ml, tikarsilin/klavulanat; 192->256ug/ml,
amoksisilin/klavulanat; 192->256ug/ml olarak belirlemislerdir.

Pena ve ark.(26) kan izolat1 ESBL tireten K.pneumoniae suslarina kars1 p-laktam
antibiyotiklerin aktivitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda MiKs, ve MiKy, degerlerini
sirastyla; amoksisilin/klavulanat; 8-16ug/ml, piperasilin/tazobaktam; 128->256ug/ml,
seftazidim; 128->256ug/ml, sefotaksim; 8-64ug/ml, aztreonam; 128->256ug/ml,
imipenem; 0.12-0.25ug/ml olarak tespit etmislerdir.

Calismanizda, MiKsy ve MiKoy degerlerini sirastyla; amikasin (12-48ug/ml),
gentamisin (64-256pg/ml), imipenem (0.19-0.94ug/ml), siprofloksasin (>32->32ug/ml),
amoksisilin/klavulanat (16-32pg/ml), seftazidim (96-256ug/ml), seftriakson (>256-
>256ug/ml), trimetoprim/siilfametoksazol (2->32ug/ml), piperasilin/tazobaktam (32-
>256ug/ml), kloramfenikol (4->256pug/ml) olarak belirlendi. Orta duyarli suslarinda
direncli olarak kabul edildigi ¢alismamizda imipenemin MiKs, ve MiKyg degerleri
duyarlilik sinirlari icinde bulundu. Bunun disinda amikasinin, trimetoprim/siilfametoksazol
ve kloramfenikolin MiKs, degerleri duyarlilik sinirlart igerisinde MiKy, degerleri ise
direnglilik sinirlart igerisinde saptandi. Diger antimikrobiyal ajanlarin MiKs, ve MiKyg,
degerleri direnclilik sinirlar igerisinde tespit edildi.

B-laktam/B-laktamaz inhibitorii kombinasyonlarida dahil olmak lizere ESBL pozitif
kan izolati K.pneumoniae suslarina karsi P-laktam antibiyotiklerin, siprofloksasinin,
gentamisinin  seftazidim ve seftriaksonun etkinlikleri istenilen diizeyde degildir.
Calismamizdaki MiKso ve MiKgy degerlerini gdzden gegirdigimizde yapilan caligmalarla
uyumlu bulundu.

Piperasilin/tazobaktam  kombinasyonundaki MIiKsy degerindeki farkliligin
piperasilin/tazobaktam kombinasyonunun etkinliginin ¢ok degisken olmasi ve sik
kullanilmastyla ilgili oldugu diisiiniilmiistiir. Siprofloksasin ve gentamisin MiKso ve MKy

degerlerindeki yiiksekligin yine yogun kullanimla iligkili oldugu ayrica ESBL direng
genlerini tasiyan plazmidlerle beraber siprofloksasin ve gentamisin antibiyotik direng
genlerinin de tasinmasina bagli olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bu ¢alismada kan kiiltiirii izolat1 102 K.pneumoniae susunda kombine (modifiye)
disk sinerji testi ile %63.7 oraninda ESBL varlig1 belirlenmistir. CDST ve E-testinin,

kombine (modifiye) disk sinerji testine gore duyarlilik ve segicilikleri arasinda anlamli bir
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fark bulunamamistir. Tutarlilik analizleri de {i¢ testin birbirleri ile uyumlu oldugunu
gostermistir (p<0.05). ESBL iireten K.pneumoniae suslarinin antibiyotik direng oranlari
MiKso ve MiKg degerleri ESBL iiretmeyen K.pneumoniae suslarina gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek (p<0.05) bulundu. ESBL iireten suslara kars1 imipenem ve
amikasin etkili antibiyotikler olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada CDST nin, kolay, ucuz
bir yontem oldugu, ancak ESBL saptanmasinda tek basina kullanildiginda tiim ESBL’leri
saptayamadigi goriilmiistiir. E-test ise pahali bir yontem olmasina ragmen diistik diizeydeki
ESBL’leri  belirleyememektedir. Molekiiler testler disinda hi¢bir test ESBL
belirlenmesinde tek basina %100 duyarlilikta degildir. Bu ¢alismada imkan saglanamadig:
icin molekiiler yontemlerle ESBL oranlar1 ve tipleri arastirilamamistir. Sonug olarak
tedavisi pahali ve gili¢ hastane infeksiyonlarina neden olduklarindan K.pneumoniae
suslarinda ESBL {iretim oranlarinin siirekli izlenmesi, yayilimlarinin dnlenmesi i¢in; genis
spektrumlu B-laktam antibiyotiklerin dikkatli kullanilmasi, kolonize veya infekte hastalarin
izolasyonu, risk altindaki hastane boliimlerinde dikkatli ve ayrintili siirveyans
calismalarinin yapilmasi gereklidir. Bu ¢alismada ESBL belirlenmesinde CDST, E-test ve
kombine (modifiye) disk sinerji testi birbirleriyle uyumlu bulundu. E-testin pahali olmasi,
molekiiler yontemlerin rutin olarak uygulanmalarinin zorlugu ve pahaliligi g6z Oniine
alindiginda, ESBL saptanmasinda rutin antibiyogram disklerinin dizilimlerinin degistirilip
CDST olarak yapilmasi ve siipheli suslara dogrulama testi olarak kombine (modifiye) disk

sinerji testinin uygulanmasinin dogru olacag diigiiniilmektedir.
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6. OZET

Bu caligmada, yatan hastalarin kan kiiltlirii 6rneklerinden soyutlanan Klebsiella
pnumoniae suslarinda ESBL sikligi, ESBL saptanmasinda ¢ift disk sinerji testi (CDST),
kombine (modifiye) disk sinerji testi, E-testinin karsilastirilmasi ve antimikrobiyal
duyarliligin arastirilmas1 amaglanmistir.

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari
Bakteriyoloji Boliimiine ¢esitli kliniklerden gelen yatan hastalarin kan kiiltiir 6rneklerinden
102 Klebsiella pnumoniae susu izole edilmistir. Kombine (modifiye) disk sinerji testi ile
%63.7 oraninda ESBL varlig1 tespit edilmistir. Cift disk sinerji testi ve CT/CTL E-test
yontemlerinin kombine disk yontemine gore secicilikleri %100, duyarliliklar ise ¢ift disk
sinerji testinde %96.9, CT/CTL E-test yonteminde ise %93.9 olarak saptanmustir. Ug
yontemin tutarlilik analizlerinde ise istatistiksel olarak birbirleriyle uyumlu oldugu
goriilmiistiir Gozlenen tutarliliklart %95°in {izerinde bulunmustur (p<0.05). Antibiyotik
diren¢ oranlarina bakildiginda; tiim suslar imipeneme duyarli olarak belirlenmistir.
Imipenem haricindeki antimikrobiyal ajanlara karsi, ESBL iireten izolatlarin direng
oranlar1, MiKs, ve MiKy, degerleri ESBL iiretmeyenlere gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) derecede daha yiliksek bulunmustur. Tiim suslar i¢inde en ¢ok duyarlilik
imipenem disinda amikasin (%81.4) ve kloramfenikolde (%71.6) gozlenmistir. ESBL
tireticiliginin yliksek oranda gozlenmesi ve antimikrobiyal ajanlara karsi, ESBL iireten
izolatlarin ¢ok yiiksek direng oranlari, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda ESBL saptama
testlerinin yapilmasini zorunlu kilmaktadir.

ESBL tespitinde, rutin antibiyogramlarda disk dizilimleri degistirilerek uygulanan
CDST, hizli, ucuz ve giivenilir bir yontem olarak degerlendirilmis ve siipheli suglara ek
olarak kombine (modifiye) disk sinerji testinin de uygulanmasi ile duyarliligin daha da

ylikselebilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Klebsiella pneumoniae, Genislemis Spektrumlu [-Laktamazlar,

antimikrobiyal duyarlilik
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7. SUMMARY

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITIES OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS
ISOLATED FROM BLOOD CULTURES AND DETECTION OF EXTENDED
SPECTRUM BETA-LACTAMASE PRODUCTION WITH THREE METHODS

This study was carried out to detect the antimicrobial susceptibility and to compare
the the double disc synergy test, combined disc synergy test, E-test method for detection
Extended Spectrum Beta Lactamases (ESBL) in Klebsiella pneumoniae strains isolated
from hospitilized patient’s blood cultures.

One hundred and two Klebsiella pneumoniae strains were isolated from blood
samples that were taken from different clinical departments of Central Microbiology’s
Bacteriology section of Selguk University Meram Medical School. ESBL was observed in
63.7 % of isolates with combined disc synergy test. The specificity of Double disc synergy
test and CT/CTL E-test method with respect to combined disc synergy test was 100%,
sensitivity was 96.9% in double disc synergy method and 93.85% in CT/CTL E-test
method. All tested three methods were statistically consistent with each other with a 95%
consistency (p<0.05). All of the strains isolated were susceptible to imipenem. Furthermore
ESBL positive strains were more resistant to antibiotics than it’s negative strains, also the
values of MICsy and MICyy were higher in it’s positive strains (p<0.005). Besides
imipenem the most susceptible antibiotics were amikacin (susceptibility rate 81.4%) and
chloramphenicol (susceptibility rate 71.6%). High resistance rates were seen in ESBL
positive strains, it’s must be investigated in all hospital bacteriology laboratories. For
ESBL detection; double disc synergy test is cost-effective, simple and sensitive but
especially for suspected strains combined disc synergy test could be used with double disc

synergy test to increase the sensitivity of the tests.

Key words: Klebsiella pneumoniae, Extended Spectrum p-Lactamases, antimicrobial

susceptibility
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