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OZET

Arastirmada 191 hastanin kan orneklerinden izole edilen Klebsiella ve
E.coli bakterilerinin Genis Spektrumlu Beta Laktamaz aktivitesi ¢ift disk

sinerji testi yontemi ile arastinimigtir.

191 bakterinin 66’s1 K.pneumoniae, 1’i K.oxytoca, 124’u E.coli olarak
adlandinimigtir. 66 K.pneumoniae bakterisinin 19’unun (%28,4) genis
spektrumlu beta laktamaz aktivitesi pozitif bulunmustur. izole edilen tek
K.oxytoca’nin enzim aktivitesi negatiftir. 124 E.coli'nin ise 38’inin
(%30,6) genis sektrumlu beta laktamaz enzim aktivitesi pozitiftir.

Genis Spektrumlu Beta Laktamaz enzimi ureten Klebsiella bakerilerinin
CLSI (Clinical And Laboratory Standards institute) kriterlerine gore gift
disk sinerji yonteminde kullanilan antibiyotiklere direng oranlari
sirasiyla amoksisilin klavulanik asite (AMC) %100, sefotaksime (CTX)
%84, seftazidime (CAZ) %84, aztreonama (ATM) %95, seftraiksona
(CRO) % 89,5 bulunmustur.

Genis Spektrumlu Beta Laktamaz enzimi uUreten E.coli bakterilerinin gift
disk sinerji yonteminde kullanilan antibiyotiklere direng oranlari
sirasiyla amoksisilin klavulanik asite (AMC) %95, sefotaksime (CTX)



%84, seftazidim (CAZ) %84, aztreonama (ATM) %79, seftraiksona (CRO)

%79, bulunmustur.

Rutin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir olmasi, basit, hizl,
glivenilir sonuglar vermesi ve ekonomik olmasi sebebiyle ¢ift disk
sinerji yonteminin, Genig Spektrumlu Beta Laktamaz enzimi aktivitesi

arastirmalarinda siklikla tercih edilmektedir.

Sonug¢ olarak, Genis Spektrumu Beta Laktamaz aktivitesi pozitif olan
bakterilerin arastiriimasi; tedavide uygun antibiyotik segimini
kolaylastiracagi, ayrica kullanilan ilaglara karsi direng gelisiminin
onlenmesinde yararli olabilecegi dusunulmektedir.
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ABSTRACT

In this research, the extended spectrum beta lactamase activity of E.coli
and Klebsiella bacteries, isolated from 191 patients’ blood types,
investigated by Double Disc Synergy Mehod (DDSM).

Of the 191 bacteries, 66 were named as K.pneumoniae, 1 was named as
K.oxytoca and 124 were named as E.coli. Nineteen (%28,4) of 66
K.pneumoniae are found extended spectrum beta lactamase activity
positive. Isolated 1 K.oxytoca’s enzyme activity is negative. Extended
spectrum beta lactamase enzyme activity of the 38 (30,6%) of 124 E.coli

are positive.

According to CLSI (Clinical And Laboratory Standards institute) criters,
the resistance ratio of products of Klebsiella bacteries, producing
extended spectrum beta lactamase activity, to the antibiotics used in
DDSM method, found as 100% to amoccyciline clavulanic acide (AMC),
84% to cefotakcyme (CTX) and ceftasidyme (CAZ), 95% to aztreonam
(ATM ) and 89,5 % to ceftriaksone (CRO).



Vii

The resistance ratio of extended spectrum beta lactamase activity
producing E.coli bacteries, to the antibiotics used in DDSM method
were found as 95% to amoccyciline clavulanic acide (AMC), 84% to
cefotakcyme (CTX), 84% to ceftasidyme (CAZ), 79% to aztreonam (ATM
) and 79 % to ceftriaksone (CRO) respectively.

In the future, DDSM, will often be prefered because their being in the
investigations of extended spectrum beta lactamase activity, because
of being treated as easy, being simple, fast, economic and resulting
trustable.

In conclusion, it is thought that investigating extended spectrum beta
lactamase activity positive bacteries, may facilitate the election of
proper antibiotics for treatment and may be useful for preventin of drug

resistence evolution.
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1. GIRIS

Bakterilerde antibiyotiklere direng gelismesi ile antibiyotik kullanimi arasinda
dogrudan bir iligki vardir. Antibiyotik kullaniminin ¢ok fazla olmasi nedeniyle
hastaneler, bakterilerde antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi igin
en uygun ortamlardir. Hastane infeksiyonlarinda saptanan etkenlerdeki
antibiyotiklere diren¢ orani hastane disinda saptanan etkenlere gore daha
yuksektir [1].

Beta-laktamaz enzimleri ile antibiyotigin inaktivasyonu oOzellikle Gram negatif
bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi direngte en sik kullandiklari
savunma mekanizmaarindan biridir. Gunumuzde kromozom, plazmid veya
transpozonlarla bakteriden bakteriye aktarilabilen ¢ok sayida [(-laktamaz

enzimi tanimlanmistir ve her gun bunlara yenileri eklenmektedir [2].

1939'da penisilinler saf olarak elde edildiginde buylk umutlar dogurmus
ancak daha sonra 1940'da Abraham ve Chain’in penisilinazi bulmasi
umutlarin kirilmasina neden olmustur . Daha sonraki yillarda bir gok yeni
antibiyotik gelistiriimis ancak mikroorganizmalar, bulunan her antibiyotige
yeni bir yolla diren¢ gelistirmeyi basarmigtir. GUnumuzde pek ¢ok gram
negatif mikroorganizmada gozlenen antibiyotik direnci, infeksiyonlarin
tedavisinde buyuk zorluklar yaratmaktadir [3,4]. 1980°li yillarda beta-
laktamazlara dayanikli, genislemis spektrumlu sefalosporinlerin
gelistirimesinden kisa bir sire sonra nozokomial infeksiyonlardan izole
edilen Klebsiella pneumoniae ve E.coli izolatlarinda plazmid kontrolinde olan
cesitli genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) tanimlanmistir [5].
GSBL’ler sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim,
sefpirom ve sefepim gibi yeni kusak sefalosporinleri hidroliz edebilen ve
genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olan beta-laktamaz enzimleridir. Bu enzimler ¢cogunlukla
bakteri izolatlari ve turleri arasindan gegebilen buyuk plazmidlerde (100 kb ve
fazlasi) kodlanmaktadir [5-8].



B-laktamaz Uretiminden sorumlu gen dizilimleri bakterinin kendi genomu
icerisinde veya genelinde oldugu gibi hucre icerisinde ayri bir DNA yapisi
olan plazmidlerde bulunurlar. Gram negatif veya pozitif birgok bakteride
bulunabilen B-laktamazlar en sik gram negatif bakterilerde, bunlar igerisinde
ise Ozellikle Enterobacteriaceae grubu bakterilerde karsimiza ¢ikarlar. Bu
gruptaki bakteriler igerisinde ise en sik E.coli ve K.pneumoniae’larda
bulunurlar [9]. Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Kontrol
Komitesi'nin 1997-2000 yillari arasindaki verilerine gore direngli Klebsiella
infeksiyonlarinin  %90,5’inde etken K.pneumoniae iken %9,5'inde etken
K.oxytoca'dir [10]. Hastane epidemilerinde en c¢ok korkulan Klebsiella
izolatlari ise genis spektrumlu antibiyotiklere kargi direng gelistiren ¢ogul
antibiyotik direncli Klebsiella izolatlaridir. Daha 1970’lerde bu izolatlar sadece
aminoglikozid grubu antibiyotiklere direncli iken [11-14] ileriki yillarda

sefalosporinlerinlere kargi da belirgin direng kazanmislardir [15-23].

Gunumuzde birgok bakteri tarafindan uretilen iki yuz ellinin Gzerinde (-
laktamaz enzimi oldugu bilinmektedir. Yapisal agidan bu tur enzimlerin
siniflandinimasi oldukga gug¢ olmakla birlikte literatirde B-laktam enzimlerin
siniflandinimasinda en sik kullanilan tablo; Karen ve Bush tarafindan
hazirlanan tablodur . Karen ve Bush’'un hazirladigi tabloda 2be grubu ayri bir
Ozellige sahiptir; bu gruptaki penisilinaz gibi enzimler bir sefamisin olan
sefoksitin diginda bir ¢ok genis spektrumlu sefalosporini pargalar, bu sebeple
bu gruba genislemis spektrumlu B-laktamaz (ESBL:extended spectrum [3-
lactamase) adi verilmigtir [9].

Cogdunlukla hastane kaynakli infeksyonlarda karsilasilan GBSL'lar, klasik
TEM ve SHV tip B-laktamazlardan nokta mutasyonlari ile olugurlar [24].
Klebsiella izolatlarinda ve E.col’de bulunan enzimlerin 3. kusak ve daha az
oranda 4. kusak sefalosporinlere karsi direng gelisiminden sorumlu
enzimlerdir. Bu enzimlerin ¢ok oOnemli bir kismi B-laktamaz inhibitoreri
tarafindan inhibe edilirler (sulbaktam, klavulanik asit, tazobaktam). Sayilari
her gegen gun artan bu enzimler ulkelere gore degisiklik gosterirler.



Avrupa’da seftazidim direngli GSBL pozitif Klebsiella izolatlari genelde SHV-5
enzimi igerirken, Amerika Birlesik Devletleri’nde daha ¢cok TEM-10 ve TEM-
22 igerirler [15,18,25-28].

GSBL’lerin Uretiminden sorumlu olan plazmidlerin ayni zamanda diger
antimikrobiyal ajanlara diren¢ genlerini tasidiklari da saptanmistir [29]. GSBL
olusturan izolatlarin hastane infeksiyonu salginlarina yol agtigi ve tagidiklari
plazmilerin tlrler arasinda transfer edilebildikleri bildirilmektedir [30]. GSBL
ureten izolatlarin ¢codgu hastane kokenli olup, yogun antibiyotik baskisi

altindaki hastane ortamlarinda daha sik gorulmektedir.

GSBL ilk kez Almanya’da tanimlanip daha sonra Fransa basta olmak Uzere
dunyanin gesitli tlkelerinde dnemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir [1]. Genis
spektrumlu sefaosporinlere kargi gelisen bu aktarilabilir diren¢ once
K.pneumoniae izolatlarinda belirlenmistir [31]. Direng genleri, enterik
bakteriler arasinda kolaylikla aktarilabilmektedir. Yapilan galigmalar GSBL
kodlayan genin kolayca K.pneumoniae izolatlarindan E.coli izolatlarina
gectigini gostermistir. Direncin yogun antibiyotik kullanimi ile iligkili olmasi ve
ortaya ¢lkan direncin gram negatif comaklar arasinda kolaylikla aktariliyor

olmasi, direngli izolatlarin izlenmesinin dnemini ortaya koymaktadir [32].

GSBL olusgturan izolatlarla hastane infeksiyonu epidemileri olusabilmekte ve
bu izolatlar genellikle ¢oklu ilag direncine sahip olduklarindan dolay tedavide
sorunlar yasanabilmektedir [33-35]. GSBL Ureten mikroorganizmalarin,
cogunlukla hastane infeksiyonu etkeni olan turler olmasi [36,37] sebebiyle

klinisyenle birlikte ortak epidemiolojik galismalar da yapilmalidir.

Ulkemizdeki Klebsiella izolatlarinin direng dizeylerinin bu kadar yiiksek
olmasi bu tur izolatlarla olusan hastane infeksiyonlarinin tedavisi agisindan
onemli bir sorundur. Son zamanlarda ortaya g¢ikan ve yeni mutasyonlar
sonucu gelisen TEM ve SHV alt grubu enzimlerin direng duzeylerinde belirgin
artis oldugu gorulmektedir [38].



Klebsiellalara bagli hastane infeksiyonlar: icerisinde GSBL pozitif Klebsiella
gorulme sikhgi Ulkeler arasinda da belirgin fakhliklar gostermektedir. Amerika
Birlesik Devletlerin’de National Nosocomial Infection Study System verilerine
gére GSBL pozitif Kebsiella insidansi %5tir [28]. Fransa ve ingiltere’de %14-
16 civarinda gorulmektedir [39]. Japonya’da 1990-2000 yillarini kapsayan bir
calismada 1990’larin bagsinda GSBL pozitif Klebsiella infeksiyon sikligi %0,6
iken son birkag yil icerisinde GSBL pozitif K.pneumoniae infeksiyonu
sikhgmin %7,2’ye ciktigi tespit edilmigtir [40]. Ayrica 1996 yilinda Marmara
Universitesi Tip Fakiltesi'nde cerrahi ve dahili yogun bakim Unitelerinden
nozokomiyal infeksiyon etmeni olarak izole edilen 46 Klebsiella pneumoniae
izolatina yonelik yapilan calismada ise %52’sinin genis spektrumlu [3-
laktamaz ureten K.pneumoniae izolati olugu tespit edilmistir [41].

GSBL enzimi Ureten bakterilere karsi B-laktam antibiyotiklere yapilan
standart in-vitro duyarhlik test sonuglari her zaman igin ayni paralellikte
olmayabilir. Antibiyotiklerin in-vitro duyarlilik testlerinin aksine in-vivo
aktiviteleri farkli ¢ikabilir [42,43]. Burada en onemli sebep bakterilerin f3-
laktam grubu anitbiyotiklere karsi inokilum etkisi géstermeleridir. inokilum
etkisi, bakteri koloni sayisi attinldiginda antibiyotige karsi bakterinin
duyarhliginin azalmasi olarak tanimlanmistir. Odabasi [10] bu konu ile ilgili
in-vivo galismasini mevcut hayvan infeksiyon modelleri igerisinde en uygun
model olarak “Nétropenik Fare Bacak infeksiyon Modeli” ni segmistir. Bu
model Ozellikle antibiyotiklerin farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri,
doku konsantrasyonlari ve infeksiyona kargi etkinliklerinin
degerlendiriimesinde, hayvan modelleri igerisinde dnemli bir yere sahiptir [44-
50].

Bu calismada cgesitli kan orneklerinden izole edilmis Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, E.coli izolatlari GSBL sikligi yonunden cift disk sinerji
testi ile arastirlmig ve uygun tedavi protokollerinin olusturulmasina katkida

bulunulmustur.



2. GENEL BILGI

Gunumuzde cesitli antibiyotiklerin toplumda tuketiminin artmasi, immun
sistemi bozulmus hastalarin sayisinda artma olmasi, yogun bakim
unitelerinin sayisinin artmasi, gida endustrisinde antibiyotik kullanimi gibi
nedenlerle mikroorganizmalardaki antibiyotik direnci giderek artmaktadir.
Ancak diren¢g sorununun daha yogun olarak yasandigi yerler antibiyotik
kullaniminin daha yodun olmasi nedeni ile hastanelerdir [48,51]. Ulkemizde
hastanelerde en sik direng sorunu yasanan Gram negatif mikroorganizmalar

E.coli ve Klebsiella pneumoniae’ dir [49,52].

2.1. GSBL Prevalansi

Bircok calismada Enterobacteriaceae uyeleri arasinda GSBL’lerin varligi
degerlendiriimigtir. Aslinda c¢ogu K.pneumoniae ve E.coli Uzerine
odaklanmigtir [53]. CUnkU bu enzimler, predominant olarak E.coli ve
Klebsiella turlerinde ortaya c¢ikmaktadir [54]. Degisik merkezlerin verileri
genel olarak GSBL uretiminin K.pneumoniae izolatlarinda yaygin oldugu,
diger Enterobacteriaceae Uyeleri arasinda bu oranin dustigu seklindedir.
Tanger ve arkadaglari yaptiklari bir ¢calismada, hastane infeksiyonu tanisi
almis hastalarda soyutlanmis 144 K.pneumoniae’da %49,3 oraninda, 320
E.colide ise %21,5 oraninda GSBL olumlulugu saptanmistir [56]. Yurt
digsindaki birkag Ornedge bakacak olursak; Belgika Egitim Hastanesi'nde
Vercauteren ve arkadaslarinin arastirmasinda kan orneklerinden izole edile
13 K.pneumoniae ve 64 E.coli galismaya alinmisg ve GSBL pozitiflik oranlari

sirasiya %23,1 ve %3,1 olarak bulunmustur [54,55].

GSBL’lar ilk kez 1983 yilinda Almanya’da saptanmis olmasina ragmen ilk
olarak Fransa’da klinik problem yaratmistir. 1985-1987 vyillari arasinda
Fransa’da TEM-3 B-laktamazi Ureten izolatlarin neden oldugu bir salgin bas
gostermigtir. Nozokomiyal infekiyonlardan izole edilen K.pneumoniae
izolatlarina plazmid kontrolinde olan g¢esitli geniglemis spektrumlu [3-



laktamazlar saptanmigtir [1,56]. Bu enzimlerin 1-2 aminoasit degisiklileri ile

TEM veya SHV B-laktamazlarindan izolat aldiklari belirlenmisitir.

Paris civarindaki hastanelerde 1985'de %1’in altinda bir siklikla karsilasan
bu enzimler 1988-1989°da %10-11 gibi bir siklikla gorulmustir. Bundan sonra
da GSBL dUreten izolatlar hizla yayillmiglardir. Avrupa, Amerika ve
Uzakdogu'da salginlar gorulmastar. Avrupa’da Ozellikle yogun bakim
Unitesinden izole edilen Klebsiella izolatlarida bu enzimlerin sikga bulunmasi,
bu organizmanin diger bakterilere gore deri ve ylzeylerde daha uzun
kalabilmelerine ve gapraz infeksiyonu kolaylagtirmalarina baglanmaktadir.
Tek bir GSBL olugturan izolat ayni hastane veya ayni Unitedeki birgok

hastay! infekte edebilmektedir [8].

2.2. B-Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

B-laktam antibiyotikler bakteri hucre duvarinin major polimeri olan
peptidoglikan sentezini inhibe ederek etki ederler. Gram pozitif bakterilerde
peptidoglikan tabakasi (murein yada mukopeptid) sitoplazmik membrani
disinda ve kuru agirhgin %50’sini olusturacak sekilde kalindir [8].

Peptidoglikan tabakasi ard arda dizilmis N-asetilglukozamin (Nag) ve N-
asetilmuramik asit (Nam) diye bilinen iki aminosekerin alternatif olarak yer
aldigi ipciklerden olugsmaktadir. Her ipgikte ayrica NAM'e bagli, 4 amino
asitten olusan peptit zinciri bulunur. Bu peptit zincirleri de diger ipgiklerdeki
peptit zinciri ile birleserek peptidoglikanin kafes gseklinde bir yapi
olusturmasini saglar. Bu yapi NAM uniteleri arasinda gapraz peptit baglari
olugturularak saglanir [57]. Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalarin
peptidoglikan yapisi Sekil 2.1’de gosterilmistir [58].



Gram pozitiflerde Gram negatiflerde
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Sekil 2.1. Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalarda peptidoglikan
yapisi

Yap! Uniteleri olan bu gapraz peptit baglarinin olugsmasi igin U¢ enzim

sistemine gereksinim vardir.

a) NAM unitesine baglh son iki aminoasidi D-alanin olan pentapeptitte D-
alanil-D-alanin baginin kirilmasini ve sondaki D-alanin agiga ¢ikarken kalan
D-alaninin bir diger m Unitesindeki peptit zincirinin Uguncu aminoasidi ile
peptit baginin olugmasini saglayan transeptidaz enzimleri,

b) NAM unitesine bagh pentapeptitten son D-alanini ayiran ancak oncekini
bir bagka aminoaside baglamayan karboksipeptidazlar,

c) Capraz peptit baglarini ayiran endopeptidazlardir [59,60,61].

Serin igeren aktif bolgeleri ile bu enzimler pentapeptit zincirinin sonundaki D-
alanil-D-alanine baglanabildikleri gibi steroik yapi benzerliginden dolayr -
laktam  antibiyotigin  B-laktam  halkasinin  -CO-N-  bagina da
baglanabilmektedirler. Geri donugimsuz olan bu baglanma sonucunda enzim
bir bagska NAM’e bagli pentapeptid ile peptid bagi olusturamayacagindan
capraz peptit baglarinin sentezi ve boylece kafes seklindeki hicre duvarinin

olusumu durdurulmus olur.



Bu Ozelliklerinden dolayr hicre duvarinin sentezinde rol oynayan
transpeptidaz, karboksipeptidaz ve endopeptidaz aktivitesine sahip proteinler
olan PBP’ler(penisilin baglayan protein) cesitli bakterilerde farkli sayilarda
bulunurlar. B-laktam antibiyotikler bu enzimlere (PBP’lere) baglanarak
enzimin kendi substratina baglanmasini engelleyerek duvar sentezini inhibe
etmekte ve bakteri lizise ugramaktadir [8,61,62]. B-laktam antibiyotiklerin
Gram negatif bakterilere etki mekanizmasi Sekil 2.2'de gosterilmigtir [59,63].

Beta-laktam anLihiyutik\

Sekil 2.2. B-laktam antibiyotiklerin Gram negatif baterilere etki mekanizmasi:
L-ala: L-alanin, D-glu: D-glutamin, DAP: Diaminopimelik asit,
D-ala: D-alanin

B-laktam antibiyotiklerin etkisi bakteri hlucresinde kendilerine afiniteleri olan
PBP’lerin hucredeki fonksiyonlarina, sayilarina, bulunduklari bakterinin
turine bagli olarak degismektedir. PBP’lerin hucredeki fonksiyonlari ile ilgili
arastirmalar genellikle E.coli’de yapilmigtir. E.col’de hucrenin sitoplazma
zarinda yer alan PBP’lerden molekul agirligi buyuk olan PBP 1a, 1b, 2 ve 3
hdcrenin yasamasi igin onemli fizyolojik fonksiyonlari Ustlenirken, B-laktam
antibiyotikler igin de oldurtucu hedefleri olusturmaktadir. Bu proteinler hiicrede
transpeptidaz olarak fonksiyon gormektedir. PBP 1a ve 1b [-laktam



anibiyotiklerle bloke edildiginde, bu PBP’ler bakterinin gelismesinde
elongasyon faktorli olarak rol oynadiklarindan bakterinin uzamasinin
durmasina, ayrica bakteri hicresinin erimesine neden olmaktadir. Bunlardan
PBP 1b, hicrenin uzamasi i¢in daha fazla 6nem tasimaktadir. PBP 2, -
laktam antibiyotiklerle bloke edildiginde comak seklindeki bakteri hicresi
kuresel sekil almaktadir ve daha yuksek konsantrasyonlarda uzun sure
bekletildiginde bakteri hucresi erimektedir. PBP 3, septal peptidoglikan
sentezinden sorumlu bir transpeptidaz oldugundan, PBP 3, B-laktam
antibiyotiklerle bloke edildiginde bakteri bolinemedigi icin filaman seklini
almaktadir [60-61,64]. Dusuk molekul agirlikli PBP’lerden PBP 4, 5 ve 6 esas
olarak karboksipeptidaz aktivitesine sahip olup, hicrenin yagamasi igin buyuk
molekul agirhkh PBP’ler kadar dnemli degildirler. PBP 4, ayrica endopeptidaz
ve transpeptidaz aktivitesine de sahiptir. PBP 7 ise duragan donem sirasinda

transpeptidaz aktivitesine sahip bir hedef olabilmektedir [60].

B-laktam antibiyotiklerin bakteri hlcresinde lizis olusturmasinda bakterinin
peptidoglikanini hidrolize eden enzimlerinin de rolU vardir. Bakteri hicresinin
bayimesi bir taraftan yeni peptidoglikan molekulleri olusturuken, diger
taraftan bunlarin hicre duvarina eklenmesi igin mevcut ¢apraz baglarinin
hidrolize edilerek agilmasina baghdir. Bakterideki hidrolazlarin etkisi ile
peptidoglikan molekullindeki gapraz peptit baglari hidrolize olmaktadir. Ancak
ortamda [(-laktam antibiyotikler bulundugunda, bunlar ilgili enzimlere
baglanarak; gelisen hucrede yeni peptit baglarinin olusmamasina, hucre

duvarinin érgusunu kaybetmesine ve erimesine neden olmaktadir [57-60].

Bakteri hiucresinin erimesi bakterinin otolitik enzimlerine bagldir (Sekil 2.3).
B-laktam antibiyotikler hucrede peptidoglikan sentezi olmadiginda bagka bir
deyisle bakteri hicresi Uremediginde etkisiz kalmaktadir [59,61,63,64].
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Sekil 2.3. Hucre duvari sentezinin inhibisyonu: 4a: Prekursorler PBP’ler
tarafindan c¢arpaz baglanir ve hucre duvarina katilir. 4: Beta
laktam antibiyotik porinlerden hureye girer ve PBP’lere baglanir.
4c: Baglanma meydana gelmesi hucre duvarini bozan otolizlerin
ortama salinmasina neden olur. 4d: Beta-laktam antibiyotik
PBP’lere  baglandiktan sonra  bakteri hicre  duvarinin
batinliginde esas olan proteinleri daha uzun siUre sentez
edemez. 4e: Hucre duvari butunlugunu kaybeder ve ozmotik
basinca uzun sure dayanamaz [59,61,63,64]

2.3. B-Laktam Antibiyotiklere Kargi Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tlranun bazi izolatlarinin antibiyotikten
etkiienmemesi ya da antibiyotige duyarli bir izolatin c¢esitli direng
mekanizmalarindan biri ile direngli hale donmesi olarak tanimlanir.
Kazaniimig antibiyotik direnci ya mikroorganizma kromozomunda olusan
mutasyonlarla ya da direncli bir mikroorganizmanin direng genini duyarli
mikroorganizmalara aktarmasi ile ortaya c¢ikar. Mikroorganizmalarda

kazanilmis antibiyotik direncinin mekanizmalari Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Mikroorganizmalarda antibiyotik direng mekanizmalari [65-67]

Direng mekanizmasi Etkiledigi antibiyotikler

Antibiyotigin hedef bolgeye o
o Beta-laktam antibiyotikler,
ulagmasinin engellenmesi (igeri _ .
o _ kinolonlar,kloramfenikol,
girmesini guglestirerek yada disari S L .
tetrasiklin,eritromisin,trimetoprim.
atithmin  hizlandirarak)

Beta-laktamlar, aminoglikozid,
Antibiyotigin etkiledigi hedef noktanin | eritromisin, klindamisin, kinolonlar,
degistiriimesi rifampin, sulfanamid, trimetoprim,

vankomisin.

Antibiyotigin sentezlenen bir enzimle Aminoglikozidler, beta-laktamlar,
inaktive edilmesi kloramfenikol

B-laktam antibiyotiklere kargi direng de yine Cizelge 2.1'deki gibi Ug

mekanizma ile geligir.

1) Penisilin baglayan proteinlerde olusan degisiklikler ile gelisen direng,
2) Permeabiliteye bagli direng,
3) B-laktamaz enzimlerine bagh direng [65-71].

2.3.1. Penisilin baglayan proteinlerde olusan degisiklikler ile gelisen
direng

Bu diren¢ kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. Bu ya PBP’nin
(Penisilin baglayan protein) B-laktam antibiyotige afinitesinin azalmasi yolu
ile, ya da PBP sayisinda azalma olmasi veya B-laktam antibiyotiklere duguk
afinite gosteren yeni PBP’nin sentezlenmesi yoluyla olur [65-70,72].

Bakteri hucresinde hedef aldigi PBP’lerdeki degisikliklerle de [-laktam
antibiyotiklere direng¢ gelismektedir. Bu degisiklikler PBP’lerin sayisinda veya
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B-laktam antibiyotiklere afinite gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi ile
ortaya ¢ikmaktadir [55,73].

2.3.2. Permeabiliteye bagh direng

Bircok Gram pozitif bakteride B-laktam antibiyotiklere karsi bir permeabilite
engeli yokken, Gram negatif bakterilerde bulunan dig membran [(-laktam
antibiyotiklere karsi engel olugturur [74].

B-laktam molekulleri dis membrani porin proteinlerinden olusan porlar yoluyla
gecmektedir. Porin proteinlerinin sentezinin azalmasina neden olan veya bu
proteinlerde degisiklige neden olan mutasyonlar B-laktam antibiyotiklere
duyarhligin azalmasi ile sonuglanir. Permeabilitenin azalmasiyla gorulen

direng, enzimatik direngle birlesince 6nemli bir direng sorunu olusur [69].

Porin proteinlerinin elektrik yuku, ¢api, agik olanlarinin sayisi molekullerin
gegisini etkilemektedir. E.colide tanimlanan porinlerden en iyi bilinenleri
OmpF ve OmpC’dir. Bunlardan daha genis olan OmpF porinleri daha buyuk
molekullerin gegcmesine everigli oldugundan [-laktam antibiyotikler ancak
OmpF porinlerinden bakteri hucresine girebilmektedir. Bir E.coli hucresinde
10° kadar porin bulunmasi, porinlerden gegebilen bir antibiyotigin gok kisa bir
surede hucre icine yeterli miktarda girmesini saglamaktadir [60,75]. Genel
olarak antibiyotik ne kadar buyuk, ne kadar ¢ok negaif yukli ve ne kadar
fazla hidrofobik ise penetrasyonu o kadar zayiftir. Kuguk, zivitterionik ve
hidrofilik molekuller (imipenem) gibi yuksek oranda penetre olur [76].

2.3.3. B-laktamaz enzimlerine bagl direng

Escherichia coli'ye etkili ilk B-laktam antibiyotik olan ampisilinin kullanima
girmesiyle, Gram negatif ¢omaklarda direng gelismeye baglamigtir. Bu
direng, plazmid aracilikli dar spektrumlu 3-laktamazlar olan TEM-1 ve SHV-1

aracihigiyla gelismistir. 1960°lar ve 1970’ler boyunca B-laktamaz yapan
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bakterilerin seleksiyonu sonucu direng sikligi artmaya devam etmistir.
Ozellikle hastanelerde artan antibiyotiklere direngli bakteriler sorunuyla
basedebilmek icin, temel sefalosporin molekulindeki mindr degisikliklerle 3-
laktamaza dayanikli genis spektrumlu sefalosporinler gelistirildi ve 1980’lerin
baslarinda klinik kullanima girdi. Klinikte pratik olarak ilk kullanilan antibiyotik
sefotaksimdi; bunu seftriakson ve seftazidim izledi. 1980’lerin ortalarindan
itibaren Gram-negatif bakterilerde genis spektrumlu sefalosporinlere [3-
laktamaz aracilikli direng ortaya c¢ikmaya basladi. GSBL'ler daha dar
spektrumlu SHV-1 ve TEM-1 [(-laktamazlardan izolat alan mutantlardi. Bu
mutantlari kodlayan genler, mobil genetik elementler Uzerinde bulundugu igin
hastane kokenli patojenler arasinda kolaylikla yayilmistir. ilk geniglemis
spektrumlu SHV enzimi 1983 vyilinda Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
ozaenae, Serratia marcescens klinik izolatlarinda tanimlanmig ve SHV-1'e
benzerliginden dolayr SHV-2 olarak isimlendirilmigtir. SHV-1 enzimindeki tek
amino asidin yer degisikligi bu enzimin aktivitesini genis spektrumlu
sefalosporinleri kapsayacak sekilde genisletmistir. Bu tarihten gunumuze
kadar SHV-12’ye kadar isimlendirilen ve nokta mutasyonlarina bagh olarak
amino asid yer degisiklikleri sonucunda ortaya ¢gikan GSBL'lar bildirilmistir.
SHV ailesinin ilk Gyeleri Klebsiella izolatlarinda tanimlanmig, sonradan E. coli
izolatlarinda da saptanmistir. GSBL'leri kodlayan genler mobilize
olduklarindan gok cesitli Gram-negatif patojenlere yayilmigtir [77].

B-laktamazlar penisilinler, sefalosporinler ve benzeri B-laktam antibiyotikleri
hidrolize eden ve bu antibiyotiklere direng gelisimine neden olan enzimlerdir.
B-laktam direng mekanizmasi antibiyotiklere kargi klinikte en ¢ok gozlenen
direng mekanizmasidir. Dogada pek ¢ok Gram pozitif ve Gram negatif bakteri
B-laktamaz enzimi Uretmektedir. Ancak bunlar arasinda Stafilokokkal ve
Enterobakteriyal B-laktamazlar, Gram pozitif bakterilerde hicre digi enzimler
olup hicre zarn disinda faaliyet goOsterirler. Gram negatif bakterilerde de
periplazmik bosluk iginde yer alirlar. B-laktamazlar amid, amidin ve benzeri
karbon azot baglarini pargalayan enzimlerdir. Substratlari olan antibiyotik ile
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karsilikli etkileserek kompleks bir ara Urun olustururlar ve plazmid araciligi ile

sentezlenen enzimlerin 6zellikleri birbirinden oldukga farkhidir [78-80].

2.4. B-Laktamazlarin Siniflandiriimasinda Kullanilan Parametreler

B-laktamazlar gesitli kriterlere gore siniflandirilirlar.

B-laktamazlarin siniflandiriimasinda kullanilan en 6nemli parametrelerin biri
substrat profilidir. Enzimin c¢esitli B-laktam antibiyotikleri hidroliz etme
aktivitesini gosterir. Her enzim igin Vimax (maksimum hidroliz hizi) ve Kn
(baglanma afinitesi) degerleri saptanir. Substrat profillerini kiyaslamada Vmax
degeri kullanilir. K, degeri, reaksiyon hizi Vimax ‘In yarisi oldugunda hidrolize
edilecek substrat konsantrasyonunu gosterir. K, degeri ne kadar kugukse,
afinite o kadar fazladir. Bakteri hiucresi tarafindan Uretilen B-laktamaz miktari
hedef proteinin (PBP) antibiyotige afinitesi ve sayisi ile antibiyotigin bakteri
difuzyon hizi, etkili olan diger faktorlerdi [81-83]. Bazi B-laktam antibiyotikler
de bu kiyaslamada referans olarak secilmistir. Cesitli penisilinazlar ve genis
spektrumlu B-laktamazlar arasinda ayirnm yapabilmek icin benzil
penisilinden, ampisilinden, karbenisilinden ve kloksasilinden yararlanilir.
Sefalosporinler igin referans antibiyotik sefaloridindir. Kiyaslamada sefalotin
kullanilir.  Yeni B-laktamazlarin ortaya c¢ikigiyla sefotaksim, seftazidim,

aztreonam ve imipenem bu substratlara ilave edilmigtir [81].

inhibisyon profili bir diger énemli parametdir. B-laktamazlarin inhibitdr
etkilerini gormek icin klavulanik asit, aztreonam, sulbaktam kullanilir.
Kloksasilin sefalosporinazlar igin iyi bir inhibitdrdir. inhibitér aktvitesi ls
degeriyle verilir. Isp, belirli kosullarda kullanilan substrat, substrat
konsantrasyonu, enzim ve inhibitoran inkibasyon suresi enzimatik aktiviteyi
%50 oraninda dusurmek i¢in gereken inhibitor konsantrasyonudur. Klokasilin
ve aztreonam zayif inhibitorlerdir. Bunlara inhibitor verileri K;i (inhibisyon

sabiti) olarak verilir. P-kloro-merkuribenzoat ile inhibisyon enzimin katalitik
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olarak 6nemli bir sistein yan grubu oldugunu gosterirken, EDTA ile inhibisyon

enzim aktivitesi igin metal iyonuna gereksiniminin oldugunu gosterir [81].

B-laktamazlarin molekdl agirliklari, izoelektrik ve molekuller yapilari fiziksel
karakterlerini belirler. Bu fiziksel 6zelliklerde siniflandirilmalarinda kullanilir
[81]. izoelektrik noktalarin belilenmesinde kullanilan “Isoelectric focusing
(IEF)* yonteminde enzimler poliakrilamid jel Gzerinde elektroforetik olarak
olugsan pH gradiyentinde izoelektrik noktalarinda odaklanmakta ve nitrosefin
gibi bir kromojenik sefalosporin kullanilarak goérinur hale gelmektedir [83].

2.5. B-Laktamaz Enzimlerin Siniflandiriimasi

B-laktam  antibiyotiklere  direncin en  sik  karsilasilan  nedeni,
mikroorganizmalarin B-laktamaz Uretimidir [55,69,84,85]. Antibiyotigin [3-
laktam halkasindaki amid baginin B-laktamazlar tarafindan hidrolizi
sonucunda, antibiyotiklerin hi¢cbir antibakteriyel o6zellik tasimayan asidik
turevleri ortaya cikar [84]. Gram negatif bakterilerin B-laktamazlarinin gok
cesitli olmalar1 ve sayilarinin gittikge artmasi nedeniyle gesitli siniflandirma

semalari onerilmistir.

Sawai ve arkadaglari, substrat proflini esas alarak Gram negatif -
laktamazlari igin ilk siniflandirmalardan birini dnermislerdir. Bu siniflandimaya
gore grup | sefalosporinazlari, grup Il penislinleri de hidrolize eden, grup Il
esas olarak penisilinazlari icermektedir [75]. Jack ve Richmond, daha sonra
Richmond ve Sykes tarafindan 1973 ylinda genisletilen substrat profilinin
esas alindigi dort enzim sinifini igeren bir siniflandirma yapmiglardir [86,87].
Bu siniflandirmada grup | genis etki spektrumuna sahip enzimleri, grup I
penislinazlari, grup Il penisiline karsi minimum aktiviteye sahip

sefalosporinazlari kapsamaktadir [60,88-90].

Substrat profili ve inhibisyon ¢aligmalarinin esas olarak alindigi Richmond ve
Sykes tarafindan yapilan bu siniflandirmada daha sonra Sykes ve Matthew
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[91] tarafindan izoelektrik noktalari esas alinarak genisletiimigtir. Richmond
ve Sykes siniflandirmasinda Sinif | enzimleri sefalosporinazlar, Sinif |l
enzimleri penisilinazlardir. Sinif [l enzimleri genis spektrumlu enzimlerdir,
kloksasilin tarafindan inhibisyona duyarli, fakat p-kloromerkuribenzoata
direnglidir. Sinif IV enzimleri de genis spektrumlu enzimlerdir, ancak
kloksasilin tarafindan inhibisyona direncli, p-kloromerkuribenzoata duyarlidir.
Sinif V enzimleri hem kloksasilin hem p-kloromerkuribenzoat inhibisyonuna
direncli penisilinazlardir. Richmond ve Sykes tarafindan yapilan siniflandirma

Cizelge 2.2°de gosterilmigtir [60,89,90].

Cizelge 2.2. B-laktamazlarin Richmond ve Sykes’a gore siniflandiriimasi

[87,88]
Genetik IndUklenebilir (1)
Sinif | lokasyon Major Substrat veya mikSroeg:ezneig%r;Iar
Konstititif (K) 9
Enterobacter
Citrobacter
Serratia, Yersinia,
I Kromozom | Sefalosporinler i, K Providencia,
Acinetobacter,
Pseudomonas tirleri
P.vulgaris
I Kromozom Penisilinler i K Pseudomonas thIeri
’ V.parahaemolyticus
E.coli,
Penisilinler, Shigella, Salmonella
I Plazmid Sefalosporinler i, K Pseudomonas
Neisseria tarleri
H.influenzae
Y, Kromozom Penisilinlgr, i K Klebsiella" .
Sefalosporinler ' Enterobacter tirleri
Penisilinler .
V | Plazmid (Kloksasilin K 5 Ecoli =
. seudomonas tarleri
dahil)
VI Kromozom | Sefalosporinler K Bacteroides tirleri

Sykes ve Matthew [(-laktamazlari sinif A ve sinif B olmak tzere iki gruba
ayirmiglar, kromozomal sinif A enzimlerini penisilinazlar, sefalosporinazlar ve

genis spektrumlu B-laktamazlar olarak, plazmid kaynakli sinif B enzimlerini



ise isoksazolil penisilinleri hidroliz etmeyenler,

isoksazolil penisilinleri

hidrolize edenler ve diger B-laktamazlar olarak alt siniflara ayirmiglardir

[60,89,90].

Mitsuhashi ve Inoue’nin 1981 yilinda yaptiklar siniflamada sefuroksimi

hidroliz eden B-laktamazlar kategorisi dikkat ¢ekmigtir. 1989'da Karen ve

Bush tarafindan onerilen siniflandirmada (Cizelge 2.3) tum bakterilerin -

laktamazlari yer almis ve ilk kez substrat ve inhibitor 6zellikleri molekuler yapi
ile iligkilendirilmistir [9,81,92-94].

Cizelge 2.3. Karen ve Bush’a gore B-laktamazlarin siniflandiriimasi

Baslica etkilenen | CA** ile :
Gruplar antibiyotikler inhibisyon Enzimler
1 Sefalosporinler - AmpC enzimler
2a Penisilinler + Penisilinazlar
2b Penisilinler + TEM-1,TEM2, SHV-1
Sefalosporinler
Penisilinler TEM-3'ten TEM-26’ya
. ve SHV-2'den SHV-
2be Sefalosporinler + 6 K lanl
Monobaktamlar ya adar  olanlar,
K.ocytoca K1
2¢ Penisilinler + PSE-1,PSE-3,PSE-4
Karbenisinler
2d Penisilinler " OXA-1,=XA-11,PSE-2
Kloksasinler
3 B-laktamlar’in cogu ) S.maltopfilia L1,
Karbapanemler B.fragilis Ccr A
4 Penisilinler ) P.cepacia’nin  Urettigi

penisiliaz
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Bush tarafindan oOnerilen semada ise hem plazmid hem de kromozomal
Ozellikli enzimler vardir. Bu siniflandirmada oncelikli siniflandirmalarda
kullanilan substrat profili, inhibitor profili ve molekuler agirhg ile izoelektrik
nokta gibi fiziksel Ozelliklere oksasilin, sefoksitin ve nitrosefin, ayrica
tazobaktam ile inhibisyon da eklenerek enzimler 4 grupta toplanmistir.
Cizelge 2.4'de, B-laktamazlarin en son siniflandirma semasi, molekul
siniflari, tercih edilen substrat ve (-laktamaz inhibitorlerine duyarliliklari
verilmigtir [9,95].

Cizelge 2.4. Bush’a gore beta-laktamaz gruplari ve genel 6zellikleri

[61,81,92]
Grup Alt Baslik | Major Substrat gziblsé%]T e Onemli 6rnek emzimler
1 CEP-N Sefalosporinler ) ) Gram negatif bakterilerin
kromozomal enzimleri
23 PEN-Y Penisilinler + ) Gram pozitif bakterilerin
penisilinazlari
Sefalosporinler TEM-1, TEM-2, SHV-1,
2b BDS-Y ’ + - HMS-1, CEP-2, ROB-1,
Penisilinler OHIO-1. LXA-1
. TEM-3 (CTX-1), TEM-4,
Sefalosporinler, TEM-5 (CAZ-1), TEM-7
2 | EBS-Y ‘S’;%'t'::(eslm " - TEM-10, SHV-2, SHV-3,
o SHV-4, SHV-5, CAZ-2,
Penisilinler TLE-1 RHH-1
Penisilinler
o ’ PSE-1, PSE-3, PSE-4
2c CAR-Y ozellikle + - ’ ' ’
karbenisilin CARB-3, CARB-4
OXA-1, OXA-2, OXA-7,
2d  |cLxy | Cenisilinler, o PSE-2,
ozellikle kioksasilin B.fragilis beta-laktamazi
X.maltophilia L2,
2e CEP-Y Sefalosporinler + - P.vulgaris, B.fragilis
beta-laktamazi,
FEC-1
Degisken B.cereus I,
3 MET-N - " X.maltophilia L1
4 PEN-N | Fenisilinler - e P.cepacia beta laktamazi

* CA: Klavulanik asit
** EDTA: Etilendiamintetraasetik asit
*** Bu grubun bazi tyelerinde klavulanik asidin ylksek konsantrasyonlari ile inhibisyon olugabilir.
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Bu siniflandirmadaki grup 1, B-laktamazlari esas olarak Richmond ve
Sykes'’in sinif 1 enzimleri ile benzerlik gostermektedir. Enzimi fazla miktarda
meydana getiren deprese mutantlar izole edilebilmesine ragmen, bunlar
genellikle induklenebilir kromozomal enzimlerdir. Bu enzimler sefaloridin ve
sefalotini bazi penisilinlerden ¢ok daha hizli hidrolize etmektedir. Molekuler
duzeyde incelendiklerinde bu siniftaki enzimlerinin timunun Sinif C'ye ait

oldugu saptanmistir [92].

Grup 2 B-laktamazlarin klavulanik asit i¢in guglu bir afiniteye sahip olmalari,
gen hibridizasyonu ve immunolojik Ozellikleri bakimindan benzerlik
gostermekle birlikte, incelenen substrat profillerinin farkliligindan dolayi
birgok alt sinifi kapsamaktadir. Molekuler duzeyde Sinif A’daki enzimlerin
hepsi Bush siniflandirmasinda grup 2 B-laktamazlari arasinda yer almaktadir.
Klavulanik asit tarafindan inhibe edilen grup 2A B-laktamazlari Gram pozitif
bakterilerin penisilinazlarinin birgogunu kapsamaktadir. Penisilinleri hidrolize
etme kapasitesi sefalosporinlerinkinden daha yuksektir. Kloksasilin bu
enzimler icgin bir inhibitor dedildir. Grup 2b, B-laktamazlari hem penisilinleri
hem safalosporinleri hidrolize etmektedir. Genis gapta yayilmig olan plazmid
kaynaklh TEM-1, TEM-2 VE SHV-1 enzimleri bu grupta yer almaktadir. Bu
ezimler klavulanik asit tarafindan aztreonam veya kloksasilinden daha iyi
inhibe edilmektedir. Bu gruptaki enzimlerin, genis spektrumlu sefalosporinler,
aztreonam ve imipenemi zayif oranda hidrolize ettigi belirlenmistir. CEP-2 [3-
laktamazi baglangigta bir sefalosporinaz olarak belirlenmesine ragmen,
benzilpenisilini sefaloridin ve sefalotin kadar iyi, karbenisilini ise
sefalosporinlerin yaklagik yarisi oraninda hidrolize ettiginden bu grupta yer
almaktadir. Klavulanik asit tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edilen grup
2b B-laktamazlari benzilpenisilinden daha az oranda olmakla birlikte,
aminotiyazoloksim B-laktamlari veya genis spektrumlu (-laktamlari hidrolize
etme yetenegindedirler. Bunlar arasinda TEM-3 (CTX-1), TEM-5 (CAZ-1),
SHV-2, SHV-3 gibi TEM veya SHV tipi enzimler bulunmaktadir. Aztreonami
hidrolize etme yeteneginden dolayr K1 B-laktamazlari da bu grupta yer
almaktadir [92]. Grup 2c B-laktamazlari benzilpenisilin gibi karbenisilini de
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hidrolize etmektedir. Sefalosporinleri penisilinlerden ¢ok daha yavas hidrolize
etme egiliminde olan ve genellikle kloksasilin igin de yavas hidroliz hizina
sahip olan PSE-1, PSE-3 ve PSE-4 B-laktamazlari bu grupta yer almaktadir.
PSE-2'nin de baslangigta bu gupta yer almasi gerektigi dusunulmesine
ragmen daha sonra grup 2d’de yer almasi kloksasilin hidrolizinin bu enzim
icin daha ayirt edici bir 6zellik olmasindan kaynaklanmaktadir. Grup 2c
enzimleri genellikle klavulanik asit tarafindan inhibe edilmektedir oysa
kloksasilin veya aztreonam icin daha zayif afiniteye sahiptirler. OXA-4 enzimi
bir istisna olmakla birlikte, grup 2d B-laktamazlarindan daha az oranda inhibe
edilmektedir. Bununla birlikte aztreonam ve kloksasiline zayif afinite
gOstermektedir. Aminoasit dizileri diger B-laktamazlarinkinden farkli olan
OXA-2 ve PSE-2 B-laktamazlari molekuler yapilari goéz onune alinarak Sinif
D olarak kabul edilmektedir. Klavulanik asidin dugik konsantrasyonlari
tarafindan inhibe edilen grup 2e enzimleri grup 1’de belirtilenlerden farkli bir
grup sefalosporinazi kapsamaktadir [96,97].

Klavulanik asit tarafindan inhibe edilmeyen grup 3 B-laktamazlari metallo
enzimleri kapsamaktadir. EDTA tarafindan inhibe edilen bu enzimlerin

aktivitesi icin divalent bir katyon; genellikle de ¢inko gerekmektedir [92].

Grup 4 B-laktamazlari klavulanik asit tarafindan inhibe edilmeyen farkli
penisilinazlar kapsamaktdir. Bu enzimlerin ¢ogu karbanisilin ve/veya

kloksasilin tarafindan yuksek oranda hidrolize edilmektedir [92].

Bush-Jacoby-Medeiros tarafindan yapilan siniflandirma amino asit dizilerine
dayanilarak yapilmigtir. B-laktamazlar A,B,C,D olmak Uzere dort grupta
incelenmigtir [98,99]. Her dort sinifin da kromozomal ve plazmid kokenli
temsilcileri vardir [79]. Sinif A serin penisilinazlar, sinif B metallo-enzimler,
sinif C serin sefalosporinazlar ve sinif D oksasilini hidrolize eden serin -
laktamazlari igermektedir [97]. Klinik olarak en 6nemli B-laktamazlar sinif A
ve sinif C'ye aittir [95]. Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasi Cizelge 2.5’te

gosterilmistir [9].



Cizelge 2.5. Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasi [9]

Bush Mitsuhashi inhibisyon
1989 Bush | Richmond- Sykes Molekiil b
Jacoby - Inoue Tercih Edilen Substrat CA Enzimler
Grubu Grubu Sinifi
Medeiros Sinifi EDTA
Gram negatif bakterilerin
1 1 la, Ib, Id CSase C Sefalosporinler - -
Amp C enzimleri: MIR-1
Gram  pozitif  bakterilerin
2a 2a Yok PCase V A Penisilinler + -
penisilinazlar
2b 2b ] PCase | A Penisilinler, Sefalosporinler + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Penisilinler, dar ve genis TEM-3'den TEM-26’ya, SHV-
Yok (sadece IV'teki .
2be 2b' K1) CXase A spektrumlu sefalosporinler, | + - 2'den SHV-6'ya Klebsiella
monobaktamlar oxytoca K1
A TEM-30'dan TEM-36’ya TRC-
2br Yok Yok Yok Penisilinler, + - ]
2c 2c I,V PCase IV A Penisilinler, karbenisilin + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
PCase I OXA-1'den OXA-11'e
2d 2d \Y D Penisilinler,oksasilin + -
PCase lll PSE-2 (OXA-10)
P.vulgaris’in indlklenebilir
2e 2e Ic CXase A Sefalosporinler + -
sefalosporinazlari
E.cloacae’nin NMC-A’si
Penisilinler, sefalosporinler, .
2f Yok Yok Yok A + - S.marcescens’in Sme-1
karbapenemler o
enzimi
Birgok B-laktam S.maltophila’nin L1 enzimi
3 3 Yok Yok B - + .
karbapenemler dahil B.fragilis’in Ccr A enzimi
4 4 Yok Yok ND° Penisilinler - ? B.cepicia’nin penisilinazi

TC
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Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasinda Grup 1’de klavulanik asit ile inhibe
olmayan sefalosporinazlar bulunurken Grup 2’de B-laktamaz inhibitorlerine
duyarli molekdller sinif A veya D iginde yer alan enzimler bulunur. Grup 3’de
EDTA ve p-kloromerkiri benzoat digindaki B-laktamaz inhibitorlerine duyarl
olmayan metallo B-laktamazlar, Grup 4’de ise klavulonik asit ile inhibe

olmayan penisilinazlar bulunmaktadir [9].

Bu siniflandirmada Ug yeni grup olarak 2be, 2br ve 2f bulunmaktadir. TEM ve
SHV'den tureyen [-laktamazlar devamli artis gosterdigi icin bu enzim
turevleri 2b de toplanmigtir. Geniglemis spektrumlu B-laktamazlar bu
siniffamada 2be grubuna konulmustur. 2b’den izolat alip B-laktamaz
inhibitorlerine afiniteleri azalmis olan enzimler de 2br grubuna dahil edilmigtir.
2f grubundaki B-laktamazlar, aktif bolgelerinde serin iceren ve klavulanik
asitle hafif inhibe olan, karbapenemi hidroliz eden enzimlerdir. Bu
siniflandirma tablosunda ayrica oksasilin, sefoksitin ve nitrosefin i¢in substrat
profilleri, tazobaktam ile inhibisyon profili, Grup 2d’deki enzimler igin metsilin

hidrolizi bulunmaktadir [9].

Grup 1'de bulunan sefalosporinazlarin birgogu kromozomal kokenli
induklenebilen enzimlerdir. Yuksek duzeyde enzim sentezleyen deprese
mutantlarin da B-laktamazlari bu grupta yer alir. Klavulanik asit ve
Sulbaktam’dan etkilenmezler. Aztreonam ve Kloksasilin tarafindan inhibe
edilirler. Molekuler Sinif C'de yer alirlar. Kromozomal Amp-C enzimleri,
ayrica plazmit kontrolindeki FOX-1, MIR-1, MOX-1, BIL-1 B-laktamazlarlari
bu grupta bulunmaktadir. Bu grup enzimler karbapanemler ve sefepim harig
diger [B-laktamazlarlari hidroliz edebilmektedir. Sefaloridin ve sefalotini

penisilinden daha hizli hidroliz ederler [9].

Grup 2’deki enzimler substrat profillerindeki farklhilik nedeniyle alt gruplara

ayrilmistir. Bir alt grup hari¢ hepsi molekuler sinif A’”da bulunurlar [9].
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Grup 2a’da bulunan enzimler penisilini hidrolize eden, klavulonik aside
duyarh olan enzimlerdir. Kloksasilin ile inhibe edilmezler [9]. Grup 2b hem
penisilin hem de sefalosporinleri hidroliz eden (genis spektrum), klavulanik
asite duyarli B-laktamazlari igerir. Plazmid kontrolindeki TEM ve SHV-1
enzimleri bu gruptadir. Molekuler agirliklari 30 binden azdir. Yeni kusak
sefalosporinler, aztreonam ve imipeneme kargi dusuk hidrolitik aktivite
gOsterirler [9].

Daha once 2b grubunda bulunan enzimler bu siniflandirmada 2be grubu
olarak yeni bir gruba yerlestirmislerdir. Genis spektrumlu B-laktamlari hidroliz
ederler. Klavulanik asitle inhibe olmazlar. TEM-3 ile TEM-26 arasindaki
enzimleri SHV-2’den SHV-6’ya kadar olan enzimler ve Klebsiella oxytoca’'nin
K1 enzimi bu grupta bulunur [9].

Grup 2be enzimleri klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu [3-
laktamazlarin  bulundugu gruptur. TEM-30'dan TEM-36’ya kadar olan

enzimler ve TRC-1 enzimi bu grbun temsilci enzimlerindendir [9].

Grup 2c [-laktamazlari benzilpenisilini ve karbenisilini hidroliz edip,
klavulanik asite duyarli olan enzimlerdir. Kloksasilini yavas hidroliz
etmeleriyle Grup 2d enzimlerinden ayrilirlar. Penisilinleri sefalosporinlerden
¢ok daha hizl hidroliz ederler. PSE-1, PSE-3, PSE-4 -laktamazlarinin da bu
grupta yer almasi dusunulmus ancak kloksasilini hidroliz etme 6zelliginin ayirt
edici 0zellik olmasindan Grup 2d’de yer almigtir. Grup 2c enzimleri kloksasilin
veya aztreonam igin daha zayif afiniteye sahiptirler [9].

Grup 2d enzimleri kolksasilini benzilpenisilinden daha hizli hidroliz eden,
klavulanik asit ve sulbaktama direngli olan B-laktamazlardir. PSE-2 enzimi ile
beraber OXA enzimleri de bu grupta yer alir. Grup 2d B-laktamazlari diger

Grup 2'nin diger alt gruplarindan farkli olarak molekuler sinif D’de bulunurlar

9.
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Grup 2e enzimleri sefalosporinaz olmalarina ragmen Grup 1’'dekilerden farkl
olarak klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar. Grup 2f B-laktamazlari
karbapenemleri hidroliz edip, klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar. Grup 3
B-laktamazlari EDTA ile ihibe olup, klavulanik asitle inhibe olmayan
metalloenzimlerin  bulundugu gruptur. Aktiviteleri igin Zn™ iyonlarina
gereksinimleri vardir. Grup 4 enzimleri klavulanik asitle inhibe olmayan
penisilinazlarin bulundugu gruptur. Bu grup enzimlerin molekuler sinifi
belirlenmemistir. E.coli'nin, kromozomal enzimleri bu grupta yer almaktadir
[9,92].

Yeni B-laktamazlarin belirlenmesi ve siniflandirmasi icin DNA ve protein
dizilerinin saptanmasini temel alan arastirmalar yapilmaya devam etmektedir
[100].

B-laktamaz enzimleri Gram pozitif bakterilerde ekstraselller karakterde iken,
Gram negatif bakterilerde periplazmik aralikta yer almaktadir. Bu enzimler
bakteri kromozomunda veya plazmidde kodlanmaktadir. Ayrica gerek
kromozomal gerekse plazmidde bulunan B-laktamaz geninin transpozonda
da tasinabilmesi kromozom ve plazmide bagl diren¢ kavramlarini birbirine

daha da yakinlagmaktadir [97].

2.6. B-Laktamazlarin Adlandiriimalari

B-laktamazlarin bazilari tercih ettikleri susbtrata gore (CARB-FUR,IMP,0OXA),
bazilari biyokimyasal Ozelliklerine gore (SHV,NBC) adlandirilirken genlerine
gore (AMP,CepA), izole edildikleri bakterilere (AER,PSE), izolatlara (P99),
hasta isimlerine (TEM,ROB), bulan kigilere (HMS), hastaneye (MIR; RHH),
eyaletlere (OHIO) gore de adlandiriimiglardir. Bu farkli sekillerde adlandirma
B-laktamazlari karmasik bir hale sokmustur. Buglin bu adlandirmalardan
bazilari gergekliklerini yitirmiglerdir. Oregin SHV enzimi icin “sulfhdryl
variable’dan katillarak adlandirma yapilmigtir. Ancak SHV-1 enzimin aktif
bolgesinde sulfidril yerine serin hidroksil oldugu goralmustar [94].
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2.7. Kromozomal B-Laktamazlar

Gram negatif gomaklarda kromozom kontrolinde sentezlenen (3-laktamazlar
bulunur. Bunlardan bir grup Richmond-Sykes siniflamasinda Tip 1, Bush
tarafindan yapilan siniflandirmada Grup 1'de yer alan enzimlerdir. Bu
enzimler sefalosporinleri penisilinlerden daha hizli hidroliz ederken,
klavulanik asit ve sulbaktam gibi B-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen

enzimleridir [101].

Kromozomal Bush Grup | B -laktamazlari (Amp C tipi enzimler) yuksek
oranda Ureten bazi Gram negatif bakterilerde genis spektrumlu penisilinlere
ve sefalosporinlere direng gorulmektedir [102]. Grup | [-laktamazlar
induklenebilir 6zelliktedir [103]. Yani normalde bakteri tarafindan az miktarda
sentezlenen enzim, ortamda bulunan bir indukleyicinin etkisi ile yUksek
miktarlarda sentezlenmeye baslar. Farkli -laktam ajanlarin bu B-laktamazlari
indukleme yetenegi ve indukledikleri enzimlere dayanikhliklari farkhidir.
Normalde induksiyon etkisi gegici olup indukleyicinin etkisi kalkinca tekrar
bazal duzeye gelinir. Ancak bu tip B-laktamazlari Greten tlrlerde esas sorun
induksiyona gerek olmaksizin yuksek oranda (B-laktamaz ureten (dereprese)
mutantlarin  bulunmasidir. Bu mutantlar bakteri toplulugunda 10°-10®
sikliginda bulunur. 2. kusak, 3. kusak sefalosporinler, aztreonam ve
ureidopenisilinler bu tip B-laktamazlar icin zayif indukleyiciler olmalarina
kargin, Uretilen enzim tarafindan pargalanir. Dolayisiyla, bu ajanlar, tedavide
tek basglarina kullaniimalari halinde dereprese mutantlari segme
Ozelligindedir. Bunun sonucunda tedavi basarisizliklari ortaya ¢ikmaktadir.
Uglincli kusak sefalosporinlerle bakteriyemi tedavisi sirasinda dereprese
mutantlarin segilme sikhg %20-40 olarak bildiriimektedir [103]. indiklenebilir
B-laktamaz (IBL) varligi disk indiksiyon testi ile gosterilebilir. Bu testte
kuvvetli indUkleyiciler olan imipenem veya sefoksitin diskleri 3. kusak
sefalosporin diskleri ile aralarindaki mesafe 1,5-2 cm olacak sekilde yan yana
agar yuzeyine yerlestirilir. Sefalosporin diskinin zonunda indukleyiciye bakan
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tarafta bir diizlesme olmasi IBL varligi agisindan pozitif olarak degerlendirilir
[104].

AmpC B-laktamazlarin induksiyon mekanizmasi oldukga karmasiktir. AmpC
geni tarafindan kodlanan B-laktamazlarin indiksiyonunda AmpR, AmpG ve
AmpD olarak adlandirilan Ug¢ gen identifiye edilmigtir. AmpC geni kendisine
komsu bir gen olan AmpR geninin Urinu olan AmpR proteini tarafindan
normalde baskilanmaktadir. indikleyici B-laktam antibiyotigin bakteri hiicre
duvari sentezine etkisi sonucu peptidoglikan sentezi bozulur. Ortaya ¢ikan
peptidoglikan yikim drunlerinden biri (disakkarit-pentapeptit) indukleyici
molekdlin prekirsoérd olarak dusunulmektedir. Disakkarit pentapeptidin
miktari kuvvetli indukleyicilerle artar. Bir permeaz olarak gorev yapan ve bir
transmembran proteini olan AmpG bu peptidoglikan fragmentinin
monoskkarit pentapeptide donustugu induksiyon icin sinyal molekudlu ile
sitoplazma igine gegisini saglar. Monosakkarit pentapeptit AmpR proteinini
aktive eder. Aktive olan AmpR, AmpC ifadesini arttirir. Boylece B-laktamaz
sentezinde artis olur. indiiksiyonun olmadigi kosullarda AmpD proteini
monosakkarit pentapeptit sinyal molekulund hidrolizleyerek AmpR'yi
baskilayici formda tutar. Ortamda indukleyici oldugunda AmpG lehine
bozulur ve B-laktamaz induksiyonu baslar. B-laktamazlarin konstitutif olarak
asiri sentezlenmesi yoluyla gorulen direng daha ¢gok AmpC ifadesini deprese
hale getiren AmpD geninde mutasyonlara baglidir. Mutasyon sonucu
AmpD’nin baskilayici etkisi kalkacak olursa AmpG’nin etkisi surer ve ApmC
surekli olarak ifade edilerek fazla miktarda enzim sentezlenmesine neden

olur. Boylece deprese mutant izolatlar ortaya ¢ikar [73,80].

Stabil deprese mutantlar induklenebilir B-laktamaz sentezleyen bakteri
populasyonlarinda seleksiyona ugramaktadir. B-laktam antibiyotikler
arasinda sadece imipenem bu mutantlarin segimine yol agmaktadir. Diger
taraftan az sayida deprese mutant iceren induklenebilir B-laktamaz
sentezleyen  bir  bakteri  populasyonu labil-zayif  indukleyicilerle
kargilastiginda, bu bakteriler yeterli miktarda enzim sentezleyemedikleri igin
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Olurken stabil deprese mutantlarin hastane mikroflorasina yerlesmesi,

hastane infeksiyonlari yonunden de sorun yaratmaktadir [88,105,106].

indiiklenebilir B-laktamazlarla direng non-hidrolitik bir mekanizma ile de
ortaya cikabilmektedir. Bu mekanizmada induklenebilir B-laktamaz ureten
bakteri veya stabil-deprese mutant tarafindan yuksek dizeyde olusturulan -
laktamaz enzimi antibiyotigi hidrolize etmeden baglayarak biyolojik olarak
inaktif ezim komplekslerinin meydana gelmesine neden olmaktadir. Boylece
enzim miktarinin artmasina bagl olarak antibiyotigin hedef aldigi PBP’lere

ulasmasini engelleyen non-hidrolitik bir bariyer olusmaktadir [84,107].

Kromozom kontrolinde sentezlenen B-laktamazlarin bir diger grubunu Bush
siniflamasinda Grup 3'de ve molekuler sinif B'de yer alan metallo enzimler
olugturur. Kromozomal kokenli ¢inko [-laktamazlarin aktif bolgesinde
bulunan metal iyonu B-laktamaz inhibitérine duyarlihgr dusurerek
karbapenemler dahil enzimin tim genis spektrumlu B-laktamazlari hidroliz
etmesini saglar. Bu grup enzimler birbirleriyle %40 kadar sekans homolagjisi

gOsterirler ve aktif bolge civarinda bu oran %70-80’e varir [8].

1994 yilindan itibaren gesitli calismalarda imipenem direncine neden olan
blamp metallo B-laktamaz geninin plazmid araciligi ile K.pneumoniae
izolatlarina gectigi gosterilmigtir [84]. Kromozomal beta-laktamazlarla ilgili
cizelge, Cizelge 2.6’da gosterilmigtir [85].
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Cizelge 2.6. Kromozomal beta-laktamazlar [85]

Mikroorganizmanin Dayanikliligl
IndUkleme Hidrolize IndUklenebilir beta Stabil dereprese
Antibiyotikler o
Glcl Dayaniklilik Laktamazi olanlar mutantlar
- Ampisilin
- Dar spektrumlu Gigli Dayanikli Direngli Direngli
Sefalosporinler
-Genis spektrumiu
Sefalosporinler ) .
. Zayif Dayaniksiz Duyarli Direngli
Ureidopenisilinler
- Aztreonam
- Imipenem Gigli Dayanikli Duyarli Duyarli
- Temosilin Zayif Dayanikli Duyarli Duyarli

2.8. Plazmid Araciligi ile Sentezlenen ve Diger Sekonder B-Laktamazlar

Gram negatif bakterilerde sentezleri plazmid kontrolunde olan bir¢ok [3-
laktamaz tanimlanmigtir ve tanimlanmasina devam edilmektedir.

TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri

e Klasik OXA ve PSE enzimleri ve nadir dar spektrumlu enzimler

e Genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL)

e inhibitdr direncli TEM enzimleri

e Geniglemis spektrumlu sekonder B-laktamazlar (TEM ve SHV kokenli

olmayanlar).

Gram negatif bakterilerde (-laktam antibiotiklere kargi olusan direng
cogunlukla plazmid kontrolinde sentezlenen B-laktamazlar ile olusur.
Plazmid ya da transpozonlar Uzerinde bulunan B-laktamaz genleri bir
bakteride bulunan B-laktamazin diger bakteriye gecisine kolaylik sadlar.
Boylece direng genlerinin bu genetik elementler Uzerinde bulunmasi direncin

daha kolay ve hizli bir sekilde yayilmasini saglar [7].
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TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 Gram negatif gomaklarin en belirgin plazmidal {3-
laktamazlaridir. Bush siniflandirmasinda 2b’de yer alirlar. ilk izolat olan TEM-
1 1965 yilinda ampisiline direngli bir E.coli izolatindan elde edilmigtir. Daha
sonraki yillarda Enterobacteriaceae ailesinin diger Uyelerinde de gorulmeye
baslanmigtir. Plazmidal TEM-1 enzimleri bugun E.coli izolatlarinin yarisindan
fazlasinda vardir. Diger Enterobacteiaceae uyelerinde sikliklari %20-50
arasinda vardir. Ulkeden (lkeye farkllik gosterir. SHV-1 ve TEM-2, TEM1’e
gOre daha seyrek bulunmalarina ragmen tim dunyada yaygindir [8].

SHV-1 B-laktamazi ise esas olarak Klebsiella turlerinden izole edilmekle
birlikte, ginimuzde Enterobacteriaceae’deki diger cinslerde de yaygin olarak
bulunmaktadir [90,108]. Genis spektrumlu cinslerde de yaygin olarak
bulunmaktadir. Genig spektrumlu diger B-laktamazlardan TEM-1'e c¢ok
benzeyen TLE-1 E.coli izolatlarinda nadiren bulunmaktadir [60,84,89,90].

Bush’un 2be grubunda yer alan GSBL’lar TEM ya da SHV enzimlerinde 1-4
aminoasit degisikligi ile olusmuslardir. GSBL’lar ilk olarak bir K.pneumoniae
izolatinda daha sonra Enterobacteriacea’nin hemen hemen biutin Uyelerinde
bulunmustur. Ancak bugun TEM ve SHV kokenli GSBL’lar daha sik olarak
K.pneumoniae ve E.coli'de bulunmaktadir [8].

Bu mutantlarda genellikle yeni kusak sefalosporinler i¢in hem Vpax ‘1 hem de
baglanma afiniteleri yukselmis bdylece direng olusturma etkileri artmigtir [1].
Genig spektrumlu penisilinler ve dar spektrumlu sefalosporinleri oldugu gibi,
genis spektrumlu sefalosporinleri ve monobaktamlari hidrolize etme
yetenegindedirler. Karbapenemler, sefemisinler ve temosilin bunlara
dayanikhdir. Daha gok Klebsiella’'larda gozlenmektedirler, ancak diger enterik
bakterilerde de bulunmaktadirlar [85].

Geniglemis spektrumlu B-laktamazlar, TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi
enzimlerden birka¢ nokta mutasyonu ile gelismis ve penisilinler, 3. ve 4.

kusak sefalosporinlerle monobaktamlari inaktive edebilme 06zelliginde



30

enzimlerdir [9,108-110]. GuUnumuzde GSBL Ureten izolatlarla gelisen
infeksiyonlarin sagaltiminda geniglemis spektrumlu B-laktamlarin kullaniimasi
halinde tedavi basarisizliklari gorilmektedir [111]. Bu nedenle GSBL'’lerin

saptanabilmesi onemlidir.

GSBL Ureten izolatlar bazi genislemis spektrumlu B-laktam ajanlara duyarli
gibi goriinseler de MiK degerlerinde inokulum etkisi gorliir. inokulum etkisi,
GSBL dUreten mikroorganizmalarin bakteri sayisinin  yuksek oldugu
durumlarda, direng duzeylerinin de yukseldigini agiklayan bir tanimdir.
Onerilen inokulum diizeylerinde (5x10° bakteri/ml) MIK degerleri disiiktir,
ancak inokulum bir infeksiyon bélgesinde oldugu gibi 10”ye ¢ikarildiklarinda
MiK degerleri 100-500 kat yiikselmektedir. Bu durum, neden invitro testlerde
duyarli gibi gorunseler de GSBL vyapan bakterilerin etken oldugu
infeksiyonlarda genislemis spektrumlu B-laktam kullanimindan kaginilmasi
gerektigini gosterir. Enzimin substrat profili degisik olabildigi igin tutarsiz veya
mantiksiz sonuglar gorulebilir. Bu nedenle antibiyogramlarda indikator

antibiyotiklerin hemen hemen tUmunun yer almasi 6nerilmektedir [102].

Dogrulama testlerinde s6z konusu enzimlerin klavulanik asit ile inhibisyonu

temeline dayanan yontemler uygulanir [102,112].

Dogrulama testleri bu izolatlarin Amp C tipi Ureten izolatlardan ayirimi igin
onemlidir. Amp C tipi B-laktamazlar 3-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmez.
Ayrica daha once de belirtildigi gibi Amp C tipi B-laktamazlar 3. kusak
sefalosporinlerin yani sira, sefoksitin direncine de yol agar. GSBL ureten
izolatlar genellikle gentamisin ve SXT’ye de direnclidir. Cogul direngli 6zelligi
de bu tip enzimler igin bir diger ipucu olabilir. Bir izolatin GSBL urettigi
saptandiginda invitro duyarlilik sonucu ne olursa olsun, tum sefalosporinler,
penisilin tirevleri ve monobaktamlara direngli olarak rapor edilmelidir [113].
Ancak B -laktamaz inhibitor kombinasyonlari ve sefamisinler bu enzimlerden

etkilenmedikleri igin duyarhlik sinirlarina goére degerlendirilirler [102].
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Son yillarda GSBL'larin arasina katilan ve CTX-M olarak tanimlanan beta-
laktamazlar substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir [7]. CTX-M Ureten
mikroorganizmalarda sefotaksimin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)
64 pg/mL’nin (zerinde, seftazidim MiK'leri ise 2-8 pg/mL civarindadir. Buna
karsin bazi CTX-M tirleri seftazidimi de hidroliz edebilmekte, seftazidim
MiK'leri 256 ug/mL’ye c¢ikabilmektedir [114,115]. ik CTX-M beta-laktamaz
1989 yilinda Almanya'dan E.coli'de bildiriimis, o tarihten bugune kadar
Salmonella spp. basta olmak Uzere bir ¢gok Enterobacteriaceae turunde
saptanmstir [6,114,116]. CTX-M Uriner sistem infeksiyonu etkeni E.coli'lerde
bildiriimektedir [114,117]. Bu da, sefotaksim ve seftriaksonun toplumda
yaygin kullaniminin CTX-M enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadigini
dusundurmektedir [114,115].

TEM-1, TEM-2 VE SHV-1 enzimleri temosilin disinda Gram negatif
bakterilere etkili tum penisilinlere, dar spektrumlu sefalosporinlere,
sefamandol ve sefoperazona kargi etkilidirler. Genig spektrumlu
sefalosporinler, sefamisinler, monobaktamlar ve karbapenemler bu enzimlere
dayanikhidir. Klavulanik asit ve Tazobaktam TEM ve SHV enzimleri igin iyi
inhibitorlerdir, ancak sulbaktam daha zayif bir inhibitordur [7]. Genislemis
spektrumlu enzimlerin cografik olarak dagilimlari farklidir. Ornegin TEM-10
ve TEM-24 Amerika’da yayginken, Fransa’da TEM-3 Yunanistan ve
Almanya’da SHV-15’e daha sik rastlanmaktadir [8].

Extended Broad Spectrum (EBS) [(-laktamazlar TEM ve SHV -
laktamazlardan sadece 1-4 aminoasit subtitisyonu ile farkli olduklarindan,
genellikle TEM ve SHV turevleri olarak adlandirilmaktadir. Ancak EBS (-
laktamazlar ¢ok daha geniglemis bir substrat profiline sahiptir [105,118,119].
Yirmiden fazla TEM turevi EBS [-laktamaz saptandigi halde, SHV
turevlerinin sayisi ¢ok daha azdir [120]. Bu enzimler sefotaksime
seftazidimden daha etkili olan TEM-3'Un CTX-1 olarak ve seftazidime
sefotaksimden daha etkili olan TEM-5in CAZ-1 olarak adlandiriimasinda
oldugu gibi, diren¢ fenotiplerine gore de adlandiriimaktadir. Baglangicta
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E.coli ve Klebsiella turlerinde bulunmus olan EBS [-laktamazlarinin daha
sonralari Enterobacteriaceae’nin diger uyelerine yayildiklari belirlenmistir
[60,105,121,122].

in-vitro testlerde gesitli yontemler kullanilarak bu tip B-laktamaz igeren
izolatlarin tanimlanmasi 6ngorulmektedir. Cunkd belirgin duyarlihiga ragmen
GSBL ureten bakterilerle enfekte olan hastalar oxiimino [(-laktam
antibiyotiklere cevap vermezler. Bu yontemlerden biri; yuksek inokulum
kullanmaktir. inokulum miktari 10° mi'den 10" ml'ye gikarildi§i zaman MiK
degeri 16 kat yuksek degerlerde cikabilir. Diger bir yontem, GSBL’lerin (3-
laktamaz inhibitorlerine duyarlihgini gostermektedir. Bu Ozellik “disk
approximation testi” ve “E-testi” yontemi ile arastirilabilir. GSBL ureten
izolatlar sefotaksim veya seftriakson gibi oximino- B-laktamlara duyarli
bulunsa bile driner sistem infekiyonlari disinda, tedavi basarisizhigi ile
kargilasacag! i¢in tedavide kulaniimamalidirlar. GSBL’ler sefemisinlere etkili
olmamasina ragmen, izolatlar porin kaybi yuzinden sefoksitin, sefotetan ve
diger sefemisinlere rezistan olabilir. GSBL tipik olarak, aminoglikozid,
kloramfenikol, sulfonamid, trimetoprim, tetrasiklin ve alternatif tedaviyi
sinirlayan diger antibiyotiklere direng tasiyan plazmidler tarafindan kodlanir.
Florokinolonlara diren¢ sikligi, GSBL uretmeyen K.pneumoniae veya E.coli
turlerine gore daha yuksektir [123].

Karbapenemler, GSBL enzimlerine kars! in-vitro ve in-vivo olarak etkilidir ve
tedavide bir segenek olusturmaktadirlar. Diger segenekler ise [(-laktam-3-
laktamaz  inhibitord  kombinasyonlaridir.  Buna  karsin  inhibitorli
kombinasyonlar her zaman etkili olmayabilir. Ornegin, enzim ¢ok miktarda
sentezleniyorsa, birden fazla enzim varsa veya permeabilitede porin kaybina
bagli bir azalma s6z konusu ise bazi GSBL igeren bakteriler direngli olabilir.
Sulbaktamin SHV turevi enzimlere kargi ¢ok etkili olmadigi bilinmektedir
[69,123].
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inhibitér direncli TEM B-laktamazlari (IRT) Bush-Jacoby-Mederios tarafindan
yapilan son siniflandirmada Grup 2br’de yer alip amokisilin klavulanik aside
direncten sorumlu enzimlerdir. Ana enzimin 69,244. ve 276. amioasitlerindeki
mutasyonlar, bu enzimlerin B-laktam substratlarina ve klavulanik asit gibi
inhibitorlerine baglanma Ozelliklerini ve afinitelerini degdistirmistir. Tasidiklari
mutasyonlar, izoelektrik noktalari, aktiviteleri, substrat ilgileri ve inhibisyon
kinetikleri acisindan birbirinden farkh 12 IRT enzimi gosterilmigtir.
inhibitérlere  direngli  olan  beta-laktamazlar (IRT) Ugiincli  kusak
sefalosporinleri  hidroliz edebilmelerine karsin TEM veya SHV tiru
enzimlerden izolat aldiklari icin GSBL'ler ile birlikte ele alinmaktadirlar
[6,116].

IRT'ler en sik olarak E.coli'de bulunmakla birlikte K.pneumoniae, Klebsiella
oxytoca’da da bildiriimektedir. inhibitérlere direngli TEM tiirevleri klavulanik
asit ve sulbaktam ve bunlarin klinik kullanimda olan kombinasyonlarina
direngli olmalarina karsin  tazobaktam ve piperasilin/tazobaktam
kombinasyonuna duyarlidirlar [6]. inhibitére direncli enzimlerde dikkat cekici
bir bagka Ozellik de GSBL sentezleyen bakterilerin aksine bu enzimi iceren
bakterilerin toplumdan kazanilmis infeksiyonlarda da go6zlenmesidir. Bunun
toplumda amoksisilin klavulanik asitin yaygin kullanimi ile ilgili oldugu
dustndlmektedir [124].

OXA enzimleri molekll yapilarina gore sinif D'de, diger siniflandirmalara
gOre 2d grubunda yer alan enzimlerdir. Kloksasilini substrat olarak tercih
ederler. OXA enzimleri klavulanik asit ve sulbaktama direngli enzimlerdir
[7,9,95].

Karbenisinilaz grubundaki PSE-1 (CARB-2), PSE-2, PSE-3 ve PSE-4 (-
laktamazlarinin  baslangigta Pseudomonas turlerine  6zgli  oldugu
dusundlmus, oysa gunumuzde Ozellikle P.aeruginosa’da olmakla birlikte
Enterobacteriaceae’de de bulunduklari saptanmigtir. PSE-1’de (CARB-2) sik
rasttanmasina kargin, PSE-3 ve PSE-4 daha seyrek olarak olarak
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gorulmektedir. Cok siklikla izole edilmeyen PSE-2 ise OXA-2'ye benzerlik
gostermektedir [110,89,90]. Bu gruptaki CARB-1 (BRO-1) Branhamella ve
Moraxella turlerinde bulunurken, CARB-3 ve CARB-4 enzimleri sadece
P.aeruginosa’da ve nadiren bulunmaktadir. AER-1 B-laktamazi Aeromonas
hydrophila’da, SAR-1 ise V.cholerae’de ender olarak gosterilen enzimlerdir
[60,90].

PER-1 enzimi igeren izolatlar seftazidime direnclidirler (MiK >256 pg/ml).
Buna karsilik seftazidim+klavulanik aside duyarlidirlar (MiK=1-4 ug/mi).
Piperasiline diisiik direng (MiK=8-16 ug/ml) gosterirler [7].

2.9. B-Laktamaz Testleri

B-laktamaz testleri direkt ve indirekt testler olarak 2’ye ayrilmaktadir.
Geniglemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) testleri indirekt bir testtir. 3-
laktamaz testleri, direncin varligina ve yokluguna ait tanimlamalarin klinikte

bilgi olarak kullaniimalarini saglayabilecekse yapilmalidir [125].

2.9.1. Geniglemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) testleri

GSBL olugturan izolatlarin in-vitro duyarli olsalar bile genig spektrumlu
penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlara direncli olarak bildirilmeleri
Onerilmigtir. Karbapenemler bu izolatlara karsi etkilidirler. GSBL kodlayan
genler genellikle diger diren¢ genleriyle ayni plazmidde bulunduklari igin
GSBL olusturan izolatlar siklikla ¢ogul direngli olup, amino-glikozidlere ya da
trimeoprim-sulfametoksazol gibi farkli grup antibiyotiklere de direng
gOsterirler [125].

Rutin disk difiizyon testi ve MiK testleri her zaman GSBL olusturan izolatlari
tanimlayabilir. Genis spektrumlu sefalosporinler veya aztreonam igin
duyarhliktaki hafif bir azalma GSBL Uretimi igin bir ip ucu olmalidir. CLSI son

yillarda MiK ve disk difizyon testleri igin sefotaksim, sefpodoksim, seftazidim,



35

seftriakson ve aztreonam duyarliik sinirlart  tarama  dluzeyinde

spesifiklestirmigtir [126].

GSBL olusturan izolatlarin klavulanik asitle inhibisyona dayanan bazi testlerle
de tespit edilmesi mumkuandur [127].

Bunlar,

e Cift disk sineriji

e Klavulanik asit kombinasyonlu MiK (Minimum inhibisyon konsantrasyonu)
deneyi

e Fenotipik konfirmasyon testi

o E-test

e Otomatize Vitek sisemidir.

Cift disk sinerji testinde merkezde bulunan amoksisilin klavulanik asit diskinin
etrafina  merkezden merkeze 30 mm olacak sekilde 3. kusak
sefalosporinlerden biri veya aztreonam yerlestirilir. Amoksisilin klavulanik asit
diskine dogru diger disklerin inhibisyon zonlarinin geniglemesi veya disk
arasinda bir inhibisyon alaninin goézlenmesi GSBL varigini gosterir [128].
Sineriji testi MiK yéntemiyle de uygulanabilir [125].

Fenotipik konfirmasyon testi K.pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli izolatlarina
uygulanmaktadir. Bu testte seftazidim, seftazidim klavulanik asit, sefotaksim,
sefotaksim klavulanik asitli antibiyotik kombinasyonlari disk diflizyon ve MiK
testiyle denenir. Disk difuzyon testinde klavulanik asitli diskin etrafindaki
inhibisyon zonu, klavulanik asit icermeyen diske gore 5 mm veya daha fazla
ise izolatin GSBL aktivitesine sahip oldugu disinilir. MiK deneyinde
klavulanik asit kombinasyonlu antibiyotigin MiK degerinin, klavulanik asitsiz
antibiyotik MiK degerinden (g dilisyon veya daha fazla diisiik saptanmasi
pozitiflik olarak kabul edilir [126].
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E-test yontemi difflzyon ve agar dilusyon yontemlerinin modifikasyonu olan
ve konsantrasyon gradientiyle emdirilmis antimikrobiyaller iceren plastik
seritlerin  kullanildigi  bir yontemdir. Bir ucunda B-laktam antibiyotik
(seftazidim), diger ucunda B-laktam klavulanik asit kombinasyonunun
emdirildigi seritlerin kullanilmasi ile MiK degerinde inhibitérli kombinasyonun
lehine dusus saptanmasi GSBL varligina isaret etmektedir [129]. Otomatik
vitek sisteminde 3. kusak sefalosporinlerin klavulanik asit ve sulbaktamla
kombinasyonlari kullanilir. Bu kombinasyon varliginda bakteri tremesi izlenir.
Pahali fakat duyarl bir sistemdir [127].

Disk difuzyon yonteminin bir modifikasyonu olan u¢ boyutlu testler de GSBL
olusturan izolatlari saptamak mumkundur. Denenen antibiyotigin enzimatik
olarak inaktivasyonu, inhibisyon zonunun dairesel u¢ boyutlu inokilasyon

bolgesi ile kesistigi yerde genislemenin incelenmesi ile belirlenir [130].

GSBL ureten izolatlar penisilinlere, sefalosporinler (sefamisinler harig) ve
aztreonama direngli kabul edilmelidirler [125,127].

2.10. Calismada Kullanilan Antibiyotiklerin Onemli Ozellikleri

Sefalosporinlerde B-laktam halkasi yaninda, penisilinlerdeki 5 Gyeli tiyazolidin
halkasi yerine sefalosporinlerde 6 udyeli bir dihidrotiyazin halkasi
bulunmaktadir. Sefalosporin C’den yan dallar uzaklastirilarak elde edilen 7-
amino-sefalosporinik asitten ibaret sefem c¢ekirdegine farkli yan dallar
eklenerek yar1 sentetik sefalosporinler elde edilmektedir(Sekil 2.4). Sefem
cekirdeginde dihidrotiyazin halkasina 3 konumunda yeni yan dallarin (Ry)
ilavesi daha degisik ve ¢ok sayida sefalosporinin elde edilmesine olanak
saglamaktadir. Sefem cekirdegine 7 konumunda eklenen yan dallar (R+) ise
daha cok B-laktamazlara stabiliteyi etkilemektedir. Buraya eklenen acil yan
dalinda yapilan diger degisiklikler antibakteriyel aktivite ve farmakolojik
Ozelliklerde degismelere neden olmaktadir [61].
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Sekil 2.4. Sefem gekirdegi [61]

2.10.1. Amoksisilin klavulanik asit

Ticari olarak kullanima ilk giren B-laktam/B-laktamaz inhibitorudur.
Amoksisilin ve klavulanik asit gastrointestinal sistemden iyi emilirler.
Kombinasyon olarak kullanildiklarinda birbirlerinin  farmakokinetiklerini
etkilemezler [131-133].

625 mg amoksisilin/klavulanik asit'in oral olarak alinmasi sonrasi saglikli
gonululerle elde edilen farmakokinetik degerler. Cizelge 2.7°de sunulmustur
[134].

Cizelge 2.7. Amoksisilin/klavulanik asidin oral alinmasi sonrasi
farmokokinetik ozellikleri

Verilis yolu Doz mg Cmaxmg/l TmaxSaat t 4 saat AUC mgl/l.s
Oral Amoksisilin 500 8 1,3 0,92 19,4
Klavulanik asit 125 3,9 1,3 0,75 8,0

Cmaxmaksimum plazma konsantrasyonu altinda kalan alan
Tmaxmaksimum plazma konsantrasyonuna ulasma suresi

t v :yarilanma émri

AUC:Serum konsantrasyon-zaman egrisi

Amoksisilin ve klavulanik asit %18 ve %25 olmak Uzere dusuk oranlarda
proteine baglanirlar. Sistemik dolasima gegen amoksisilin/klavulanik asit

oldukga iyi bir dagilim gosterir. Orta kulak, periton ve asit sivisi, sinovyal sivi,
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kemik ve jinekolojik dokularda antibakteriyel konsantrasyonlara ulasir
[134,135].

Amoksisilin primer olarak metabolize olmadan bdbreklerden atilir. Klavulanik
asit ise %40 oraninda metabolize olur. Non-renal klirens ve bundan dolayi
bobrek yetmezliginde klvulanik asit ortagi olan antibiyotikten daha hizli
elimine edilir. B-laktam antibiyotigin toksisitesinden korumak icin doz
arahidinin acilmasi klavulanik asidin subinhibitor konsantrasyonlarina neden
olabilir. Bununla birlikte baglanmanin irreversibl olmasindan dolayr bunun
klinik anlami agik degildir [136].

2.14.2 Sefotaksim

Birgcok diger B-laktamaza direngli sefalosporinde oldugu gibi sefotaksimin
yapisal 6zelligini de metoksiiminoagil grubu vermektedir. Sefotaksimin temel
yapisina 7 konumunda syn-metoksamin grubunun girmesi ile antibakteriyel
aktivitesi artmaktadir. Ayrica sefotaksimin syn-izomeri durumunda olmasi [3-
laktamaz meydana getiren bakterilere karsi aktivitesini de arttirmaktadir. Bu
etki farki, kismen B-laktamaz etkisine syn-izomerinin daha dayanikli
olmasindan kismen de syn-izomerinin daha yuksek PBP afinitesi
gOstermesinden kaynaklanmaktadir. Sefem c¢ekirdeginin 3 konumunda
sefoksimetil suUbstitlientine sahip olmasi, sefotaksimi desasetilsefotaksimle
sonuglanan metabolik yikima duyarli hale getirmektedir. Sefotaksimin
kimyasal yapisi ve adlandiriimasi Sekil 2.7°de gosterilmistir [137-139].
Sefotaksim yuksek dercede afinite gosterdigi PBP 3’e baglanarak filaman
hdcre olusumuna, PBP 1a ve 1b’ye baglanarak da hucrenin erimesine neden
olmaktadir [140]. Sefotaksim Enterobacteriaceae ailesindeki Uyelere karsi
diger sefalosporinlerin gostermekte oldugu alisiimis etki spektrumuna
sahiptir. [137,139,140]. TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi enzimler Uuguncu
jenerasyon sefalosporinlere genellikle etkisizdir. Ancak bu enzimlerden birkag
aminoasit degisikligi ile mutasyon sonucu ortaya ¢ikan EBS B-laktamazlar
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sefotaksime direng saglamaktadir. Sefotaksimin kimyasal yapisi ve

adlandiriimasi sekil 2.5°de verilmistir [122,141].
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Sekil 2.5. Sefotaksimin kimyasal yapisi ve adlandiriimasi
[6R-[6a,7B(Z2)]]-3-[(Asetoksi)metil]-7-[[2-amino-4 tiyazolil
(metoksiimino) asetillamino]-8-okso-5-tiya-1-azabisiklo
[4.2.0]oct-2-en-2-karboksilik asit

2.14.3. Seftazidim

Sefem c¢ekirdeginin 3 numarali karbon atomuna bagli yan dallarinda yapilan
degisiklikler daha c¢ok farmakolojik o6zellikleri etkilemektedir. Ancak bazi
gruplarin varligi kismen de olsa antibakteriyel aktivitenin degigsmesine yol
acmaktadir.  Seftazidimde bulunan piridiyummetil  grubu, bilegigin
antipseudomonal aktivitesine katkida bulunmaktadir. Molekulin 7 numarali
karbon atomuna bagl yan dalda bulunan aminotiyazol grubu PBP’lerle olan
iliskiyi ve periplazmaya girisi arttirmaktadir. Bilesigin B-laktamazlara
stabilitesinin ise oksim grubu saglamaktadir. Seftazidimin 10 numarali karbon
atomuna bagli karboksipropiloksiimino grubu (-laktamaz induksiyonunun
azalmasina neden oldugu gibi, B-laktamazlara stabiliteyi de arttirmaktadir.
Ancak seftazidimin igerdigi karboksipropil grubu Gram pozitif bakterilere kargi
belirgin, Enterobacteriaceae ailesinin Uyelerine karsi orta derecede bir etki
almasina neden olur. Sefazidimin kimyasal yapisi ve adlandiriimasi Sekil
2.6'da gosterilmistir [138,142,143]. Seftazidim PBP 3’e olan yuksek
afinitesinden dolayr hucrede filaman olusumuna ve PBP 1a’ya olan
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afinitesinden dolayr da huicrenin erimesine neden olmaktadir. Ayrica
seftazidimin PBP 1b’ye olan afinitesi de fazladir [144]. Seftazidim
Enterobacteriaceae Uyelerinin gogunluguna etkilidir.
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Sekil 2.6. Seftazidimin kimyasal yapisi ve adlandiriimasi
[6R- [60,7B(2)]-1- [ [7- [ [(2-Amino-4-tiyazolil) [(1-karboksi-1-
metiletoksi)imino]asetillamino]-2-karboksi-8-okso-5-tiya-1azabisiklo
[4.2.0]oct-2-en-3-iljmetil]piridinyum hidroksit, i¢ tuz

Anaerop bakterilere iyi etkili olmamasi, seftazidim’in B-laktamazlara genellikle
yuksek duzeyde direng gosteren bir sefalosporindir. TEM-1, TEM-2, SHV-1
ve OXA-2 -laktamazlarina stabilitesi yuksektir. OXA-1 enzimi ise
seftazidime zayif etkilidir. Seftazidime, PSE (-laktamazlarindan sadece PSE-
2 ve PSE-3’Un etkili oldugu, ancak bu etkinin zayif oldugu belirlenmigtir [167-
169]. Son yilarda ortaya g¢ikan genis spektrumlu (-laktamazladan CAZ-
(TEM-5) ve CAZ-2 seftazidime diger B-laktamlara oranla daha yuksek afinite
gostermektedir. Seftazidim TEM-6, TEM-9 SHV-4, SHV-5 gibi EBS f-
laktamazlar tarafindan da hidrolize olabilmektedir [31,122].
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2.14.4. Seftriakson

Gram-negatif bakteri spektrumunun niteligi bakimindan sefotaksim ve
seftizoksime benzer. Plazma proteinlerine % 90 oraninda baglanir. BOS’a
sefotaksim ve seftizoksim kadar iyi gecer. Kismen karacigerde metabolize
edilmek veya safraya itrah edilmek ve kismende bobrekten glomeruler
filtrasyonla atilmak suretiyle yavas elimine edilir. Eliminasyon yarilanma omru
en uzun olan sefalosporindir (8 saat). izole bébrek yetmezligi olgularinda doz
ayarlanmasi gerekmez. Erigskinlerde 24 satte bir 2g i.v dozunda uygulanir.
Cocuk dozu gunde 50 mg/kg’dir, menenjitte 2 katina c¢ikarilir. Digerlerine
gore sik diyare yapan sefalosporindir, bunda barsak mikroflorasini
bozmasinin katkisi vardir. Nisbeten sik bir sekilde safra kesesinde c¢okelli
(psOdolitiazis, “safra ¢gamuru” ) yapar. Bu, bazen semptomatik olabilir (safra
koligi, bulanti ve kusma gibi); tedavi bittikten sonra iki ay iginde c¢okelti
kaybolur [147].

2.14.5. Aztreonam

Bisiklik B-laktamlarin aksine yapisinda sadece bir B-laktam halkasi bulunan
aztreonam 3-amino-monobaktamik asitten olugsan monobaktamlarin ilk
uyesidir. Monobaktamlar 2-oksosazetidin-1-sulfonik asit kisminin  3-3
konumunda ve gogunda oldugu gibi a-3 metoksi grubu ile agil yan zinciri
tarafindan karakterize edilmektedir. Aztreonam molekulu B-laktam halkasinin
azotuna bagli cgesitli substitienlerden olugsmaktadir. Aztreonamin yapisinda
bulunan B-laktam halkasinin azotuna bagli 1-silfonik asit grubu B-laktam
halkasina bagli cesitli substitientlerden olusmaktadir ve B-laktamazlarin
etkisine karsi halkanin stabilitesini de arttirmaktadir. Agil yan zincirindeki
aminotiyazoloksim kismi aerop Gram negatif bakterilere aztreonamin
gosterdigi guclu aktiviteyi saglamaktadir. Aztreonam’'in kimyasal yapisi ve
adlandirilmasi Sekil 2.7°de gosterilmistir [142-148].
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Sekil 2.7. Aztreonamin kimyasal yapisi ve adlandiriimasi
[2S [20,3B(2)1]-2- [ [ [1-(2-Amino-4-tiyazolil)-2- [(2-metil-4-0kso-1
sulfo-3-azetidinil)amino]-2oksoetilinden]amino]oksi]-2
metilpropanoik asit

Aztreonamin Gram negatif bakterilere daha fazla etkli olmasi bu bakterilerin
PBP’lerine yuksek afinite gostermesinden kaynaklanmaktadir. PBP 3’e olan
yuksek afinitesinden dolayl hucrede filaman olusumuna, PBP 1a’ya olan
ilgisinden dolayr da hucrenin erimesine neden olmaktadir. Gram pozitif
bakteriler ve anaerop bakterilerin PBP’lerine zayif afinite gosterdiginden
aztreonam bu bakterilere etkisizdir. E.coli, K.pneumoniae izolatlarinin gogu

aztreonama duyarlidir [148].

Azteronam [(-laktamazlarin ¢oguna, Ornedin; plazmid kaynakh [3-
laktamazlardan TEM-1, TEM-2, OXA-1, OXA-3 ve PSE-1, PSE-3, PSE-4’e
genellikle diren¢g gostermektedir. PSE-2 (-laktamazina ve bazi Klebsiella
izolatlarinin olsturdugu K1 B-laktamazina direngli degildir [31,122,148,149].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Klinik Ornekerin Toplanmasi ve identifikasyonu

Ankara Universitesi Tip Fakiltesi ve S.B. Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi'ne 01.01.2006-01.06.2006 tarihleri arasinda basvuran,
yatan hastalar ve poliklinik hastalarindan kan érnekleri toplanmigtir.

Kan ornekleri farkli merkezlerden ve farkli zamanlarda toplanildigi igin
bakterilerin Ureme yeteneklerini veya canliliklarini kaybedebilecekleri
dusundlerek izole edilen K.pneumoniae, K.oxytoca, E.coli bakterileri Tryptic
Soy Broth besi yerine ekildikten sonra 1 gece, 37 °C inkibe edilmistir.
Bakterilerin identifikasyonu APl 20 E (BioMerioux) kitleri kullanilarak
adlandinimigtir.  Bu identifikasyon yontemi Gram negatif c¢omaklarin
identifikasyonunda hizli sonug vermesi, kolay kullanimi, diger identifikasyon
sistemlerinin gelistirimesinde referans olmasi sebepleriyle guvenilir sonuglar
elde edilebildigi i¢in tercih edilmistir. Calismada beta-laktamaz negatif kontrol
izolati olarak E.coli ATCC 25922 kullaniimigtir.

3.2. Cift Disk Sinerji Testi

Elde edilen taze kulturlerinden Tryptik Soy Broth iginde 0,5 Mc Farland
eseline uygun suspansiyon hazirlanmig ve MHA’a (Muller Hinton Agar)
(Oxoid CMO0337) ekilmigtir. CLSI (Clinical and Laboratory Sandards Institute)
kriterlerine gore petrinin ortasina amoksislin klavulanik asit (1/2 30 pgr),
etrafina disk merkezinden disk merkezine uzakligi 30 mm olacak sekilde,
aztreonam (30 pgr), seftazidim (30 ugr), seftriakson (30 ugr), sefotaksim (30
ugr) diskleri yerlestiriimisti. Daha sonra petriler 37 °C derecede 18 saat
inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonunda zon caplar 6lgilerek
amoksisilin klavulanik asit (1/2, 30 pgr) ve diger antibiyotik diskleri arasinda
bakterin Uremedigi bir sinerji alani olusturan petriler GSBL pozitif kabul
edilmigtir [9,52]. Disk difuzyon yonteminde belirli bir miktar antibiyotik



emdirilmis kagit diskler, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart
suspansiyonun yayildigi petrinin yuzeyine yerlegtirilir. Boylelikle, diskteki
antibiyotik agar icerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu duzeylerde Uremeyi
engeller. Bunun sonucunda, disk ¢evresinde bakterilerin Gremedigi dairesel
bir inhibisyon alani olusur. Bu alanin c¢api Olgulerek “duyarli”, “orta” ve
"direncli” olacak sekilde duyarlilik kategorileri belirlenir [150-152].

3.3. Kullanilan Besi Yerleri Ve identifikasyon

3.3.1. Mueller hinton agar (Oxoid CM0337)

Beef extract 300 g

Casein hydrolysate 17,59

Nisasta 1,59

Agar 1049

Distile su ile 1000 ml’'ye tamamlanir.

Yukarida belirtilen malzemeler karistirilip kaynatilarak eritilir. 121 °C 15
dakika otaklavlanir. Soguduktan sonra petrilere dokulur [153].

3.3.2. CASO (Tryptik Soy) broth

Pankreatik sindirilmis Kazein 17,09

Enzimatik sindirilmis Soybean Meal 3,09

Dekstroz 25¢g

Sodyum Klorid 50¢9

Dipotasyum fosfat 25¢g

Distile su 1000 ml'ye tamamlanir.

Cok amagli bir besi yeri olan Tryptik Soy Broth, dehidre besiyeri 30 g/L
olacak gekilde damitik su iginde eritilir. Amaca uygun sekilde tiplere dagitilip,
otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir [154].
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3.4. GSBL Tanisinda Kullanilan Antibiyotikler

Seftazidim zonu, <22 mm Aztreonam zonu <27 mm, Sefotaksim zonu <27
mm, Seftriakson zonu <25 mm oldugu takdirde GSBL pozitif olma suphesi
icerir. llacin zon gapinin klavulanik asit ile test edildiginde tek basina test
edilmesine gore 25 mm artmasi GSBL pozitifligin igaretidir. Merkezde
amoksisilin klavulanik asit kullaniimistir. Amoksisilin klavulanik asit ve diger
antibiyotikler arasinda bakterinin Gremedigi bir inhibisyon zonu olugmasi ve
bu inhibison zonlarinin Olgulerinin Cizelge 3.1’de oldugu Olgulerde olmasi
bize o bakteri icin GSBL’nin pozitif oldugunu gostermektedir.  CLSI
kriterlerine  uygun GSBL tanisi icin antibiyotiklerin inhibisyon zonu ve
kullanilan antibiyotikler Cizelge 3.1.'de gosterilmigtir [9].

Cizelge 3.1. GSBL tanisi igin inhibisyon zonu ve kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Zon Gapi
Merkezde amoksisilin klavulanik asit (1/2 30 ugr)
Seftazidim (30 pgr) <22 mm
Aztreonam (30 pgr) <27 mm
Sefotaksim (30 pgr) <27 mm
Seftriakson (30 ugr) <25 mm

GSBL dreten Klebsiella spp., Escherichia coli izolatlari, penisilinler,
sefalosporinler veya aztreonama in vitro olarak duyarli gérinmelerine karsin,
klinik olarak bu ilaglarla tedaviye direngli olabilir. Bu izolatlarin bazilarinda
geniglemis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonam igin inhibisyon zonlari
normal duyarh populasyonun altinda fakat standart sinir degerlerin Uzerinde
bulunabilir. Boyle izolatlar penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler veya
aztreonam igin sonug bildiriimeden 6nce tarama sinir degerleri kullanilarak
olasi GSBL uretimi igin taranmalidir. Diger izolatlar standart sinir degerleri
kullanildiginda bu ilaglardan bir veya birkagina orta derecede duyarli veya
direngli gorunebilir. Tum GSBL Ureten izolatlarda test sonucu, tum

penisilinlere, sefalosporinlere ve aztreonama direncli seklinde verilmelidir [9].
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ve poliklinik

ve Arastirma Hastanesinden 69 kan 6rnegi, Ankara Universitesi Tip

Fakultesi Hastanesi'nden 122 kan ornegi alinmigtir. Her iki merkezden 191

kan oOrnegi toplanmistir. Bunlarin 124°G (%65) E.coli ve 67'si (% 3%5)
Klebsiella’dir. 67 Klebsiella izolatinin (%34,5) 66’s1 K.pneumoniae, 1’i (%0,5)
K.oxytoca'dir (Cizelge 4.1).191 izolatin yuzde oranlari Sekil 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. 191 hastanin kan kulturlerinden izole edilen bakterilerin dagilimi

Bakteriler izolat Sayisi Toplam
E.coli 124
Klebsiella 67
K pneumoniae K.oxytoca 191
66 1
65

O 124 E.coli izolati (%65)
0O 1 K.oxytoca izolati (%0,5)

B 66 K.pneumoniae izolati (%34,5)

Sekil 4.1. 191 hastanin kan orneklerinden izole edilen bakterilerin ytuzde (%)

oranlari
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Calismada incelemeye alinan 191 kan orneginden elde edilen, 124 E.coli
izolatinin 38’i (%30,6) GSBL pozitif, 86’s1 (%69,4) GSBL negatiftir. 67
Klebsiella izolatinin 19'u (%28,4) GSBL pozitif, 48'i (%71,6) GSBL negatiftir.
Tek K.oxytoca izolati ise GSBL negatiftir. 124 E.coli izolati arasinda GSBL
enzimi Ureten E.coli’lerin ylzdeleri; Sekil 4.2°'de, 67 Klebsiella izolati arasinda
GSBL enzimi Ureten Klebsiella izolatlarinin yuzdeleri Sekil 4.3'de,

gosterilmigtr.

30,60%

69,40%

I GSBL (+)(%30,6) B GSBL(-) (%69,4)

Sekil 4.2. 124 E.coli izolati arasinda GSBL enzimi Ureten E.coli’lerin
yuzde (%) dagilimlari

28,40%

\ B GSBL (+)(%28,4) B GSBL(-) (%71,6)

Sekil 4.3. 67 Klebsiella izolati arasinda GSBL enzimi Ureten Klebsiella’larin
yuzde (%) dagihimlari



48

191 Ornek arasindan 38’i (%67) E.coli, 19'u (%33) Klebsiella olmak Uzere
toplam 57 izolatin genis spektrumlu beta laktamaz enzim aktivitesi pozitif
bulunmustur (Cizelge 4.2). GSBL pozitif 57 izolatin bakteri dagilimi ylzdeleri
Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. GSBL pozitif 57 izolatin bakteri dagilimi ve yuzdeleri

Bakteriler GSBL (+) izolat sayilari Yulzdeleri Toplam GSBL (+) izolat sayisi
E.coli 38 67%

Klebsiella 19 33%

57(%100)

67%

B 38 GSBL (+) E.coli (%67) B 19 GSBL (+) Klebsiella (%33)

Sekil 4.4. GSBL pozitif 57 izolatin bakteri dagilhmi ve yuzdeleri

GSBL enzimi varlidi gift disk sinerji testi uygulanarak tespit edilmigtir. 9mm'lik
Muller Hinton Agar plaklarinda plagin ortasina bir Amoksisilin Klavulanik asit
(AMC20/10 pgr) diski yerlegtiriimis ve etrafina disk merkezinden disk
merkezine 30 mm uzaklikta olacak gsekilde Sefotaksim (CTX30 pgr),
Aztreonam (ATM 30 ugr), Seftazidim (CAZ 30 pgr), Seftriakson (CRO 30 pgr)
diskleri yerlestiriimigtir. Amoksisilin Klavulanik asit (AMC) diskine dogru
olugsan geniglemeler ve sinerji alanlari olan plaklardaki izolatlar GSBL pozitif
kabul edilmistir. GSBL pozitifligi olan bir E.coli izolatinin fotografi Resim.

1'de, Klebsiella izolatinin fotografi Resim. 2’de gosterilmigtir
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Resim 4.1. GSBL pozitif E.coli izolat

Resim 4.2. GSBL pozitif Klebsiella izolati

Bakterilerin genislemis spektrumlu beta laktamaz enzimi aktivitesi, ¢ift disk
sinerji yontemi ile arastinimig ve bu yontemde kullanilan antibiyotiklere
direnglilikleri GSBL enzimi Ureten 38 E.coli izolati igin sirasiyla %95
amoksisilin/klavulanik asit (AMC), %84 sefotaksim (CTX), %79 aztreonama
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(ATM), %79 seftriakson (CRO), %84 seftazidim (CAZ) olarak bulunmustur.

Sonuglar Cizelge 4.3’te, yuzde oranlari Sekil 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.3. GSBL enzimi Ureten E.coli izolatlarinin gift disk

sinerji testinde kullanilan antibiyotiklere direnglilik ve

duyarhliklari

izolat no

Test Edilen Antibiyotikler
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GSBL enzimi ureten 19 Klebsiella izolatinin gift disk sinerji testinde kullanilan

antibiyotiklere direnglik yuzdeleri sirasyla %100 amoksisilin/klavulanik asit
(AMC), %84 sefotaksim (CTX), %95 aztreonam (ATM), %89 seftriakson
(CRO), %84 seftazidim (CAZ) olarak bulunmustur. Sonuglar Cizelge 4.4’te,
yuzdeleri Sekil 4.6'da gosterilmigtir.

Yiizde Oranlari
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Sekil 4.6. GSBL enzimi ureten Klebsiella izolatlarinin ¢ift disk sinerji testinde
kullanilan antibiyotiklere direnclilik ve duyarliliklarinin ytuzde (%)

oranlari
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Cizelge 4.4. GSBL enzimi Ureten Klebsiella izolatlarinin ¢ift disk
sinerji testinde kullanilan antibiyotiklere direnglilik ve

duyarliliklari
izolat no Test Edilen Antibiyotikler
AMC CTX CRO CAZ ATM

1 R R R R R
2 R R S R S
3 R S R S R
4 R R R R R
5 R R R R R
6 R R R R R
7 R R R S R
8 R R R R R
9 R R R R R
10 R S R R R
11 R R R R R
12 R R R R R
13 R S R S R
14 R R R R R
15 R R S R R
16 R R R R R
17 R R R R R
18 R R R R R
19 R R R R R

R: Rezistans (Direngli) S: Sensitive(Duyarli)) AMC: Amoksisilin klavulanik asitCTX: Sefotaksim CRO: Seftriakson
CAZ: Seftazidim ATM: Aztreonam

191 ornekte, GSBL pozitifligi saptanmig 57 izolatin ¢ift disk sinerji testinde
kullanilan antibiyotiklere direnglilik yuzdeleri sirasiyla sefotaksim, seftriakson,
seftazidim ve aztreonam, amoksisilin/klavulanik asit i¢in %84, %82,5, %84,
%84, %96,5 olarak bulunmustur.

GSBL pozitif 57 izolatin (E.coli ve Klebsiella) c¢ift disk sinerji testinde
kullanilan antibiyotiklere direnglilik oranlari Cizelge 4.5'te verilmistir.

Cizelge 4.5. GSBL pozitif 57 izolatin CDST’de kullanilan antibiyotiklere
direnglilik oranlari

CDST’de Kullanilan Antibiyotikler Direngli izolat Sayisi Yiizdeleri (%)
CTX 48 84%
CRO 47 82,50%
CAZ 48 84%
AZT 48 84%
AMC 55 96,50%
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5. SONUG VE ONERILER

Gunumuzde yaygin olarak kullanilan antibiyotikler infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde yeterli etkinligi gosteremeyip, siklikla direng sorunuyla kargimiza
cikmaktadirlar. Bu direng, toplumdan kazanilmig infeksiyonlardan izole edilen
bakterilerden daha c¢ok antibiyotiklerin yogun kullanildigi hastane
ortamlarindan izole edilen bakterilerde daha yuksek bulunmaktadir [155-157].

GSBL enzimlerini kodlayan plazmitlerin farkli tlrler arasinda aktarilabilmesi
Enterobacteriaceae ailesi iginde birgcok bakterinin GSBL olusturmasina
olanak saglamigtir. Dlinyada ve Ulkemizde yapilan c¢alismalarda GSBL
olugturan bakteriler icinde K.pneumoniae ilk sirada yer almaktadir.
[31,150,156,158,159]. Ancak bizim g¢alismamizda GSBL olusturdugu
saptanan tum izolatlarin %33’Unu Klebsiella, %67’sini E.coli olugturmaktadir.
Literatir sonuglari igerisinde bizim sonucglarimiz oratalama degerlerde yer
almaktadir.  Orneklerimiz  kandan izole edilmistir.  Farkli  hasta
materyallerinden elde edilen bakterilerde GSBL sonuglari ve bakteri

siralamasi farkli olabilir.

Yurt disinda yapilan cgesitli calismalarda da GSBL sikligi, Klebsiella
izolatlarinda %13,0 ile %86,6, E.coli izolatlarinda %11,0 ile %63,6 oranlari

arasinda rapor edilmistir [160-162].

Yapilan genis kapsamli ¢aligmalarda diren¢ orani yogun bakim Unitelerinde
daha yuksek bildirilirken, yogun bakim hastalarinin altta yatan ciddi
hastaliklari, cok defa immunsuprese oluslari, sik olarak invaziv girisimlere
maruz kalmalari, hastanede daha uzun kalmalari ve c¢oklu antibiyotik
tedavilerine gereksinimleri nedeniyle hastane infeksiyonlarina da acik
olduklari ve hastanelerde antibiyotik direnci kontrolunin yogun bakim
Unitesiden baglamasi gerektigi vurgulanmaktadir [157,163,164].



Septisemi ve bakteriyemi acil tedavi gerektiren infeksiyonlar oldugu igin
tedavi yaklasimlari ile ilgili protokoller hayati onem tasimaktadir. Hastane
infeksiyonlarinda kandan izole edilen bakteri turlerinin gesitli ¢calismalarda
bayuk farklliklar gosterdigi saptanmigtir.

1994 yilindan itibaren ulkemizin farkh illerindeki yogun bakim uniteleriden
izole edilen K.pneumoniae izolatlariyla yapilan c¢alismalarda %18-%96
oraninda GSBL pozitifligi bildirilmigtir [101].

Brachman ve arkadaslari, nozokomiyal bakteriyemilerde ise en sik
kargilagilan patojenlerin E.coli’yi takiben Klebsiella tarlerinin oldugunu
bildirilmiglerdir [165]. Bu nedenle c¢alismamizda kan kulturlerinden izole
edilen E.coli ve Klebsiella bakterilerinin GSBL 6zelligi ¢caligiimistir.

Bizim calismamizda, 191 kan 0Ornegi incelenmis ve bunlarin 124'G E.col,
66's1 K.pneumoniae, 1'i K.oxytoca'dir. 124 E.coli izolatinin 38'i (%30,6) GSBL
pozitif 86’'s1 (%69,4) GSBL negatiftir. 67 Klebsiella izolatinin 19'u (%28,4)
GSBL pozitif, 48'i (%71,6) GSBL negatiftir. Tek K.oxytoca izolati ise GSBL
negatif olarak saptanmistir. Sonuglar asagida belirtilen literatir sonuglarinin
ortalamasinda yer almaktadir.

Livermore ve Yuan Avrupa’daki 35 merkezin yogun bakim tnitelerine ait 966
Klebisella izolatinda GSBL varligi aragtirmiglardir. Turkiye'nin de iki
merkezden 63 izolatla katildigi bu ¢alismada en yuksek GSBL pozitiflgi %59
oraniyla ulkemiz izolatlarinda bulunmustur. Calismaya katilan diger 9 avrupa
ulkesi icinde bu oran %1-49 arasinda degismektedir [156].

K.pneumoniae ve E.coli izolatlarinda GSBL sikligi1 arastirmalarinda Bualug ve
arkadaslari sirasiyla % 48 ve % 14 [166]; Kiremitgi ve arkadaglari % 42 ve %
23,3 oranlarini bildirmislerdir [167]. Calismamizda da bu iki oran sirasiyla
%28,4 ve %30,6 olarak bulunmustur. Yurt digindaki yayinlarda genellikle
K.pneumoniae izolatlarinda GSBL olugsumunu E.coli izolatlarindan daha
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yuksek bildirilirken, Datta ve arkadaslarininki gibi nadir ¢alismalarda ters
oranlar da bildirilmistir (% 12,5 ve % 16,1) [93].

istanbul Tip Fakdiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'na cesitli Kliniklerden
gonderilen toplam 626 kan Ornegi incelenmis, bunlarin %76’sinin steril
kaldigi, %24’Gnde Ureme oldugu gorulmustur. En siklikla Klebsiella turerinin
izole edildigi, bunu stafilokok ve streptokoklarin izledigi saptanmistir. Diger
Gram negatif, Gram pozitif bakterilerin ve Candida turlerinin daha az siklikla
izole edildigi, bunlarin arasinda Pseodomonas turlerinin 6 kan orneginden,
E.coli izolatlarinin ise 3 kan ornginden izole edildigi tespit edilmigtir [168].
Ayni anabilim dalinda yapilan bir diger calismada 3181 kan Orneginin
2356’sinin steril kaldigi, 825’'inde Ureme oldugu sapanmistir. Siklikla izole
edilen bakteriler arasinda K.pneumoniae’nin ilk sirada yer aldigi (268 izolat),
E.coli'nin (16 izolat) ve P.aeuruginosa ‘nin (8 izolat) cok daha az sayida izole
edildigi belirlenmistir [168].

Mutlu ve arkadaslari, yapmis olduklan c¢alismada 351 kan Ornegini
incelemigler, 312’sinin steril kaldigini  bildirmiglerdir. Ureme olan kan
orneklerinden Candida turlerinin en siklikla izole edildigini, bunu gesgitli Gram
negatif ve Gram pozitif bakteri turlerinin takip ettigini, bunlar arasinda 8
K.pneumoniae, 4 E.coli ve 2 P.aeruginosa izolatinin bulundugunu tespit
etmislerdir [169].

Vural'in yaptigi galismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobyoloji
Laboratuarina 01.02.2005-01.05.2005 tarihleri arasinda basvuran, yatan
hastalar ve poliklinik hastalarindan gesitli kultir 6rnekleri toplanmigtir. GSBL
varhgi cift disk sinerji yontemiyle incelenmistir. 100 Klebsiella izolatinin 70’i
Klebsiella pneumoniae, 30'u Klebsiella oxytoca olarak tanimlanmigtir. E.coli
izolatlarinin 19’unda (%19) GSBL varhgi saptanmistir. Klebsiella izolatlarinin
34’'unde (%34) GSBL bulunmustur. 70 K.pnemoniae izolatinin 30’'unda
(%43), 30 K.oxytoca izolatinin 4’Unde (%13) GSBL varligi bulunmustur [170].
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Urdogan ve arkadaslari, poliklinik hasta grubundan izole edilen 100 izolat ve
yatan hasta grubundan 789 izolat olmak Uzere toplam 179 E.coli izolatinda,
cift disk sinerji yontemi ile yaptiklari GSBL sikhidi ¢alismasinda, yatan hasta
grubunda 10 (%13), poliklinik hasta grubunda 1 (%1) oraninda geniglemis
spektrumlu B-latamaz saptamislardir [171].

Hosgor ve arkadaslari, 1997°de yaptigi ¢calismada, ¢ift disk sineriji testi ile 51
E.coli ‘nin %18'inde, 3 boyutlu test ile %25'inde GSBL Uretimi saptamiglardir.
Bu oranlar K.pneumoniae‘de ise sirasiyla %43 ve %46 olarak bulunmustur.
istatistiksel degerlendirmede cift diskli sinerji testi ile 3 boyutlu test arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir [172]. Thomson ve arkadaslar ise GSBL
pozitif oldugu bilinen izolatlarla ilgili yaptiklar ¢alismada, GSBL Uretimini gitf
diskli sinerji testi ile %79, 3 boyutlu test ile %93 oraninda saptamiglardir
[173].

Akcam ve arkadaslari, gesitli klinik orneklerden izole edilen ve hastane
infeksiyonu etkeni olarak tanimlanan 135 Gram negatif bakteride (83
Escherichia coli, 40 Klebsiella spp., 12 Proteus spp.) genis spektrumlu beta-
laktamaz sikhgini, ¢ift disk sinerji testi ve E-test® yontemleriyle
arastinimiglardir. CDST ile E.coli izolatlarinin 6 (%7,2)'sinde, Klebsiella
izolatlarinin 14 (%35)’Unde; E-test® ile E.coli izolatlarinin 7 (%8,4)’sinde,
Klebsiella izolatlarinin 15 (%37,5)inde GSBL uretimi saptanmistir. Proteus
izolatlarinda ise ne CDST ile ne de E-test® yontemi ile GSBL pozitifligi
saptanmamigtir. Turkiye’de yapilan iki ayri calismada hastane kaynakl K.
Pneumoniae ve E. coli izolatlarina GSBL enzimi pozitifligi sirasiyla %55,5 ve
%15,5 [174] ile %45,0 ve %32,0 olarak saptanmigtir.

Abacioglu ve arkadaglari E-test® ve CDST yontemlerinin karsilastirildigi
calismalarinda, K. pneumoniae’de E-test® ile %50,0, CDST ile %62,0
oranlarinda GSBL pozitifligi saptamiglardir [175].
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Saragli ve arkadasglarinin, yaptiklar ¢alismada hastaneden izole edilen 610
E.coli, 212 K.pneumoniae, 68 K.oxytoca ve 26 K.ozanae’'de ¢ift disk sineriji
testi ve E-test yontemleri kullanilarak GSBL Uretimi arastinimistir.
Escherichia coli izolatlarinin E-test yontemi ile dordunde cift disk sinerji
yontemi ile 21’inde; K. pneumoniae izolatlarinin ise E-test yontemi ile 31'inde,
CDST yontemi ile 40'Inda GSBL pozitifligi saptanmig, Klebsiella oxytoca ve
K.ozanae izolatlarinda GSBL uretimi saptanmamigtir [176].

Akyildiz ve arkadaglari, Haziran 1994-Mayis 1996 tarihleri arasinda GATA
Haydarpasa Egitim Hastanesi infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji
Servisi laboratuvarinda gesitli klinik orneklerden izole edilen 67 Klebsiella
pneumoniae izolatinda c¢ift disk sinerji ve 3 boyutlu test ile GSBL sikhgi
arastinimis. Calisilan 67 K. pneumoniae izolatinin 10'unda (%15) GSBL
varhgr saptanmigtir. GSBL varligi bu 10 izolatin 8'inde her iki yontemle,
birinde yalniz cift diskli sinerji testi ile ve digerinde yalniz 3 boyutlu test ile
belirlenmistir [177].

Fincanci ve arkadaglarinin yaptigi calismada, genigletilmis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) Uretiminin gosterilmesi amaciyla kullanlan dort farkl
yontemin etkinligi karsilastiriimistir [178]. Ayaktan ve yatan hastalara ait klinik
orneklerden izole edilen 89 Klebsiella pneumoniae, 7 Klebsiella oxytoca ve

63 Escherichia coli izolatinin timinde,

a) Disk difuzyon testinde seftazidim, aztreonam, sefotaksim ve seftriaksonun
direng paternleri (DP) incelenerek,

b) Bu antibiyotiklerin zon gaplarn (ZC) olgulip GSBL Uretimi igin belirlenmig
sinir de@erlerle karsilastirilarak,

c) 25 ve 30 mm disk aralikli ¢ift disk sinerji (CDS) testleri ile ve

d) Klebsiella izolatlarinda E test ile GSBL uretimi aragtiriimistir.

En yuksek GSBL pozitiflik orani K. pneumoniae izolatlarinda ve ZC testi ile
elde edilmis (%79), E. coli izolatlarinda ise bu test ile %11 oraninda pozitiflik
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saptanmistir (p<0,001). Ayaktan ve yatan hastalardan alinan orneklerden
izole edilen bakteriler arasinda GSBL uretimi sikhdi arasinda anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05). Spearman korelasyon testi DP ile CDST (25 mm)
arasinda c¢ok iyi (r=0,77), ZC ile E test arasinda orta (r=0,40), diger testler
arasinda iyi derecede (r=0,64-0,74) uyum oldugunu gostermistir [199]. Biz de
calismamizda guvenilirligi, rutinde kolay uygulanir olmasi ve ekonomik

maaliyeti sebebiyle cift disk sinerji testini kullamay! sectik.

Yine Fincanci ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada izole ettikleri Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve E.coli izolatlarinda GSBL pozitifligi
saptanan izolatlarin ¢ift disk sinerj testinde kullanilan antibiyotiklere
direncliklik yuzdeleri; sirasiyla sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve
aztreonam igin %80,6 bulmuslardir [178]. Bizim c¢alismamizda toplam 57
GSBL pozitifligi saptanmig izolatta sirasiyla sirasiyla sefotaksim, seftriakson,
seftazidim ve aztreonam icin %84, %82,5, %84, %84 olarak bulunmus,
merkezde yer alan amoksisilin/klavulanik asit igin ise %96,5 oraninda yuksek
bir deger bulunmustur. Sonuglar Fincanci ve arkadaslarinin bulgulari ile

paralellik gostermektedir.

Calismamizda GSBL enzimi ureten 38 E.coli izolati igin ¢ift disk siner;ji
yonteminde kullanilan antibiyotiklere direnclilik ylUzdeleri ise; %95'i
amoksisilin/klavulanik asite (AMC) direng gostermigtir. %84’G sefotaksime
(CTX) direng gosterirken %79u aztreonama (ATM) direng gostermigtir.
Seftriakson (CRO)'a direng %79 bulunurken, seftazidim (CAZ)'a direng %84
bulunmustur. GSBL enzimi ureten 19 Klebsiella izolati i¢in cift disk sinerji
yontemindeki atibiyotiklere direnglilik yuzdeleri ise %100
amoksisilin/klavulanik asit (AMC), sefotaksime (CTX) %84, aztreonama
(ATM) %95, seftriaksona (CRO) da %89, seftazidime (CAZ) direng %84

bulunmustur.

K.pneumoniae izolatlarina denenen antibiyotiklerin etkisine ait calismalar
elde edilen bulgulara gore farklihk gostermekle birlikte, Glkemizde yaplian
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calismalarda genel olarak imipenem diginda diger antibiyotiklere direng
oranlarinin, yurt diginda yapilmis galismalara kiyasla daha yuksek oldugu
saptanmistir [179].

Akylldiz ve arkadaslari, 5 degisik beta-laktam antibiyotie direncin
arastinldigi 67 Klebsiella izolatinda beta-laktam antibiyotiklere karsi en
yuksek direng oranlari, disk difuzyon yontemi ile sefoksitine (%28),
mikrodilisyon yontemi ile seftriaksona (%42) ve E testi ile seftriaksona (%50)
kargi bulunmustur. Disk difzyon yontemi ile beta-laktam antibiyotiklere orta
derecede duyarli bulunan izolatlar mikrodilisyon yontemi ile denendiginde,
seftriaksona 13 izolattan 11'i, sefotaksime 13 izolattan 6'si, seftazidime 8
izolattan 3'U, sefoksitine 3 izolattan 3'lU ve aztreonama 12 izolattan 4'U
direncli bulunmus; ayrica 1 izolatin sefotaksime duyarl oldugu saptanmistir.
Disk difizyon yontemiyle beta-laktam antibiyotiklere orta derecede duyarli
bulunan izolatlardan E testi ile c¢alisilan izolatlardan 30'u arasinda;
seftriaksona 9 izolattan 8'i, sefotaksime 9 izolattan 4'U, seftazidime 3 izolattan
3'U, sefoksitine 2 izolattan 2'si ve aztreonama 3 izolattan 1'i direncli

bulunmustur [177].

Yukarida literaturlerle de agiklandigi gibi GSBL sikligi antibiyotik kullanimi ve
tercih edilen yontemlerin 6zelligine bagl olarak Ulkeler, hastaneler hatta ayni

hastane igindeki farkl klinikler arasinda degisiklikler gosterebilmektedir.

Rutin antibiyogramlarda duyarli bulunduklar antibiyotiklerle tedavi edilen
infeksiyonlarda, bazen tedavi basarisizligi goralmektedir. Bu durumun sik¢a
rastlanan nedenlerinden birisi antibiyotigin farmakokinetigine gereken 6nemin
verilmeyisidir. Bu sorunun en sik orneklerinden biri GSBL ureten bakterilerdir.
Rutin disk difizyon, dilisyon ve otomatize duyarlilik testleri ile GSBL’I pozitif
oldugu saptanamayan bu baktererin Ugunclu kugsak sefalosporinlere ve
monobaktamlara duyarli olarak bildiriimesi, tedavi basarisizligina vyol
acabilmektedir. Ek olarak etkisiz tedavi, bu antibiyotiklere direncli izolatlarin
secilmesi sonucu hastanede gittikge daha baskin duruma gelmelerini
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saglamaktadir [180]. Bu yalanci duyarlilik sorunu nedeni ile bu tip B-
laktamazlara sahip bakterilerde, direnci tam olarak saptayabilmek amaciyla
antibiyogramda 06zel testlerin yapilmasi veya yorumlamay! saglayacak
sekilde disk diziliminin uygulanmasi gerekmektedir [178].

Bu calismada disk dizilimi CLSI'nda 6nerdigi sekilde merkezde amoksisilin
klavulanik asit olmak Uzere disk merkezinden disk merkezine 30 mm
uzaklikta olacak sekilde aztreonam, seftazidim, sefotaksim ve seftriakson
antibiyotik diskleri yerlestirilmistir.

Sonu¢ olarak; direng oranlari, kullanilan antibiyotiklere, bakteri turune,
kullanilan yonteme, ulkelere ve Kliniklere gore surekli degistigi icin
hastanelerde infeksiyon etkeni ve antibiyotiklere  duyarliliklarinin
arastirilmasina  yonelik  c¢alismalarin  Onemi  gittikce  artmaktadir.
Calismamizda cift disk sinerji yonteminde kullanilan antibiyotiklere direncin
literatire oranla anlamli derecede arttigi gorulmustir. GSBL’lar ancak
spesifik testler veya antibiyogramda Ozel diuzenlemeler ile saptanabilen
antibiyotik direng mekanizmalaridir. infeksiyon etkeninin direng fenotipinin
ortaya koyulacagi mekanizmalarin belirlenmesi, tedavi sonuglarini etkileyerek
gereksiz antibiyotik kullanimini dnleyebilecektir. GSBL pozitif sonuglar tespit

edildiginde epidemiyolojik galigmalarin da baglatiimasi dnerilmektedir.
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