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OZET

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Ureten Escherichia coli ve Klebsiella spp. suslariyla olusan
enfeksiyonlar ciddi bir sorun teskil etmekte olup, bunlarin tedavisinde siklikla karbapenemler kullanilmak-
tadir. Bununla birlikte son yillarda karbapenemlere direncli E.coli ve Klebsiella spp. enfeksiyonlari goriilmek-
tedir. Bu calismada, GSBL Ureten E.coli ve Klebsiella spp. klinik izolatlarinin ertapenem ve diger karbape-
nemlere karsi duyarlihdinin arastinlmasi amaclanmistir. Calismaya, Ocak 2007-Subat 2008 tarihleri arasin-
da hastanede yatan ve polikliniklere basvuran hastalara ait 208 idrar, 16 kan, 26 yara, 17 steril viicut sivi-
s, dort trakeal aspirat ve yedi diger 6rneklerden izole edilen GSBL pozitif 239 E.coli, 28 Klebsiella pneumo-
niae ve 11 Klebsiella oxytoca susu dahil edilmistir. Bakterilerin tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler
kullanilmis; antibiyotik duyarlliklari “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” standartlarina go-
re Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle calisiimistir. Izolatlarin GSBL dretimi ift disk sinerji yontemiyle
arastinilmis, sipheli olgularda sefotaksim-klavulanik asit E test seritleri (BioMerieux, Fransa) kullaniimistir.
Karbapeneme direncli suslarda CLSI tarama kriterlerine gore modifiye Hodge testi calisiimis ve ertapenem
(Etest®, BioMerieux, Fransa), imipenem ve meropenem (M.I.C. Evaluator Strips, Oxoid, ingiltere) icin mi-
nimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenmistir. Calisilan tim suslar (278/278; %100) ami-
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kasine duyarli bulunmus; imipenem/meropenem duyarlihg %99.3 (276/278), ertapenem duyarlilig
%98.6 (274/278) olarak saptanmistir. E.coli, K.pneumoniae ve K.oxytoca suslari ayri ayri degerlendirildigin-
de; ertapenem duyarlihg sirasiyla %99.2, %96.4 ve %90.9, imipenem/meropenem duyarliligi ise sirasiy-
la %100, %96.4 ve %90.9 olarak saptanmistir. Calismamizda iki E.coli, bir K.oxytoca ve bir K.pneumoniae
susunda karbapenem direnci saptanmigtir. Iki Klebsiella spp. susu caligilan tiim karbapenemlere direncli bu-
lunmus (MIK > 32 pg/ml); iki E.coli susunun ertapeneme direncli (MIK > 32 pg/ml), ancak imipenem
(MiK= 0.25 ug/ml) ve meropeneme (MiK= 0.5 ug/ml) duyarl oldugu izlenmistir. Karbapeneme direncli
olan dort susta modifiye Hodge testi ile karbapenemaz lretimi gosterilmistir. Sonug olarak, son yillarda
karbapenemaz Ureten suglarin artmasi nedeniyle, GSBL ureten gram-negatif izolatlarin karbapenemaz Ure-
timi acisindan rutin olarak taranmasi, gerekli durumlarda dogrulama testinin yapiimasinin uygun olacagi
kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Ertapenem; GSBL, karbapenemaz; modifiye Hodge testi.

ABSTRACT

Infections caused by extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing Escherichia coli and Kleb-
siella spp. constitute severe problems. Carbapenems are commonly used to treat these infections. Ho-
wever, infections caused by carbapenem-resistant gram-negative bacteria show an increasing trend re-
cently. The aim of this study was to investigate the susceptibilities of ESBL-producing E.coli and Klebsiel-
la spp. to ertapenem and other carbapenems. A total of 239 E.coli, 28 K.pneumoniae and 11 K.oxytoca
strains isolated from clinical specimens (208 urine, 16 blood, 26 wound, 17 sterile body fluids, four trac-
heal aspirates and seven others) of hospitalized patients and outpatients between January 2007-Febru-
ary 2008, were included to the study. The isolates were identified by conventional methods, and antibi-
otic susceptibility tests were performed by Kirby Bauer disc diffusion method according to Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) standards. ESBL production was tested by double disk diffusion
method. When ESBL production was indeterminate, cefotaxime-clavulanic acid E test (BioMerieux, Fran-
ce) was used. According to the CLSI standards modified Hodge test was performed for carbapenem re-
sistant isolates and minimal inhibitory concentration (MIC) values were detected for ertapenem (Etest®,
BioMerieux, France), imipenem and meropenem (M.I.C. Evaluator Strips, Oxoid, UK). All of the isolates
were found susceptible to amikacin (278/278; 100%), whereas the susceptibility rates for imipenem/me-
ropenem and ertapenem were 99.3% (276/278) and 98.6% (274/278), respectively. When evaluated
individually, ertapenem susceptibilities of E.coli, K.pneumoniae and K.oxytoca strains were 99.2%, 96.4%
and 90.9%, respectively, while these rates were 100%, 96.4% and 90.9%, respectively, for imipe-
nem/meropenem. Carbapenem resistance was detected in two E.coli, one K.oxytoca and one K.pneumo-
niae isolates. While two Klebsiella spp. isolates were resistant to all of the tested carbapenems (MIC > 32
pg/ml), two E.coli isolates were resistant to ertapenem (MIC > 32 pug/ml) but susceptible to imipenem
(MIC= 0.25 pg/ml) and meropenem (MIC= 0.5 pg/ml). Carbapenemase production was demonstrated
by modified Hodge test in all of the carbapenem-resistant isolates. In conclusion, ESBL-producing gram-
negative isolates should be routinely tested with a screening method for carbapenemase activity and
confirmation tests should be performed in suspected cases.

Key words: Ertapenem; ESBL; carbapenemase; modified Hodge test.

GiRis
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis ve Salmonella turleri gibi pek
cok bakteri, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimini kodlayan genlere sa-

hiptir'. Avrupa’da GSBL tireten E.coli ve Klebsiella prevalansi oldukca yiiksektir. GSBL (re-
ten bakteriler siklikla yogun bakim tnitelerinde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir-
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lar. Bununla birlikte son yillarda GSBL Ureten mikroorganizmalarla olusan toplum kay-
nakli enfeksiyonlara da rastlanmaktadir'-3. GSBL iireten bakterilerde &zellikle florokino-
lonlara karsi ylksek direnc oranlari bildirilmektedir. Ancak bu enfeksiyonlarin tedavisin-
de karbapenemler oldukca etkindir®.

imipenem ve meropenem, nozokomiyal Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.
ve GSBL ureten diger mikroorganizmalarla olusan ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kul-
lanilmaktadir. Karbapenemlerin yeni bir grubu olan ertapenem de, imipenem ve mero-
peneme benzer sekilde gram-pozitif ve gram-negatif aerobik ve anaerobik bakterilere
karsi etkili olmasina karsin, P.aeruginosa ve Acinetobacter tirlerine karsi sinirli etkiye sa-
hiptir. Bununla birlikte GSBL ve/veya AmpC tipi beta-laktamaz Ureten bircok Enterobac-
teriaceae iiyesine karsi etkindirler>. Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direnci
nadir olmasina ragmen son yillarda karbapeneme direncli veya karbapenemaz Ureten
Enterobacteriaceae ile gelisen enfeksiyonlar 6nem kazanmaya baslamistir®”. Bu calisma-
da, cok ilaca direncli GSBL pozitif gram-negatif bakterilerin, imipenem, meropenem ve
ertapeneme karsi duyarliliklarinin arastinimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2007-Subat 2008 tarihleri arasinda hastanemiz merkez laboratuva-
rina gonderilen, hastanede yatan ve polikliniklere bagvuran hastalara ait idrar, kan, yara,
steril viicut sivilari ve diger klinik 6rneklerden izole edilmis GSBL Ureten 239 E.coli ve 39
Klebsiella spp. susu alindi. Her bir hasta icin sadece bir izolat caligildI.

izolatlar konvansiyonel yontemlerle tanimlandi ve antibiyotik duyarlliklari “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)” kriterlerine uygun olarak disk diflizyon yon-
temi ile arastinldi®. Calismada izolatlarin amikasin (30 ug), gentamisin (10 pg), aztre-
onam (30 pg), sefepim (30 ug), sefazolin (30 pg), seftriakson (30 ug), siprofloksasin (5
pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), ertapenem (10 pg), piperasilin-tazobak-
tam (100/10 pg), sefaperazon-sulbaktam (75/30 pg) ve trimetoprim-siilfametoksazol
(TMP-SMX; 1.25/23.75 pg) duyarliliklari test edildi®.

Bakterilerde GSBL varligi cift disk siner;ji testi ile saptandﬂ. Supheli durumlarda sefo-
taksim/sefotaksim-klavulanik asit E-test seritleri (Etest®, BioMerieux, Fransa) ile dogrula-
ma yapildi. Karbapeneme direncli suslarda CLSI tarama kriterlerine goére modifiye Hod-
ge testi calisildi®. Bu amacla, E.coli ATCC 25922 susunun 0.5 McFarland bulanikliginda
standart stspansiyonu hazirlanarak serum fizyolojik ile 1/10 sulandirildi. Mueller-Hinton
agar plaginin yizeyine disk diflizyon yonteminde oldugu gibi ekildi. Plaklarin merkezine
ertapenem (10 pg) ve meropenem (10 pg) diski yerlestirildi. Test suslari, bu diskin dort
bir kenarindan perifere dogru cizgi ekimi seklinde 6ze ile ekildi. 35°C’de 16-18 saatlik in-
kiibasyondan sonra diskin etrafindaki yonca gorinimu veya test bakterisinin cizgisi ile
inhibisyon zonunun kesisme noktasindaki tireme artisi pozitif olarak kabul edildi®.

Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri, MiK saptama seritleri (ertape-
nem icin Etest®, BioMerieux, Fransa; imipenem ve meropenem icin Oxoid M.I.C. Evalu-
ator Strips, ingiltere) kullanilarak belirlendi.

Istatistiksel degerlendirmede SPSS 16 programi kullanildi.
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BULGULAR

Calismamizda yer alan GSBL pozitif 239 E.coli ve 39 Klebsiella spp. suglarinin izole edil-
dikleri 6rneklere gore dagihimi Tablo I'de gortlmektedir. E.coli suglarinin 165 (%70)'i,
Klebsiella spp. suslarinin ise 28 (%71.7)'i serviste yatan hastalardan izole edilmistir.

GSBL pozitif E.coli ve Klebsiella spp. suslari, amikasine %100, imipenem ve meropene-
me %99.3 ve ertapeneme %98.6 duyarli bulunmustur (Tablo II).

izolatlarin karbapenem diren¢ durumlari incelendiginde; bir K.oxytoca ve bir K.pne-
umoniae sugunda (%0.7) imipenem ve meropenem direnci; iki E.coli, bir K.oxytoca ve bir
K.pneumoniae olmak lzere toplam 4 (%?1.4) susta da ertapenem direnci saptanmistir.
imipenem, meropenem ve ertapeneme direngli suslarin izole edildikleri 6rnekler, 6rnek-
lerin gonderildigi servisler, izolatlarin disk difiizyon testi sonuclari ve MIK degerleri Tab-
lo Ill'te verilmistir. Karbapeneme direncli suslarda modifiye Hodge testi ile karbapene-
maz uretimi gosterilmistir (Resim 1).

Tablo I. GSBL Pozitif Suslarin Klinik Orneklere Gére Dagilimi

Klinik 6rnek E.coli K.oxytoca K.pneumoniae Toplam (%)
idrar 184 7 17 208 (74.9)
Yara 21 1 4 26 (9.5)
Kan 11 1 4 16 (5.8)
Steril viicut sivis* 14 1 2 17 (6.2)
Diger** 9 1 1 11 (4)
Toplam 239 11 28 278 (100)

* Parasentez, torasentez ve safra sivisi.
** 1 balgam, 2 aspirat, 1 dren, 3 kateter, 4 trakeal aspirat.

Tablo Il. GSBL Pozitif Suslarin Antibiyotik Duyarliliklari

Duyarli sus sayisi/calisilan sus sayisi (%)

Antibiyotik E.coli K.pneumoniae K.oxytoca Toplam

Amikasin 239/239 (100) 28/28 (100) 11/11 (100) 278/278 (100)
Gentamisin 114/239 (47.7) 13/28 (46.4) 10/11 (90.9) 137/278 (49.3)
CEF-SUL 159/239 (66.5) 11/24 (45.8) 3/11 (27.3) 173/273 (63.3)
PIP-TAZ 142/239 (59.4) 9/28 (32.1) 1/11 (9) 152/278 (54.7)
Siprofloksasin 68/239 (28.4) 15/28 (53.6) 9/11 (81.9) 92/278 (33.1)
TMP-SMX 63/238 (26.4) 9/26 (34.6) 7/11 (63.6) 79/275 (28.7)
Tetrasiklin 28/210 (13.3) 8/26 (30.7) 6/11 (54.5) 42/257 (16.3)
Ertapenem 237/239 (99.2) 27/28 (96.4) 10/11 (90.9) 274/278 (98.6)
imipenem 239/239 (100) 27/28 (96.4) 10/11 (90.9) 276/278 (99.3)
Meropenem 239/239 (100) 27/28 (96.4) 10/11 (90.9) 276/278 (99.3)

PIP/TAZ: Piperasilin-tazobaktam, CEF-SUL: Sefaperazon-sulbaktam, TMP-SMX: Trimetoprim-siilfametoksazol.
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Tablo Ill. Imipenem, Meropenem ve Ertapenem Disk Diftizyon Testi Sonuclari ve MIK (ug/ml) degerleri

Hasta imipenem Meropenem Ertapenem
no Servis/érnek tipi izolat DD MiK DD MIiK DD MiK
86 Cocuk cerrahisi/derin yara K.pneumoniae R 32 R 32 R 32
98 Genel cerrahi/kan K.oxytoca R 32 R 32 R 32
275 Pediatri/idrar E.coli S 025 S 05 R 32
97 Cerrahi yogun bakim/kan E.coli S 025 S 05 R 32

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, R: Direngli, S: Duyarl.

Resim 1. Modifiye Hodge testi; ertapenem diski ile saptanan karbapenemaz pozitifligi.

TARTISMA

GSBL ureten bakteriler, coklu ila¢ direnci olan bakteriler arasinda 6nemli yer tutarlar.
Yogun bakim {nitesinde yatma, cerrahi islemler, kateter kullanimi, uzun siire hastanede
kalma, sefalosporin ve aminoglikozid kullanimi, GSBL Ureten bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda risk faktorleri olarak saptanmistir®®. GSBL poxzitif suslar, nozokomiyal en-
feksiyonlarin yani sira toplum kaynakli enfeksiyonlardan da artan siklikla izole edilmekte-
dir. Ozellikle toplum kaynakli iiriner sistem enfeksiyonlari (USE)’'ndan izole edilen E.coli
suslarinda GSBL uretim orani dramatik olarak artm|§t|r3. Bu calismada da en ¢ok idrar or-
neklerinden izole edilen E.coli suslarinda GSBL pozitifligi saptanmistir (Tablo 1).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, plazmid ve transpozon araciligi ile bir bagka
susa aktarilabilir. GSBL ureten bakterilerde kinolonlar, aminoglikozidler ve TMP-SMX gi-
bi ilaclara direng yayglndlr1 0-12_Calismamizda da, kinolon, TMP-SMX ve gentamisin du-
yarlihgi sirasiyla %33.1, %28.7 ve %49.3 olmak uizere dustik bulunmustur. Hastanemiz-
de 2006 yilinda kan kultiriinde treyen GSBL pozitif E.coli izolatlarinda yapilan bir calis-
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mada, 19 E.coli izolatinin hepsi siprofloksasine direncli bulunmus, imipenem direnci ise
g6zlenmemistir'3. Kizirgil ve arkadaslari'®, kan kiiltiiriinden izole ettikleri GSBL pozitif
bakterilerde antibiyotik duyarhliklarini, siprofloksasin icin %64, TMP-SMX icin %36 ve
amikasin icin %89 olarak bulmuslar; siprofloksasine direncli suslarda ¢oklu direng gozle-
miglerdir. Bu arastiricilar, karbapenem olarak sadece meropenemi calismislar ve en etkili
antibiyotigin meropenem oldugunu bildirmislerdir.

Karbapenemler, GSBL lreten bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavi-
sinde ilk tercih edilecek ilaclardir. Kinolonlar ise, USE gibi daha az 6nem arz eden en-
feksiyonlarin tedavisinde onerilmektedir'>. In vitro calismalarda GSBL pozitif bakterile-
rin karbapenemlere oldukg¢a duyarl olduklari gériilmektedir* 1618 Grup 1 karbapenem
olan ertapenem gram-pozitif ve gram-negatif aerobik ve anaerobik bakterilere karsi et-
kindir. Intraabdominal enfeksiyonlar, toplum kaynakli pnémoni, cilt enfeksiyonlari,
komplike USE gibi pek cok enfeksiyonda giinde tek doz olarak uygulanmaktadir>19-22,
Alhambra ve arkadaslari?3, USE’den izole edilen Enterobacteriaceae {iyesi 482 bakterinin
timindn ertapenem ve imipeneme duyarli oldugunu bildirmislerdir. Fuchs ve arkadas-
lari®4 gram-pozitif ve gram-negatif 5558 klinik izolatta ertapenem ve imipenem aktivi-
tesine bakmugslar, Enterobacteriaceae ailesinde ertapenemin aktivitesini imipenemden
daha yuksek bulmuslardir. Calismamizda, GSBL pozitif E.coli ve Klebsiella spp. suglarinin
imipenem ve meropenem duyarlihgi %99.3, ertapenem duyarliligi %98.6 olarak bu-
lunmustur.

Karbapenem direncine katkida bulunan cesitli beta-laktamazlar bulunmaktadir. Bu en-
zimler ilk olarak karbapeneme direncli Serratia marcescens ve P.aeruginosa’da tanimlan-
mis ve daha sonra diger gram-negatif basillere yayilmistir’>. Karbapenemleri hidroliz
eden Sme, IMI, NMcA ve GES-2 beta-laktamazlari nadir gériilmesine karsin K.pneumoni-
ae karbapenemazlari (KPC) hizla yayllmaktad|r7'26'28. Ulkemizde de ilk olarak Aktas ve
arkadaslari?® tarafindan néroblastomali bir cocugun kan kiltirinden IMP-1 Ureten imi-
peneme direncli K.pneumoniae izole edilmistir. Calismamizda karbapeneme direncli bu-
lunan suslarin ikisi E.coli, biri K.oxytoca ve biri K.pneumoniae’dir. Livermore ve arkadasla-
3%, Avrupa ve Avustralya’da 12 merkezi kapsayan bir calismada Enterobacteriaceae aile-
sine ait 1611 izolattan Ug Enterobacter aerogenes susunu hem imipenem hem de mero-
peneme direncli olarak bildirmislerdir. Mena ve arkadaslari®! da, GSBL ireten K.pneumo-
nige ile ilgili bir salginda, etkilenen 51 hastanin ikisinde imipenem, meropenem ve erta-
penem direnci rapor etmislerdir3’.

Karbapenemaz treten K.pneumoniae izolatlar sadece imipenem veya meropenem kul-
lanilan rutin duyarlilik testlerinde saptanamayabilir. Ozellikle tiim GSBL pozitif suslarin
KPC enzimleri icin bir belirleyici olarak ertapenem duyarliigina bakilmasi onerilmekte-
dir32. Yine modifiye Hodge testi, K.pneumoniae ve E.coli'de KPC gibi karbapenemaz varli-
gini dogrulamak amaciyla kullaniimaktadir’. Moland ve arkadaslar®’, dort klinik K.pne-
umoniae izolatinda KPC-2 karbapenemazi tespit etmisler; bu suslarin hepsini ertapeneme
direncli, ikisini meropenem ve imipeneme duyarli, ikisini de meropeneme orta derecede
duyarli olarak bulmuslardir. Karaoglan ve arkadaslarinin3 ertapenem duyarliligini arastir-
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diklar calismalarinda, GSBL porzitif ¢ E.coli ve bir K.pneumoniae izolatinin hepsini ertape-
neme direncli olarak saptamislar, buna karsin iki E.coli izolatini imipeneme duyarli olarak
bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda da dort susun hepsi ertapeneme direncli bulunurken,
iki E.coli susu hem imipenem hem de meropeneme duyarli olarak saptanmigstir. Bu dort
susun hepsinde karbapenemaz aktivitesi modifiye Hodge testi ile pozitif bulunmustur.

Sonug olarak, GSBL lreten gram-negatif bakterilerin karbapenemlere olduk¢a duyar-
Il olmasina ragmen, karbapenemaz Ureten suglarin gézden kagcmamasi icin rutin duyar-
lihk testlerinde mutlaka tarama testi olarak ertapenem yer almali ve slipheli durumlarda
dogrulama testleri yapiimalidir.
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