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OZET

Gram-negatif hastane izolatlarinda genis spektrumlu R-laktamazlar (GSBL) ve cesitli direng mekaniz-
malari nedeniyle R-laktam antibiyotiklere karsi giderek artan direng, bu antibiyotiklerin ampirik kullani-
mini sinirflamaktadir. Tedaviye yon vermek icin cok merkezli stirveyans calismalarina gereksinim vardir.
Turkiye’de alti merkezin katihmi ile Haziran 2004-Ocak 2005 tarihleri arasinda yapilan ¢cok merkezli bu
calismada, 457 Escherichia coli, 390 Klebsiella pneumoniae, 194 Pseudomonas aeruginosa ve 155 Acineto-
bacter baumannii olmak lzere toplam 1196 gram-negatif hastane izolatinin seftriakson, seftazidim, sefe-
pim, imipenem, sefoperazon/sulbaktam ve piperasilin/tazobaktama karsi in vitro diren¢ durumunun ve
ayrica E.coli ve K.pneumoniae kan izolatlarinda GSBL varliginin arastirlmasi amaclanmistir. Antibiyotikle-
rin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerleri ve GSBL Uretimi E-test (AB Biodisk, Solna) yon-
temiyle saptanmistir. Direng oranlarinin belirlenmesinde CLSI direng sinir degerleri kullanilmis; GSBL tiir-
leri PCR analizi ile belirlenmistir. Calismada, E.coli suslarinin %26’sinda, K.pneumoniae suslarinin ise
%32'sinde GSBL pozitifligi saptanmis; bu oranlar kan izolati olan E.coli ve K.pneumoniae suslarinda sira-
siyla %31.7 ve %33.3 olarak izlenmistir. Kan izolatlarinda en sik tespit edilen enzimler, CTX-M (%71.4),
TEM (%49.4) ve SHV (%46.7) tirevleri olmus; en sik saptanan CTX-M tiriniin CTX-M-15 (%69.4) ol-
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dudu, bunu CTX-M-3 (%28.6) ve CTX-M-1 (%2)'in izledigi gorilmustir. E.coli izolatlarinda imipeneme
diren¢ saptanmazken, K.pneumoniae’da imipenem direnci %1.3, P.aeruginosa’da %28.9, A.baumannii'de
ise %52.2 olarak bulunmustur. E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii'de sefoperazon/sulbak-
tama karsi direng oranlari sirasiyla %6, %17.7, %27.9 ve %41.3 olarak belirlenmis, piperasilin/tazobak-
tam direnci ise sirasiyla %10.2, %22.3, %22.7 ve %78.7 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, tilkemizin ce-
sitli merkezlerinde hastane izolati gram-negatif bakterilerde GSBL oranlarinin ve B-laktamlara direncin
yiiksek oldugunu, merkezler arasinda diren¢ yoninden farkliliklar oldugunu ve tilkemizde CTX-M enzim-
lerinin hastane izolatlarinda yaygin oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik direnci, genis spektrumlu beta-laktamaz, gram-negatif bakteri, CTX-M,
beta-laktamaz inhibitordi.

ABSTRACT

Increasing resistance due to extended-spectrum R-lactamases (ESBLs) and multiple resistance mec-
hanisms in gram-negative hospital isolates restrict the role of R-lactam antibiotics in empirical treatment
of serious infections. As the prevalence of ESBL producing strains and resistance rates to antimicrobial
agents can vary in each center, local surveillance studies are required to guide therapy. In this study, in
vitro rates of resistance to ceftriaxone, ceftazidime, cefepime, imipenem, cefoperazone/sulbactam and
piperacillin/tazobactam were evaluated in 1196 gram-negative hospital isolates in a multicenter in vitro
study with the participation of six different centers in Turkey between the period of June 2004-January
2005. The isolates included Escherichia coli (n= 457), Klebsiella pneumoniae (n= 390), Pseudomonas aeru-
ginosa (n= 194) and Acinetobacter baumannii (n= 155). In addition, frequency of ESBL production and
types of enzymes were determined in blood isolates of E.coli and K.pneumoniae. MICs and ESBL produc-
tion were investigated by E-test (AB Biodisk, Solna) and the results were evaluated by using CLSI break-
points. PCR analysis was used for typing of the ESBLs. In E.coli, 26% and in K.pneumoniae 32% of the
isolates were ESBL producers. Among the blood isolates of E.coli and K.pneumoniae, 31.7% and 33.3%
produced ESBLs, respectively. CTX-M (71.4%) was the most prevalent enzyme, followed by TEM
(49.4%) and SHV (46.7%) derived enzymes. CTX-M-15 (69.4%) was the most frequent CTX-M type in
blood isolates followed by CTX-M-3 (28.6%) and CTX-M-1 (2%). Resistance to imipenem was not ob-
served in E.coli isolates, however it was 1.3% in K.pneumoniae, 28.9% in P.aeruginosa and 52.2% in A.ba-
umannii strains. Resistance to cefoperazone/sulbactam was found as 6%, 17.7%, 27.9% and 41.3% in
E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa and A.baumannii isolates, respectively, whereas resistance rates to pi-
peracillin/tazobactam were 10.2%, 22.3%, 22.7% and 78.7%, respectively. These results indicate that
ESBL production and rates of resistance to B-lactam antibiotics are high in hospital isolates of gram-ne-
gative bacteria in Turkey, however, they show variations in different hospitals and CTX-M enzymes are
prevalent in these isolates.

Key words: Antimicrobial resistance, extended-spectrum beta-lactamase, gram-negative bacteria, CTX-
M, beta-lactamase inhibitor.

GIRis

Hastane izolati olan gram-negatif bakterilerde genis spektrumlu R-laktamazlar (GSBL)
ve degisik grup antibiyotiklere diren¢ olusturan mekanizmalar nedeniyle artan direng,
son yillarda ciddi enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde R-laktam antibiyotiklerin kullanimi-
ni kisitlamigtir' 3. Her merkezde GSBL olusturan bakterilerin sikhigi ve antibiyotiklere di-
reng oranlar degisiklik gosterebileceginden, ulkemizde tedaviye yon verebilecek siirve-
yans arastirmalarina gereksinim duyulmaktadir. HITIT ¢alismasi, 2005 yilinda tamamla-
nan ve Tirkiye'nin degisik bolgelerinden alti merkezin katilimi ile gerceklestirilen bir siir-
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veyans calismasidir. Bu calismada, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii hastane izolatlarinin cesitli R-laktam antibiyotikle-
re, karbapeneme ve iki R-laktamaz inhibitori kombinasyonuna karsi diren¢ oranlarinin
belirlenmesi, ayrica E.coli ve K.pneumoniae’da en sik olan R-laktamaz tirlerinin saptan-
masl amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Alt merkezin katildigi bu calismada, ayni zaman diliminde (Haziran 2004-Ocak 2005)
ardisik olarak toplanan izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri her mer-
kezde ayni protokol izlenerek gerceklestirildi. Hastanede yatan hastalara ait klinik 6rnek-
lerden (323 kan, 548 idrar, 152 solunum yolu, 122 yara ve 51 diger viicut sivilari) izole
edilen toplam 1145 sus calismaya alindi. Her hastadan sadece bir adet izolat calisildi.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerle-
ri ve GSBL Uretimi E-test (AB-Biodisk, Solna) yontemiyle saptandi. Kontrol olarak E.coli
ATCC 25922 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslari kullanildi*. MIK degerleri CLSI standart-
larinda yer alan direng sinir degerlerine gore yorumlandi. Sefoperazon/sulbaktam icin,
tek basina sefoperazon icin verilen sinir degeri kullanildi. GSBL urettigi belirlenen E.coli
ve K.pneumoniae kan izolatlari, ileri arastirmalarin yapilimasi icin Dokuz Eyliil Universitesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalina génderildi. bla, ,, varhgi (CTX-M gruplari 1, 2, 8 ve 9),
bla,, ve blag, PCRile arastinldi®”’. Dizi analizi cift iplikte yapildi (Macrogen Inc, Korea)
ve karsilik gelen CTX-M tipleri “Clustal X" programi ile referans dizilerle karsilastirilarak

ayirt edildi.
BULGULAR

Calismaya alinan izolat sayilari, antibiyotiklerin MiKso' MiK90 degerleri ve direnc oran-
lari Tablo I'de gosterilmistir. TUm bakterilerde sefalosporinlerin MiK90 degerleri dirgng sl-
nir deg@erinin Uzerindedir. E.coli izolatlarinin %11.2'si yogun bakim Gniteleri (YBU)'nde
yatan hastalardan izole edilmistir. izolatlarin hicbirinde karbapenem direnci gézlenme-
mistir. TUm E.coli izolatlarinin %26'si, kan izolatlarinin ise %31.7’sinin GSBL Urettigi be-
lirlenmistir; YBU’den izole edilenlerde ise bu oran %33.3"tiir.

K.pneumoniae'da izolatlarin %16.2’si YBU’dendir. Karbapenem direnci {i¢ hastanede
gO6zlenmistir (Tablo II). K.pneumoniae’nin kan izolatlarinda GSBL orani %33.3 bulunmus-
tur; tim izolatlarda ise bu oran %32.3'tlir. GSBL Ureten izolatlarin oranlari, merkezlere
ve orneklere gore farklilik gostermistir. idrar izolati E.coli suslarinin %22’si ile K.pneumo-
niae suslarinin %34.6'sinin GSBL Urettigi izlenmistir.

P.aeruginosa izolatlarinin %27.8'i, A.baumannii izolatlarinin ise yaklasik olarak yarisi
YBU’den gelen érneklerde iremistir. P.aeruginosa’da antibiyotiklere direnc ydniinden
merkezler arasinda buyuk farkliliklar vardir.

GSBL (Urettigi saptanan E.coli ve K.pneumoniae kan izolatlarinda en fazla CTX-M
(%71.4) tlrevi enzimler saptanmis, bunu TEM (%49.4) ve SHV'den koken alan enzim-

ler (%46.7) izlemistir. CTX-M pozitif izolatlarin ileri analizinde sadece bla ., ,, , saptan-
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Tablo I. Hastane izolatlarinda MiK

50/ M/K90 Degerleri (ig/ml) ve Direng (R) Oranlari (%)

E.coli K.pneumoniae P.aeruginosa  A.baumannii
(n= 457) (n=390) (n=194) (n=155)
Seftriakson MiK50 0.125 0.125 128 > 256
MK, > 256 > 256 > 256 > 256
R 26 31.3 95.4 95.5
Seftazidim MIK,, 0.25 0.50 2 64
MiKg, 32 256 256 > 256
R 21.8 24.6 253 82.6
Sefepim MIK,, 0.125 0.25 8 32
MKy, 32 64 128 > 256
R 19.9 21.3 32.9 77.5
imipenem MiK,, 0.25 0.25 2 16
MiKg, 0.25 0.50 32 > 32
R 0 1.3 28.9 52.2
Sefoperazon/ MIK,, 1 2 8 16
sulbaktam MKy, 16 64 128 64
R 6 17.7 27.9 41.3
Piperasilin/ MlK50 2 4 8 > 256
tazobaktam MK, 16 > 256 > 256 > 256
R 10.2 223 22.7 78.7

mig ve bunlarin da CTX-M-15, CTX-M-3 ve bir E.coli izolatinda CTX-M-1 oldugu belir-
lenmistir (Tablo II).

TARTISMA

Her gecen yil gram-negatif bakterilerde ortaya cikan yeni diren¢ mekanizmalari nede-
niyle, bu bakterilerde antibiyotiklere diren¢ oranlarinin yakindan izlenmesi gerekmekte-
dir. Ozellikle ampirik tedaviye yén verecek genis capl arastirmalarin farkli merkezlerin ka-
tilimi ile yapilmasi, hem arastirilan bakteri sayisinin yiiksek olmasina, hem de degisik
merkezlerdeki diren¢ oranlarinin karsilastirlmasina olanak vermektedir. HITIT stirveyansi
ayni zaman diliminde, Turkiye'nin degisik merkezlerindeki hastane izolatlarinda cesitli 8-
laktam antibiyotikleri, imipenem ve iki R-laktamaz inhibitoérii kombinasyonuna direng
oranlarinin saptanmasini amaclamistir. Her merkezde, protokolde belirtilen sayida bak-
teri Uzerinde ayni yontem kullanilarak ve CLSI standartlari dogrultusunda in vitro antibi-
yotik duyarlilik testleri yapilmis, E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda GSBL sikligi arastiril-
mis, ayrica en sik olan GSBL tipleri belirlenmistir. Bu calismada ayrica, sefoperazon/sul-
baktam ve piperasilin/tazobaktamin in vitro aktiviteleri de karsilastiriimistir.

Bu calismanin sonuclarina gore, E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii'nin
hastane izolatlarinda tglincl ve dordiinct kusak sefalosporinlere ylksek oranda direng
s6z konusudur. Bu direng oranlari merkezlere gore degisiklik gostermektedir. imipeneme
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Tablo Ill. CTX-M Pozitif E.coli ve K.pneumoniae Izolatlarinda Saptanan CTX-M Tiirleri

E.coli K.pneumoniae
Sayi % Sayi %
CTX-M-15 21 80.8 13 56.5
CTX-M-3 4 15.4 10 43.5
CTX-M-1 1 3.8
Toplam 26 100 23 100

direncli E.coli izolati saptanmamakla birlikte iki merkezde imipeneme direncli K.pneumo-
niae susu bulunmus, ancak bu izolatlardaki diren¢ mekanizmasi belirlenmemistir. Son yil-
larda K.pneumoniae’da “KPC” olarak tanimlanan karbapenemazlara iligkin bildiriler tim
diinyada artis gostermistir®. Ulkemizde K.pneumoniae’da karbapenemlere direnc olustu-
ran plazmid kontrolu altinda bulunan OXA-48 ve VIM enzimleri bildirilmis, ancak KPC en-
zimleri heniiz bildirilmemistir®°. KPC iceren K.pneumoniae izolatlarinin gii¢ eradike edil-
dikleri ve plazmid kaynakli olduklarindan dolayr hizla yayildiklari belirtiimektedir; bu ba-
kimdan K.pneumoniae’da imipenem direncinin tlkemizde yakindan izlenmesi gereklidir.

E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda GSBL sikhidi klinik 6rneklere gore farkhlik gosterdi-
i gibi merkezler arasinda da farkli bulunmustur. iki merkez disinda timiinde GSBL dre-
ten izolatlarin orani K.pneumoniae’da daha yuksektir. Turkiye’de hastane izolati gram-ne-
gatif bakteriler ile yapilan bir bagska cok merkezli calisma olan MYSTIC’de K.pneumoni-
ae'larin %40.5’inde, E.col’lerin ise %15.3’inde GSBL saptanmistir'!. HITIT calismasinda,
bir merkez disinda tim merkezlerde E.coli’'lerdeki GSBL orani bu orandan daha yiiksek
bulunmustur. Kan izolatlarinda en sik saptanan GSBL tiri CTX-M-15 olmustur. CTX-M
enzimleri, diinyada en yaygin olarak bildirilen GSBL'lerdir>'%'3. Bu enzimler iilkemizde
daha once E.coli, S.typhimurium (CTX-M-3), Shigella sonnei (CTX-M-3), idrar izolati E.co-
li (CTX-M-15) ve K.pneumoniae (CTX-M-15 ve CTX-M-2) suslarinda bildirilmistir'*°. Bu-
nunla birlikte ilk kez HITIT calismasinda bu enzimin kan izolatlarindaki sikhigi belirlenmis-
tir. PCR ile GSBL treten kan izolatlarinin %71.4’inde CTX-M turleri gosterilmistir.

P.aeruginosa izolatlarinda saptanan antibiyotik diren¢ oranlari, bazi merkezlerde farkli
direnc mekanizmalarinin daha yaygin oldugunu diisiindiirmektedir. Ornegin; Akdeniz
Universitesinde imipeneme direnc orani seftazidim direncine yaklasmistir (Tablo Il). Buna
karsin piperasilin/tazobaktama diren¢ son derece diisiiktiir. Dokuz Eyliil Universitesinde
ise Paeruginosa’da seftazidim direnci inanilmasi gli¢ olan bir diisiikliktedir (%3). ilging bir
sonu¢ da, bu merkezde imipeneme diren¢ oraninin seftazidim ve sefepim direncinden da-
ha ylksek bulunmasidir. Bu izolatlar iki kez cahsilarak ayni sonuglar alindigindan, sonug-
larin o hastanedeki antibiyotik kullanim politikalarinin yansimasi ve degisik direng fenoti-
pindeki belirli izolatlarin klonal yayiimi gibi nedenlere bagh oldugu duistinilmektedir.

Bu calismada kiyaslanan iki R-laktamaz inhibitoriinden sefoperazon/sulbaktamin,
P.aeruginosa digindaki izolatlarda, tim merkezlerde in vitro olarak piperasilin/tazobak-
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tamdan daha etkili oldugu gozlenmistir. A.baumannii'ye karsi sefoperazon/sulbaktam bir
merkez diginda imipenemden in vitro olarak daha etkili bulunmustur. Tim izolatlarda se-
foperazon/sulbaktam, E.coli ve K.pneumoniae suslarina karsi imipenemden sonra in vitro
olarak en etkili antibiyotik olarak bulunmustur.

Sonug olarak HITIT stirveyansi; E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii'nin
hastane izolatlarinda tictincl ve dordinci kusak sefalosporinlere karsi yiiksek oranda di-
ren¢ oldugunu, bu direncin biyuk oranda GSBL'lere bagli olarak gelistigini, kan izolatla-
rinda CTX-M-15in en yaygin GSBL turi oldugunu, karbapenem direncinin P.aeruginosa
ve A.baumannii’de yiiksek oldugunu, K.pneumoniae’da ise artmaya bagsladigini, tim izo-
latlara karsi in vitro olarak en etkili antibiyotigin calisilan antibiyotikler icinde imipenem
oldugunu ve bunu sefoperazon/sulbaktamin izledigini gostermistir. Hastaneler arasinda
direncg oranlari ve sekilleri yonliinden farklar bulunmaktadir. Gelecekte ayni merkezleri ici-
ne alan benzer calismalar ile, bu merkezlerde direng artisinin izlenmesi olanakli olacaktir.

TESEKKUR
HITIT Siirveyans calismasi Pfizer AS Tiirkiye tarafindan desteklenmistir.
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