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GRAM NEGATIF BAKTERILERDE GENISLETILMIS
SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZLARIN CiFT DISK
SINERJI YONTEMIYLE BELIRLENMESI*

[lknur KALELI, Nermin OZEN, Mustafa SENGUL,
Nural CEVAHIR, Filiz AKSIT

OZET

Klinik érneklerden seyutlanan 72 Escherichia coli, 38 Klebsiella pneumoniae, 18 En-
terobacter susunun genigletilmis spektrumlu beta-laktamaz tiretimi ¢ift disk sinerji yonte-
miyle incclenmistir. Bu amagla disk difiizyon yénteminin standartlarina uyularak suglar
Mueller-Hinton agar besiyerine yayilmis, merkeze amoksisitin-klavulanik asit diski konul-
mus, gevreye ise merkezden merkeze 25 mm olacak sekilde aztreonam, sefotaksim ve sef-
tazidim diskleri yerlestirilmistir. Aragtirilan 38 K.pnewmoniae susunun 18’inde (% 47), 18
Enterobacter spp.’nin 4'inde (% 22) ESBL varlif1 gdsterilirken, E.colf suslarinda ESBL
tiretimi belirlenmemistir. ESBL iireten suglardan 2’si dahiliye, 4’ii pediatri, 16’s1 yogun ba-
kim servisine aittit. Sonug olarak yoZun bakim servisinde soyutlanan Klebsiella ve Ente-
robacter suglannda ESBL iiretiminin yiliksek oldugu goriilmistiir.

SUMMARY

Detection of extended broad spectrum beta-lactamase activity in Gram negative bac-
teria by using double disk synergy method.

Seventy two clinical isolates of E.coli, 38 isolates of Klebsiella pneumoniae and 18
isolates of Enrerobacter spp. were examined for extended spectrum beta-lactamase acti-
vity. To detect this activity deuble disk synergy methot was applied. After inoculation of t-
he bacteria on Mueller Hinton agar according to disk diffusion method, amoxicillin-clavu-
lanate disk was placed at the center of the agar and the disks of aztreonam, cefotaxime and
ceftazidime were placed 25 mm center to cenler distance from amoxicillin-clavulanate disk
peripherally.

Eighteen strains of K.pneumoniae isolates and four of Enferobacter isolates have pro-
duced ESBL. None of the E.coli strains had this activity. Of the ESBL producing bacteria
two were isolated from the ward of internal medicine, 4 from pacdiatrics and 16 from in-
tensive care unit,

In conclusion, ESBL producing bacteria have been frequently isolated from: the inten-
sive care units where antibiolic usage is high.

GIRIS

Klinikten izole edilen Gram negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere direngle-
rinde en 6nemli mekanizma beta-laktamaz tretimidir (13). Genigletilmis spektrumin beta-

* 8. Tiirk Klinik Mikrobiyuloji ve Infcksiyon Hastaliklan Kongresi'nde sunulmugtur (6-10 Ekim 1997, Antatya).
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiysloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalz, Denizli.
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laktamazlar (ESBL) aztreonam, sefotaksim, seftazidim gibi oksiimino beta-laktamlari, pe-
nisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize eden, plazmid aracilifi ile taginan enzimlerdir
(7,11). TEM ve SHYV enzimlerindeki 1-4 aminoasit degisikligini kapsayan mutasyon sonu-
cu olugurlar {2). Gram negatif bakterilerde TEM ve SHY disinda sekonder beta-laktamaz-
lar tammlanmigtir, ancak bunlar oldukg¢a nadirdir (2,10).

Genigletilmig spektrumlu beta-laktamaz ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da tanimlan-
mugtir, 19801 yillann ortasinda hizla Avrupa’ya yayilms, dzellikle Fransa'da yaygin ola-
rak goriildigi bildirilmigtir. 1980’11 yallarin sonunda Amerika'da sporadik olarak goriilme-
ye baglanmustir, Giiniimiizde bitilin diinyada yaygin olarak bildirilmelctedir (13), Daha ¢ok
Klebsiella suslarinda gériilmekle beraber diger Gram negatif ¢omalklarda da bildirilmekte-
dir (2,10,15).

Genigletilmis spektrumlu beta-laktamazlar, 3. kusak sefalosporinleri ve azirconarmu
hidrolize edebilmesine ramen sefamisinlere (sefoksitin, moksalaktam) ve karbapenemle-
re (imipenem, meropenem) etkisizdirler. Bu beta-laktamazlarin ¢ogu, klavulanik asit ve di-
Ber beta-faktamaz inhibitérleriyle inaktive olurlar (10,135},

Bazi ESBL enzimleri biitiin oksiimino beta-laktamlara yiiksek diizeyde direng saglar-
ken bir kisim enzimde bu direng hafif dijzeyde veya selektif olabilir. Bu klinikic 6nemli bir
sorundur, ¢iinkii bu enzimi iireten suglar ratin antibiyogramda duyarh gériinebilir (11). Yo-
gun bakim iinitesinde kalma, yakin zamanda yapsian cerrahi girigim, enstriimentasyon,
uzun sire hastanede kalma, genis spekirumlu beta-laktam antibiyotikleti asirt kullanma,
ESBL tasiyan bakterilerle kolonizasyon veya infeksiyon igin risk faktdrleridir (15).

ESBL genleri tagiyan plazmidier, aynt konak viicudundaki Enterobacteriaceae liyele-
ri arasinda bile kolayca nakledilebilirfer (16). Direngli suglarla geligen infeksiyonlann te-
davisinde sorun olacagindan, ESBL sentezleyen suglarin rutin laboratuvarda arastirilmas:
ve klinisyene bildirilmesi gerekmektedir (16). Bu amagla kullanilan baslica testler, ¢ift disk
sinerji testi, ti¢ boyutlu test, E testi, antibiyogram plagim yorumlayarak okuma, seftazidim
direncine bakma, daha yiiksek bakteri yogunlugu kullanma, daha dar direng simirlar uygu-
lamadir (2,10,15).

Calismamizda gesithi klinik dmcklerden izole edilen Gram negatif bakterilerde ESBL
aktivitesinin ¢ift disk sinerji {esti ile belirlenmesi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Laboratuvarinda
cesitli klinik materyallerden izole edilen 72 E.cofi, 38 Klebsiella pnewmoniae, 18 Entero-
bacter spp. olmak iizere toplam 118 sugta ESBL iiretimi ¢ift disk sinerji yontemi ile arag-
turidmstir, Titm suglann beta-laktam antibiyotiklere duyarlihklan NCCLS Gnerilerine uy-
gun clarak disk difiizyon yéntemi ile zon ¢aplan &lgiilerek saptanmistir (14).

Cift disk sinerji yonteminin uygulanmasinda, NCCLS kriterlerine uygun olarak, 0.5
McFarland yofunlugunda hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton agann yiizeyi-
ne siiriilmiig, ortaya amoksisilin-klavalanik asit diski konuimus, ¢evreye ise merkezden
merkeze uzakhg 25 mm olacak sekilde sefotaksim, seftazidim ve aztreonam diskleri yer-
lestirilmistir. 35°C’de 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra sonuglar deferlendirilmistir. Se-
fotaksim, sefltazidim ve aztreonam disklerinin herhangi birinin zorunda amoksisilin-klavu-
lanik aside dogru genigleme olmasi pozitif sinerji ve ESBL pozitifiigi olarak kabul edilmig-
tir {12). '
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BULGULAR

Denenen 72 E.coli susunda ESBL, varligt saptanmamustit. Otuzsekiz K.preumoniae su-
sunun 18’inde (% 47), 18 Enterobacter sugsunun 4’iinde (% 22) ESBL. iiretimi saptanmig-
tir,

ESBL olusturdugu saptanan 22 susun 2’si dahiliye (% 9), 4’ii pediatri (% 18), 16’s1 yo-
gun bakim (% 73) iinitesinden izole edilmistir.

ESBL iiretiminin saptanmasinda kullanilan beta-laktam diskleri deferlendirildiginde
azireonam diskinin 22 susta, seftazidim ve sefotaksim diskinin 20 susta tammlayict oldu-
gu gdritlmiigtlr (Tablo 1).

Caligmamizda ESBL iirettigi belirfenen 18 K prewmoniae susundan dérdiinin aztre-
onama duyarly igareti zon verdigi belirlenmistir. Diger ESBL tireten suslar aztreonama, se-
fotaksime ve seftazidime direncli bulunmustur.

Tablo 1. Cift disk sinerji yénteminde ESBL firetiminde belirleyici olan beta-laktam antibiyotikler.

ATMA+CAZ ATM+CTX ATM+CAZ+CTX Toplam

n %
K. pneumoniae 2 2 14 18 47
Enterobacter spp. 0 0 4 4 22

ATM: Aztreonam, CAZ: Seltazidim, CTX: Sefotaksim.

TARTISMA

Bilinen TEM ve SHV liirevi enzimlere dayanikli olan genig spektrumlu beta-laktamlar
(3. kusak sefalosporinler) 1978’de Avrupa’da, 1981°de Amerika’da klinik kullamma gir-
mustir {(13). Ancak bundan kisa bir siire sonra Almanya’da (1983°te) bu antibiyotiklere ol-
dukga direngli olan K. preumoniae izolatlarinda plazmidal beta-laktamaz saptanmmsgtir (13).
Fransa'da 1985°te % 1 olan direng orani [989°da % 11°¢ yiikselmistir. Avrupa’da yogun
bakim iinitelerinden izole edilen Klebsiella suglarinda % 20-25 oraninda direng saptanmis-
tir (9). Bu enzimler daha gok K.preumoniae’da goriilmekle birlikte Enterobacter aeroge-
nes, E.cloacae, Citrobacter freundii, C.koserii, E.coli, Serratia marcessens ve Morganella
morganif gibi Enterobacteriaceae iyelerinde de saptanmistir (6).

Caligmamizda 118 Gram negatif comak incelenmigtir. Otuz sekiz K.preumoniae sugu-
nun 187inde (% 47), 18 Enterobacter sugunun 4’itinde (% 22) ESBL, varlif1 gsterilmistir,
Yetmigiki £ coli susunun hicbirinde ESBL saptanmamgtir, Akyildiz ve ark (3), 67 K. pre-
umoniae sugunu incelemisler, % [4.9'unda ESBL saptamslardir, Giilay ve ark (9), farkli
beta-laktamaz inhibitori kuollanarak yaptiklant galismada 44 K. prewmoniae susunun
20sinde, 72 E.coli sasunun 12’sinde ESBL varligini gostermislerdir. Biiyiikbaba ve ark
(5), 37 K.preumoniae susunun 16’sinda (% 43.2), 17 Enterobacter susunun 3’iinde (%
17.6) ESBL iiretimi saptamiglardir. Yine Akata ve ark (1), benzer sekilde K.preumoniae’da
% 44, Enterobacter spp’de % 22 oraninda ESBL saptamuglardir. Evrensel ve ark (8), Kay-
seri’de Klebsiella suglaninda % 34, Enterobacter suglannda % 14.28 oraninda ESBL pozi-
tifligi bildirmiglerdir. '
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Caligmarmizda yatan hastalardan izole edilen E.coli suslarinda ESBL iiretimi gdsteri-
fememistir. Benzer gekilde Bilyiikbaba ve ark (5) poliklinik ve yatan hastalardan, Akata ve
ark (1) yatan hastalardan izole edilen E.coli suslarinda ESBL varhifim saptamamugtardir,
Evrensel ve ark (8), yatan hastalardan izole edilen 19 E.coli sugunun 11'inde (% 57.8)
ESBL iiretimi saptandifint bildirmislerdir.

Calismarizda 22 susun hepsinin aztreonam ile, 20 sugun sefotaksim ve seftazidim ile
ESBL olusturdufu saptanmigtir. ESBL aragtmimasinda her ii¢ diskin de kullanilabilecegi
diistintilmektedir.

Calismarmizda ESBL olusturduga belirlenen 18 K. pneumoniae susundan 4’iniin aztre-
onama duyarli igareti zon verdigi saptanmigtir. Bu yanlis senuglara engel olmak igin duyar-
lilik deneyleriyle birlikte ¢ift disk sinerii ytintemi gibi pratik bir yéntemle ESBL direnci-
nin de belirlenmesi gereklidir.

ESBL olugturdugu belirlenen suglann % 73’4 yogun bakim iinitesinden izole edilmis-
tir. Yogun balkarmn iinitesinde genis spektrumlu antibiyotikler yaygin olarak kuilanimakta-
dir. Yogun antibiyotik kullanuminin direngli suglarin ortaya ¢ikisinda dnemii bir rolii var-
dir. Belirli antibiyotiklerin yogun olarak kutlanifmasini takiben bu antibiyotiklere direncli
suglara bagh nozokomiyal epidemilerin olustufu vurgulanmustir (15). Direng genleri
enterik bakteriler arasinda kolaylikla transfer olabilmekiedir. Dencysel galigmalar ESBL
kodlayan genin kolayca K. prewmoniae’dan E.coli suglarna gegtifini gstermistir (4). Di-
rencin yogun antibiyotik kullamimuyla indiiklenchilir olmas: ve ortaya ¢ikan direncin Gram
negatif comaklar arasinda kolaylikia aklanhyor olmasi, direncgli suglarnn izlenmesinin 6ne-
mini ortaya koymakiadir. Nozokomiyal suslar ¢ofu kez direng genieri tasitmaktadiriar. Has-
tane infeksiyonu ve direncin sorun olmasi nedeniyle bu beta-laktamazlarin da izlenmesi
gercklidir (2).

Rutin antibiyogramda saptanamayan ESBL kolay, uygulanabilir bir yontem olan ¢ift
disk sinerji yontermi ile kolayca saptanabilmektedir. Antibiyogram plagina bu diskler 6z¢l
dizilimle yerlestirilmeli ve ESBL varlsginda o sus sefamisinler diginda tlim sefalosporinle-
re direngli olarak bildirilmelidir.

KAYNAKLAR

1-  Akata F, Otkun M, Teker B, Karabey O, Ogiitiii A, Tugrul M, Diindar V: Nozokomiyal Gram-ne-
gatif bakierilerde geniglemis spektrumlu ve kromozomal beta-laktamaz siklifn, fnfeksivon Derg
11:255 (1997).

2-  Akata F: Gram negalif hakteriterde beta-laktamaz tipleri ve antibiogramdan beta-laktamaz tipini
tahmin etmede kullamlabilecek yontemler, fnfeksivon Derg 11: 303 (1997).

3-  Akyildiz R, Altunay H, Ozsoy M F, Kogak N, Cavuglu S, Yenen O §: K. pneumenize suglarinda
cift disk sinerji testi ve ti¢ boyutlu test ile ESBL sikhfimin aragtintmast, 3. Antimikrobik Kemote-
rapi Giinleri: Klinik-Laberatuvar Uvgilamalart ve Yenilikler {16-22 M"lyls 1997, Kusadasi),
Kongre Kitabinda s. 335 (1997).

4- Bush K: It is important to identify extended-spectrum beta-lactamase-producing isolates, Eur f
Clin Microbiol Infect Dis 15;: 361 {1996),

5-  Biyiikbaba O, Aydin D, Ang O: Idrar yolu infeksiyonu etkeni Gram negatif gomaklarda genigle-
mig spektrumin B-laktamazlarin ¢ift disk sinerji yéntemi ile belirlenmesi, Kifimik Derg 9: 27
(1996}.

6-  Coudron PE, Moland ES, Sanders CC: Occurence and detection of extended-spectrum B-lactama-
ses in members of the Family Enterobacteriaceae at a Veterans Medical Center: seek and you may

445




15-

16-

find, J Clin Microbiol 35: 2593 (1997).

Emery CL, Weymaouth LA Detection and clinical significance of extended-spectrum §-lactama-
ses in a tertiary-care medical center, J Clin Microbiol 35: 2061 (1997).

Evrensel N, Kog AN, Siimerkan B: Yopun bakim dinitelerinden izole edilen Gram negatif basil-

lerde geniglemis spektrumlu B-laktamaz saplanmasi, Florg 2; 105 (1997).

Giilay Z, Yiice A, Yulu N: Klebsiella pneumoniae ve Echerichia coli suglannda degisik beta-lak-
tamaz inhibitdrleri kullantlarak genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz firetiminin saptanmasi, 3,
Antimikrobik Kemoterapi Giinleri: Klinilk-Laboratuvar Uygnlamalart ve Yenilikler (16-22 Mayis
1997, Kugadasi), Kongre Kitabinda s. 333 (1997).

Giir D: B-laktamazlar, Flora 2: No. 3 Eki (1997).

Jacoby GA. Han P: Detcction of extended-spectrum B-lactamases in clinical isolates of Klebsiel-
la pneumoniac and Escherichia coli. J Clin Microbiol 34: 908 (1996).

Jarlier V, Nicolas M, Fournier G, Philippon A: Extended broad-spectrum B-lactamases conferring
transferable resistance to newer B-lactam agents in Enterobacteriaceae: hospital prevalence and
susceptibility patterns. Rev Infect Dis 10:867 (1983).

Mayer KH, Opal SM, Medeiros AA: Mechanisms of antibiotic resistance, “Mandell GL, Doug-
las RG, Bennett JE (eds): Principles and Praclice of Infectious Diseases, 3. ed” kitabinda s. 218,
Chuchill Livingstone Inc, New York (1980).

National Committee for Clinical Laboratory Standards: Performance Standard for Antimicrebial
Disk Susceptibility Tests, 5th cd, Approved Standard M2-A5, Vol 13 No: 24, National Committee
for Clinical Laboratory Standards, Villanova (1993).

Quinn JP: Clinical significance of extended-spectrum heta-lactamases, Eur J Clin Microbiol In-

Ject Dis 13 (Suppl 1): 39 (19540,

Sirot I, Champs CD, Chanal C, Labia R, Dm‘fcui]l&l\/ﬁchaud A, Perrous R, Sirot I: Translocati-
on of antibiotic resistance determinants including an extended-spectrum f-laclamase between
conjugative plasmids of Klebsiella pneumoniac and Escherichica coli, Ansimicrolr Agents Che-
mother 35 1576 (1991}

446




