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KLEBSIELLA PNEUMONIAE VE ESCHERICHIA COLI
SUSLARINDA DEGISIK BETA-LAKTAMAZ iNHIBITORLERI
KULLANILARAK GENISLETILMIS SPEKTRUMLU
BETA-LAKTAMAZ URETIMININ SAPTANMASI

Zeynep GULAY!, Ayse YUCE?, Nuran YULUG!
OZET

Klinik 6rneklerden soyutlanan 72 Escherichia coli ve 44 Klebsiella preumoniae sugu-
nun genigletilmis spektrumlu beta-laktamaz (extended spectrum B-lactamase: ESBL) tire-
timi, li¢ degisik beta-laktamaz inhibitérii (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam) ve cift
disk sinerji testi kullanilarak incelenmistir, Bu amagcla, amoksisilin-klavulanik asit (AMC),
sulbaktam-ampisilin (SAM) ve tazobaktam (TAZ) diskleri kulaniimustir. Ayrica, suslann
aztreonam, sefotaksim ve seftazidime duyarlitk paternleri disk diffiizyon yéntemi ile be-
lirlenerek, bunlarm ESBL varhi ile korelasyonu da arastirimustir. Tazobaktam igin 10
pg’lik iki disk kullanilarak ve gerektiginde diskler aras: uzaklik azaltilarak E.coli suslarin-
dan 7’sinde her li¢ diskle, 5’inde ise AMC ve tazobaktam diskleri ile ESBL varlif saptan-
mistir. K.preumoniae suglan arasinda ise, 15°i tiim beta-laktamaz inhibitirii diskleri ile,
3'tt AMC ve tazobaktam diskleriyle, 2’si sadece tazobaktam diskleri ile olmak iizere top-
lam 20-sugda ESBL tiretimi belirlenmistir, Zon gaplan ESBL olumsuz suglara gore daral-
mis olmakla birlikte, ESBL varlif: saptanan K. preumoniae suglarimn % 55 (11/20Yinin ve
E.coli suglanimn % 67 (8/12)’sinin en az bir genis spektrumlu beta-laktam ajana duyarh ol-
dugu belirlenmigtir.

SUMMARY

Detection of extended spectrum beta-lactamases in Klebsiella pneumoniae and Esche-
richia coli isolates by performing disk synergy test with different beta-lactamase inhibitors.

Extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production of 72 Escherichia coli and 44
Klebsiella pnewmoniae isolates, was evaluated by the double disk synergy test {DDST) per-
formed with different beta-lactamase inhibitors (clavulanic acid, sulbactam and tazobac-
tam) and the results were compared. Amoxicillin-clavulanic acid (AMC), ampicillin-sul-
bactam (SAM) and tazobactam (TAZ) disks were used. The isolates were also evaluated by
disk diffusion methodology for susceptibility to aztreonam, cefotaxime and ceftazidime in
order to see whether a correlation between the susceptibility patterns and the DDST results
existed or not. ESBL production was detected in 7 E.coli isolates by all inhibitors. Five ad-
ditional isolates were DDST positive when TAZ and AMC disks were used. Among the
K.pneumoniae, ESBLs were detected in 20 isolates. OFf these 15 was positive with all disks,
3 were positive with AMC and TAZ and 2 were positive with only TAZ disk. When the sus-
ceptibility results were evaluated, although the inhibition zones were smaller than the
ESBL negative isolates, 8 of the 12 (67 %) ESBL positive E.coff isolates and 11 of the 20
(55 %} K.preumoniae isolates were susceptible to at least one of the extended spectrum be-
ta-lactam agents tested.
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469



GIRIS

11k kez 1983 yilinda bildirilen ve plazmidlerle taginan genistemis spektrumlu beta-lak-
tamazlar (“extended spectrum beta-lactamases”, ESBL), Enterobacteriaceae iyelerinin et-
ken oldupu infcksiyonlarn sagaltiminda giderek bilyliyen bir sorun yaratmaktadir
(1,6,8,12). Bunlar koken aldiklar1 TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi beta-laktamazlardan 1-4
aminoasit defisikligi ile tiiremig, ana enzime kiyasla daha yavas fakat daha genig spekt-
rumnlu enzimlerdir (3,9). BSBL enzimleri, penisilinler ve birinci kusak sefalosporinlerin ya-
msira, sefotaksim, seftazidim, aztreonam gibi genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikle-
ri de inaktive ederler (1,3,9). Bakterilerin ESBL iiretimi, rutin antibiyotik duyarlilik testle-
i ile saptanamamaktadir (6,8). Haita, ESBL iireten bakterilerin biiyiik bir kasmi in-vitro
sartlarda oksiimino sefalosporinlere kargt diisiik dilzeyde direng gostermekte, bu nedente
de yanhs olarak bu antibiyotiklere duyarl olarak degerlendirilmektedir (5,10). Bu enzim-
lerin saptanmasinda, klavulanik asidin ESBL aktivitesini inhibe etmesi temeline dayanan
cift disk sinerji yontemi (CDSY) nin kullaniimas: Snerilmekte, bdylelikle oksiimino sefa-
losporinlere yalanci duyarlihk gdsteren bakterilerin saptandig bildirilmektedir (6,9,10).
ESBL iireten Enterobacteriaceae liyelerinin basinda Klebsiella pneumoniae ve Escheric-
hia coli gelmektedir (3,6). CDSY 'nin bu tiirlerde rutin olarak uygulanmas: gerektifi belir-
tilmektedir (11).

ESBL varh@inin gosterilmesinde standart olarak klavulanat kullanilmaktadir. Ancak,
diger beta-laktamaz inhibitorlerinin de ESBL iiretimini degisik oranlarda engelledigi bilin-
mektedir (2). Bu nedenle, galismamzda E.coli ve K.prewmoniae suglarinda CDSY 'ni uy-
gulayarak, klavulanik asidin yanisira klinik tedavide kullanilan diger beta-laktamaz inhibi-
torleri olan sulbaktam ve tazobaktamin ESBL. varhiini saptayabilme etkinligini inceledik
ve sonuclarimizt klavulanat ile elde edilenlerle kargilagtirdik. Bunun yan sira, suglann azt-
reonam, sefotaksim ve seftazidime duyarlilik paternlerini ve bunlarin ESBL. tiretimi ile ko-
relasyonunu aragtirdik. '

GEREC VE YONTEM

Suglar: Caligmaya klinik érneklerden soyutlanan 72 E.coli ve 44 K preumoniae susu
alinmugtir.

Antibiyotik duyarlitik testleri: Suslarin aztreonam (ATM), sefotaksim (CTX) ve sefta-
zidime (CAZ) duyarhhklan disk difféizyon teknigi ile saptanmistir (7). Duyarlilik katego-
rilerinin incelenmesinde, ATM icin < 15 mm direngli, 16-21 mm ortada, 2 22 mm duyarls;
CAZ igin < 14 mm direngli, 15-17 mm ortada, > 18 mm duyarh, CTX igin < 14 mm di-
rencli, 15-22 mm ortada, = 23 mm duyarh olarak degerlendirilmigtir.

Cift disk sinerji yontemi: Bu amagla, amoksisilin-klavulanik asit (AMC, 20/10 ng),
sulbaktam-ampisilin (SAM, 10/10 ug) ve tazobaktam (TAZ, 10 pg) diskleri kullanilmigtir.
Mueller-Hinton agar (Oxoid) besiyeri yilizeyine McFarland 0.5 eseline gore ayarlanmig
bakteri stispansiyonu yayildiktan sonra merkeze beta-laktamaz inhibitoril igeren disk ve
cevresine, disk merkezleri arasmdaki uzaklik 30 mm olacak sekilde, sefotaksim (CTX),
seftazidim (CAZ), aztreonam (ATM)} diskleri yerlestiriimigtir.

Bir gece 37°C’de inkiibasyondan sonra sefalosporin diskleri ¢evresindeki inhibisyon
atamnin beta-laktamaz inhibitérii diskine dogru genislemesi ESBL olumlulugu olarak de-
gerlendirilmistir (6,9,10). Inhibisyon zon gaplarimin dar oldugu (15 mm>) durumlarda,
diskler arasi uzaklhik azaltilarak modifiye CDSY uygulanmustr (4).
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BULGULAR

E.coli suglarindan 7'sinde her ii¢ diskle, 5’inde ise AMC ve TAZ, diskleri ile ESBL var-
b saptanmastir. K. pneumoniae suglart arasinda ise, 15’1 tiim beta-laktamaz inhibitorii
diskleri, 3’ AMC ve TAZ diskleri, 2’si sadece TAZ diski ile olmak iizere toplam 20 sus-
da ESBL iiretimi belirlenmigtir. Degisik beta-laktamaz inhibitérleri ile alinan sonuglar tab-
lo 1'de dzetlenmigtir.

Tablo 1. Cift disk sinerji yonteminin degisik beta-laktamaz inhibitorleri kullaniarak nygulanmas:
ile elde edilen sonuglar.

Tiir (n) ESBL olumlu bulunan sus sayisi Toplam
AMC SAM TAZ

E.coli (72) 12 7 12 12

K.pneumoniae (44) 18 15 20 20

Toplam (%) 30 (94) 22 (69 32 (100 32

ESBL varli§i saptanan K. preumoniae suglarnimn % 55 (11/20)’inin ve E.coli suslarinin
% 67 (8/12)’sinin en az bir genis spektrumlu beta-laktam ajana duyarl oldugu belirlenmis-
tir (Tablo 2). Ancak, zon caplart ESBL olumsuz suslara gore daralimig olarak bulunmustur
(Tablo 3). Incelenen genig spektrumlu beta-laktamlar arasinda, ESBL-duyariilik paterni
iligkisi agisindan seftazidim ve aztreonamun, sefotaksim diskine kiyasla daha uyumlu oldu-
gu gozlenmistir,

Tablo 2. ESBL iireten ve iiretmeyen suslann disk difftizyon sonuglars*,

CTX: ATM CAZ
Tiir (n) R I Sk R | §H* R I §H*
<14 1522 23-30 >30 <15 1621 2230 »30 <i4 15-17 1830 >30

K.pneumoniae .

ESBL{(+)(20) &6 8 4 2 4 3 2 0 13 2 4 1

ESBL () (24) 0 1 9 14 0 2 16 6 0 0 10 14
E. cofi

ESBL(+}(12) 4 3 4 [ 8 4 ¢ 0 9 1 2 0

ESBL(- 60y O 0] 18 42 0 2 29 29 0 0 5 45

* Disk diffiizyon sonuglarina gbre R (direngli), I (ortada), S (duyarh) duyarlilik kategorilerinde
bulunan sug sayilan belirtibmistir.
**Duyarh kategorisindeki zon ¢aplart 30 mm’nin alt: ve @istii olmak iizere iki gruba ayriimgtir,
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Tablo 3. ESBL iiretimi ile disk diffiizyon sonuglarinin iligkisi.

Tiir (n) Ortalama inhibisyon zon gap1 (mm)
CAZ ATM CTX

K .pneumoniae

ESBL () (24) 345 304 37.5 :

ESBL (+) (20) 134 12.6 19.4
E.coli

ESBL (-} (60} 327 327 34.6

ESBL (+) (12) 13.1 13.1 17.2

TARTISMA

Plazmidlerle aktarilabilen genis spektrumlu beta-laktamazlar, K prewmoniae ve E.coli
gibi Gram-negatif ¢omaklarda siklikla bulunmakta ve bu bakterilerin iiciincli kusak sefa- i
losporinleri inaktive etmesini saflayarak infeksiyonlarimn sagaltiminda sorun yaratmakta-
dir (9). ESBL iireten bakteriler, rutin antibiyogramlarda ¢ogu kez beta-laktam antibiyotik-
lere duyarh veya orta duyarlt olarak degerlendirilmektedirler (6,8,10). Dolayisiyla, stan-
dart antibiyotik duyarlihik testleri ESBL saptanmasinda yetersiz kalmaktadir. Ba enzimler,
beta-laktamaz inhibitérlerine duyarh oldufu igin ESBL saptanmasinda rezistotiplere bakal-
maksizin, klavulanik asit ile iiciincii kusak bir sefalosporin veya aztreonam arasindaki si-
nerjik etkiyi temel alan CDS yonieminin kullanilmast Sneritmektedir (6,10), Tablo 1'de go-
riildiigli gibi, ESBL iiietimi sadece AMC ile defil, SAM ve TAZ ile de saptanabilmekte-
dir. Bu agidan, TAZ 1n AMC’ye esdeger etkinlikte oldugu goriilmektedir.

ESBL varhgimin saptanmasinda CDSY yanisira, genig spektrumlu beta-laktamlara di-
reng paternlerinin‘incelenmesi ve zon ¢aplarindaki daralmalann bile degerlendirilmesi ge-
rektigi belirtilmektedir (10). Calismamizda, CDSY ile ESBL varlif saptanan suglann
% 55 - % 67’si en az bir genis spektrumlu beta-laktam ajana duyarli bulunmustur. Ozellik-
Ie sefotaksim diskleri ile yitksek oranda yalanc: duyarlhilik saptanmgtir, Diger ¢aligmalar-
da da benzer bulgular bildirilmektedir (5,10). Ancak duyarlilik paternleri lilkeden iilkeye
degismektedir. Ornegin, ABD’de seftazidim, Fransa’da ise sefotaksim duyarlihklarimn
yiiksek oranda yanilgiya yol agabildigi belirtilmektedir (5,10). Dolayisiyla, National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) tarafindan bildirilen inhibisyon zonu
caplarinin iilkeye gore degerlendirilmesi gereklidir.

Sonug olarak, rutin laboratuvarlarda ESBL tiretimi sadece klavulanat ile degil, diger
beta-laktamaz inhibitrleri varlifinda da gosterilebilmektedir, Genig spektrumiu beta-tak-
tamn antibiyotiklere direng durumu da ESBL agisindan yol gisterici olabitmekle birlikte,
inhibisyon zonlan ile ilgili kriterlerin gbzden gegirilmesi gerektigi diigtiniiimektedir.
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