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OZET

Siklikla Enterobacteriaceae ailesinde racilanan geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), 6zel-
likle hastane kdkenli suslarin olugturduklari infeksiyonlarin tedavisinde énemli bir problem olugturmakta ve
rutin duyarhlik testlerinde gdzden kagabilmektedir. Bu ¢aligmada, ¢ift disk sinerji (CDS) ve E-test ydntem-
leri karsilagtirilmistir.

Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen 63 idrar, 21 trakeal aspirat,
18 yara ve muhtelif drneklerden hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilen 85 Escherichia coli ve 17
Klebsiella spp. olmak iizere toplam 102 sus ¢alismaya alinmugtir. Klebsiella ve E.coli suglarinda NCCLS kri-
terlerine gore CDS ve sefotaksim/sefotaksim+klavulanik asit (CT/CTL) E-test yontemi ile GSBL iiretimi
7 aragtirlmustir, E-test yontemi ile MIK CT/CTL 2 8 olmasi, CT inhibisyon elipsinde deformasyon olugumu
GSBL igin pozitif kriterler olarak kabul edilmistir.

Calisilan 102 sugtan 29'unda GSBL varlig1 bulunmug, CDS yontemi ile 17 susta, CT/ CTL E-test ile 23
susta GSBL varlig1 tespit edilmigtir. Sadece 11 sug her iki yontem ile de pozitif bulunmustur. GSBL iireten
suglarin 227si E.coli (22/85), 7’si Klebsiella spp. (7/17) idi. GSBL iireten 29 sugdan 18’i florokinolonlara da
direncli olup, bunlardan biri hari¢ tamamu £.coli olarak saptanmisgtir.

Calisilan suglarda, GSBL iiretimini tesbit etmek igin her iki yontemin de tek bagina yeterli olmadi, iki
testin bir arada kullanilmas ile daha dogru sonug alindigi goriilmugtiir.

Anahtar sozciikler: E.coli, Klebsiella, GSBL

SUMMARY

Detection of the extended spectrum beta-lactamase production with two different methods in
Escherichia coli and Klebsiella spp. strains isolated from hospital infections.

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs), frequently produced by Enterobacteriaceae, especially
2 lead to difficulties in the treatment of nosocomial infections and may not be detectable in the routine disk dif-
: fusion susceptibility tests. In this study, double disk sinergy and E-test methods were compared to detect
ESBL-producing bacteria.

A total of 102 bacteria including Escherichia coli (85), and Klebsiella spp. (17), responsible for noso-
comial infections were isolated from clinical specimens of urines (63), tracheal aspirates (21), and wound
and other specimens (18). ESBL production in Klebsiella and E.coli strains were tested by the double disk
synergy and cefotaxime/cefotaxime plus clavulanic acid (CT/CTL) E-test methods according to the NCCLS
criteria. CT/CTL MIC of = 8 and occuring of disturbance in the ellipse of CT inhibition in the E-test method
were accepted as positive criteria for the identification of ESBL production. '

Of the 102 isolates, 29 were identified as ESBL producers. Seventeen and 23 isolates were identified as
ESBL producers by the double disk sinergy and CT/CTL E-test, respectively. Both methods gave positive re-
sults only for 11 isolates. Twenty two and seven of the ESBL-producing isolates were E.coli (22/85) and
Klebsiella spp. (7/17), respectively. Eighteen of the 32 ESBL-producing isolates were also resistant to flu-
oroquinolones and except one, all of these were E.coli isolates.

In this study, it is thought that none of the methods was sufficient alone to identify ESBL-producing stra-
ins and when both methods were used together, the results were more reliable.
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GIRIS

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) tiretimi,
Gram negatif bakteriler arasinda dzellikle Klebsiella ve E.co-
[i suglarinda daha yaygin olarak goriilen 6nemli bir direng
mekanizmasidir. Enterobacteriaceae ailesinde goriilen
GSBL iiretimi baglica penisilinler, oksiimino-sefalosporinler
ve monobaktamlara karg1 dirence yol agar (7). Bu enzimler
cogunlukla TEM ve SHV’den koken almakta olup, suglar
karbapenemler, sefoksitin, sefotetan ve cogunlukla beta-lak-
tamaz inhibittrlerine duyarlidir. GSBL iiretimi, rutin duyar-
hilik testleriyle gozden kagabilmektedir, oysa Enterobacteri-
aceae ailesinde rastlanan bu enzimlerin varlifinin saptanma-
s1 uygun tedavinin belirlenmesi yoniinden biiyiik 6nem tasi-
maktadir (6). GSBL’lerin iiretiminden sorumlu olan plazmid-
lerin ayn1 zamanda diger antimikrobiyal ajanlara direng gen-

lerini tagidiklar: da saptanmstir (4). GSBL olusturan suglarin
hastane infeksiyonu salginlarina yol agtig1 ve tagidiklar plaz-
midlerin tiirler arasinda transfer edilebildikleri bildirilmekte-
dir (14). GSBL iireten suglarin ¢ogu hastane kokenli olup,
yogun antibiyotik baskisi altindaki hastane ortamlarinda bu
suglarla infeksiyon ve kolonizasyon daha sik goriilmektedir.
GSBL salgilayan suslarin saptanmasi i¢in klavulanik asidin
bu enzimlerin aktivitesini inhibe etmesi temeline dayanan ce-
sitli yontemler kullanilmaktadir. Standart disk difiizyon test-
leri GSBL iiretimini % 48 oraninda yakalayabilmektedir. Bu
nedenle bu enzimleri tesbit etmek icin ilave testlere ihtiyag
vardir (16).

Bu calismada CDS ve E-test ile GSBL {iretiminin sap-
tanmas1 ve iki ydntemin karsilagtinlmas: amaglanmustir,

GEREC VE YONTEM

Cesitli kliniklerden gtnderilen 63 idrar, 21 trakeal aspi-
rat, 18 yara ve diger muhtelif rneklerden izole edilen E.coli
ve Klebsiella suglan ¢aligmaya alinmigtir, GSBL {iretimini
tesbit etmek igin ¢ift disk sinerji (CDS) ve sefotaksim/sefo-
taksim-klavulanik asit (CT/CTL) E-test (AB Biodisk, Swe-
eden) yontemi uygulanmugtir, Disk difiizyon yonteminde
NCCLS kriterlerine uygun olarak; 0.5 McFarland yogunlu-
gunda bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton agar (Oxoid)
ylizeyine yayilip, besiyerinin merkezine amoksisilin-klavula-
nik asit diski ve gevresine 25 mm uzaklikta olacak sekilde
seftriakson (CRO-Oxoid), seftazidim (CAZ-Oxoid), sefotak-

sim (CTX-Oxoid) ve aztreonam (ATM-Oxoid) diskleri yer-
lestirilmigtir. Yirmi dort saat 35°C’de inkiibe edildikten son-
ra CRO, CAZ, CTX ve ATM inhibisyon zonlarinin klavula-
nik asit diskine dogru belirgin genislemesi veya iki inhibis-
yon zonu arasindaki bakteri lireyen alanda liremenin inhibe
edildigi bir bolgenin goriilmesi GSBL pozitifligi olarak ka-
bul edilmistir. E-test yonteminde ise sefotaksim/sefotaksim-
klavulanik asit MIK orani 8 ve iizeri olan degerler ve CT in-
hibisyon elipsinde deformasyon olusumu, GSBL pozitifligi
olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Seksenbes E.coli ve 17 Klebsiella sugu olmak iizere top-
lam 102 sug GSBL iiretimi yoniinden incelenmig ve 29’unda
GSBL varlif1 tespit edilmistir. Bu suslarin 17’sinde CDS
yontemiyle ve 23’iinde ise CT/CTL E-test yontemiyle GSBL
varlify tespit edilmistir. On bir sus, her iki yontem ile de
GSBL pozitif bulunmustur (Tablo). GSBL lireten suglardan
18’inin (% 56) kinolonlara da direngli oldugu ve bu direncli
suslardan birinin Klebsiella, digerlerinin ise E.coli susu oldu-

gu belirlenmistir. GSBL negatif suglarda ise kinolon direnci
% 48 olarak saptanmustir. GSBL pozitif E.coli suglar arasin-
da kinolon direnci % 76.4 (13/17) iken, GSBL negatif E.co-
[’ler arasinda % 37 (20/54) olarak bulunustur (p<0.05).
Klebsiella suglari arasinda ise GSBL pozitif ve negatif gru-
bun her ikisinden ikiger susun kinolon direnci gosterdigi tes-
bit edilmisgtir.

Tablo. GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella suglarinin dagilim,

Yontem E.coli n=85 (%) Klebsiella n=17 (%) Toplam n=102 (%)
GSBL pozitif 22 (25.9) 7 (41.2) 29 (28.4)
E-test ile 17 (20.0) 6(35.3) 23 (22.5)
CDS ile 14 (16.5) 3(17.6) 17 (16.6)
Her iki test ile 9 (10.6) 2(11.7) 11 (10.7)
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TARTISMA

GSBL iireten suslarla geligen sporadik nozokomiyal sal-
ginlar, bazi hastanclerde ciddi sorunlara neden olmaktadr.
Ozellikle gok sik beta-laktam antibiyotik kullaniminin oldu-
gu hastane ortaminin selektif baskisi altinda tedavi goéren
hastalarin solunum ya da sindirim sistemlerinde bu enzimle-
1i iireten bakteri kolonizasyonlart goriilmektedir (13).

Ulkemizde GSBL iireten suslar gesitli merkezlerde ince-
lenmis, E. coli ve Klebsiella tiirlerinin en ¢ok GSBL iireten
bakteriler oldugu gozlenmistir. Ulkemizden yapilan bazi ¢a-
ligmalarda E.coli igin % 17-32 arasinda GSBL pozitif sug bil-
dirilirken, K.pneumoniae igin % 42-45 gibi yiiksek GSBL
pozitifligi bildirilmistir (2,8,9,11,12,15). Alic1 ve ark. (1)'nin
yaptiklar: calismada ise Klebsiella suglari i¢in % 78 gibi yiik-
sek bir GSBL tretimi bildirilmistir. Ayrica Kocazeybek (11)
K.pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa suslarinda
GSBL iiretimini % 19.5 olarak bildirmigtir. Calismamizda ise
Klebsiella tiirlerinde GSBL % 41.2 ve E.coli suglarinda ise
% 25.9 olarak saptanmig olup, bu veriler iilkemiz verileri ile
paralel gorlinmektedir.- Ayni hastaneden Durmaz ve ark.
(5)’mun bildirdikleri Klebsiella suglarinda % 48.8’lik GSBL
pozitifligi oran1 benzer iken, E.coli suglarindaki % 1.1°lik
oran oldukga farkli gériinmektedir. Bu farklilik, yillar iceri-
sinde E.coli suglari arasinda plazmid bagiml bu diren¢ me-
kanizmasinin hizla yayildigim diigtindiirebilir, ancak sus sa-
yisinin azligs karsilagtirmay: giiclestirmektedir.

Her iki yontemin karsilagtirildigs diger calismalarda
CDS ve GSBL-E test duyarlilig1 ve dzgiilliigli yiiksek goriin-
mekle birlikte (10,11), calismamizda her iki yontemin de tek
bagma GSBL {iretimini tespit exmek igin yeterli olmadigi go-
riilmiistiir. CDS testi ile tespit ettifimiz baz suslarm, E-test

yonteminde CT ve CTL MIK degerlerinin ¢ok yiiksek olma-
st nedeniyle GSBL pozitif olarak saptanamamasi, bu suglar
icin CDS testinin gerekliligini ortaya koymustur. E-test yon-
temi ile CT/CTL MIK degeri oraninin 8’in iistiinde oldugu,
ancak CDS testinde inhibisyon zon ¢aplarinda degisme ol-
mayan suglarm daha fazla oldugu saptanmigtir. Her iki testin
bir arada kullanilmasi ile GSBL pozitifliginin tesbit edilmesi
daha verimli goriinmektedir. Ancak E test ydnteminin paha-
lilig1 nedeni ile rutinde uygulanmas: hild problem olup, CDS
yonteminin daha kolay uygulanabilir ve ucuz olmasi iistiin-
liik saglamaktadir.

Yapilan bir calismada CDS yonteminin TEM-12 ve
MIR-1 iireten suglan saptayamadig1 ve E-test yonteminin de
sadece TEM ve SHV benzer GSBL iireten suglarda % 81.2
oraninda suglart dogru tesbit ettigi bildirilmigtir (16). Susla-
rimizin tagidifi enzimlerin genotipik analizi yapilmadigi igin
bu konuda yorum yapilamamugtir. Ancak su da bilinmektedir
ki Tiirkiye’de yaygin olan bazi enzimler yurt diginda nadir
rastlanmaktadir, bu nedenle iilkemizde bu tiir enzimlerin ge-
notipik olarak belirlenecegi cok merkezli calismalara ihtiyag
vardir,

GSBL porzitif E.coli suglarinda kinolon direnci GSBL
negatif suglara gore istatistiksel olarak daha yiiksek saptan-
mustir (p < 0.05). Daha 6nce bazi aragtirmacilar tarafindan da
bildirilen bu durum, Klebsiella suglar: arasinda goriilmemek-
tedir (3).

Sonug olarak CDS yontemi ve E-test birlikte kullanildi-
ginda daha dogru sonug¢ alinmakla birlikte, bu konuda daha
duyarl: testlerin kullanilmasimin gerekli oldugu kanaatine
varilmigtir. '

KAYNAKLAR

1- Al O, Kart Yagar K, Sengdz G, Nazlican O: Klebsiella pneu-
moniae suglarinda farkli yontemlerle ESBL varlifinin arastiril-
masi, ANKEM Derg 16:112 (2002).

2- Biiyiikbaba O. Aydin D, Ang O: Idrar yolu infeksiyonu etkeni
Gram negatif comaklarda genisletilmis spektrumlu beta lakta-
mazlarin ¢ift disk sinerji yontemiyle belirlenmesi, Kiimik Derg
9:27 (1996).

Canton R, Coque TM, Varela MC, Oliver A, Perez-Diaz JC, Lo-
za E, Baquero F: High frequency of quinolone resistance in ex-
tended spectrum beta lactamase producing E.coli but not in
K.pneumoniae isolates from a Spanish hospital, Clin Microbiol
Infect 7 (Suppl 1):286 (2001).

W
1

4- Derbentli §, Katranci H, NakipogluY: Gram negatif comaklarda
geniglemis spektrumlu beta-laktamazlarin belirlenmesinde li¢
boyutlu yontem ve ¢ift disk sinerji yonteminin karsilastirilmasi,
ANKEM Derg 10:1 (1996).

420

5- Durmaz R, Durmaz B, Koroglu M, Tekerekoglu MS: Detection
and typing of extended-spectrum beta-lactamases in clinical iso-
lates of the family Enterobacteriaceae in a medical center in
Turkey, Microb Drug Resist 7:171 (2001).

6- Eskitiirk A, Korten V, Soyletir G: Akut bakim gerektiren hasta-
larda gelisen infeksiyonlardan izole edilen Klebsiella tiirlerinde
antibakteriyel duyarlilik paternlerinin ve genis spektrumlu beta-
laktamaz sikhifinin aragtirilmasi, ANKEM Derg 10:14 (1996).

7- Ferrara A, Dos Santos C, Cimbro M: Effect of different beta-lac-
tams in combination with beta-lactamase inhibitors in the pre-
sence or absence of tobramycin against some Enterobacteriace-
ae producing extended-spectrum beta-lactamases, Chemothe-
rapy 44:313 (1998).

8- Geyik MF, Kokoglu OF, Ugmak H, Celen MK, Hosoglu S, Ayaz
C: Hastane kaynakl Gram negatif bakterilerde genislemis spekt-
rumlu beta-laktamazlar, Infeksiyon Derg 16:175 (2002).



11

12-

Giilay Z, Yiice A, Yulug N: Klebsiella pneumoniae ve Escheric-
hia coli suslarinda degisik beta-laktamaz inhibitérleri kullanila-
rak geniglemis spektrumlu beta-laktamaz iiretiminin saptanmasi
ANKEM Derg 12:469 (1998).

Giilay Z, Bicmen S, Amyes GB, Yulug N: Ability of different
methods to detect extended spectrum beta lactamases in Entero-
bactericeae, Clin Microbiol Infect 7 (Suppl 1):288 (2001).

Kocazeybek BS: Antimicrobial resistance surveillance of Gram-
negative bacteria isolated from intensive care units of four diffe-
rent hospitals in Turkey. Evaluation of the prevalence of exten-
ded-spectrum and inducible beta-lactamases using different E-
test strips and direct induction methods, Chemotherapy 47:396
(2001).

Ozbilge H, Zeyrek FY, Inang Y: Gram negatif comaklarda genis-
lemis spektrumlu beta-laktamaz varlifi ve gesitli antibiyotiklere
diren¢ durumu, ANKEM Derg 17:13 (2003).

421

13-

15-

16-

Ozsoy MF, Onciil O, Yildirim A, Pahsa A: Genigletilmis spek(-
rumlu beta laktamazlar: Klinik onemi ve getirdigi sorunlar,
Flora 6 (Suppl 1):3 (2001). E

Papanicolaou GA, Medeiros AA, Jacoby GA: Novel plasmid-
mediated beta-lactamase (MIR-1) conferring resistance to oxyi-
mino- and alfa metoxi beta-lactams in clinical isolates of Kleb-
siella pneumoniae, Antimicrob Agents Chemother 34:2200
(1990).

Téreci K, Kaygusuz A, Ongen B, Giirler N: Enterobacteriaceae
ailesinde ard arda izole edilen 827 susta geniglemis spektrumlu
beta-laktamaz olusturma sikligi, ANKEM Derg 10:121 (1996).

Vercauteren E, Descheemaeker P, Ieven M, Sanders CC, Goos-
sens H: Comparison of screening methods for detection of ex-
tended spectrum B-lactamases and their prevalence among blood
isolates of Escherichia coli and Klebsiella spp. in a Belgian
Teaching Hospital, J Clin Microbiol 35:2191 (1997). '



