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HASTANE KAYNAKLI INFEKSiYONLARDAN iZOLE EDIiLEN ESCHERICHIA COLI,
KLEBSIELLA PNEUMONIAE VE KLEBSIELLA OXYTOCA TURLERINDE GENISLETILMIiS
SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ SAPTANMASI
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OZET

Cegitli klinik drneklerden hastane infeksiyon etkeni olarak izole edilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Klebsiella oxytoca tiirlerinde genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varligi aragtirinugtir. GSBL iiretimini saptamak
icin ¢ift disk sinerji (CDS), disk difiizyon tarama ve fenotipik dogrulama testleri kullamilmistir. Fenotipik dogrulama testine
gore diger iki testin duyarlilik, ozgiilliik ve teshis dogruluklar: degerlendirilmigtir.

Incelenen bakterilerde % 66 oramnda GSBL iiretimi saptanmigtir. E.coli ve K.oxytoca’ya gore K.pneumoniae
izolatlarinda daha yiiksek oranda GSBL iiretimi bulunmustur. CDS testinin duyarlilik, ozgiilliik ve teshis dogruluklar:
swrasiyla % 82, % 85 ve % 83 oraminda tespit edilmistir. 1997 de yayinlanan NCCLS disk difiizyon degerlendirme
kriterlerinin 1997 den once yayinlanan kriterlere gore GSBL iiretimini gostermede daha duyarli oldugu saptanmistir. En
duyarl indikator antibiyotigin seftazidim oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte disk difiizyon tarama testinde en az iki

genig spektrumlu beta-laktam kullanmilmasiyla yanlig negatiflik oranlarimin azalacagi sonucuna varilmigstir.

Anahtar sozciikler: cift disk sinerji, Enterobacteriaceae, genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz, tarama ve dogrulama testleri

SUMMARY

Detection of Extended Spectrum Beta-lactamase Production in Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca Strains Isolated from Nosocomial Infections

The presence of extended spectrum beta-laktamase (ESBL) in the nosocomial isolates of Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Klebsiella oxytoca was investigated. To detect ESBL production, double-disk synergy (DDS), disk diffusion
screening and phenotypical confirmation tests were used. The sensitivity, specificity and diagnostic reliability of the other
two tests were evaluated according to phenotypical confirmation test results.

There was 66 % ESBL production in the bacteria studied. In K.pneumoniae isolates, there was a higher rate of ESBL
production than in E. coli and K. oxytoca isolates. The sensitivity, specificity and diagnostic reliability of DDS test were
82 %, 85 % and 83 %, respectively. NCCLS disk diffusion criteria published in 1997 were found to be more sensitive in
revealing ESBL production than those published before 1997. Ceftazidime was shown to be the most sensitive indicator
antibiotic. In addition, it was concluded that by the use of at least two wide-spectrum beta-lactams in disk diffusion screening

test, the rate of false negativity could be decreased.

Keywords: double-disk synergy test, Enterobacteriaceae, extended spectrum beta-laktamase, screening and confirmation methods

Yazisma adresi: Birgiil Kacmaz. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari, ANKARA
Tel: (0312) 202 40 83
e-posta:kacmazbirgul @mynet.com
Alindigr tarih: 07.03.2005, revizyon kabulii: 27.07.2005

125



B Kagmaz ve ark.
GiRiS

Hastane infeksiyon etkeni olan mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci 6nemli bir sorundur. Bu durum hastalarin
ekonomik olarak tedavi yiikiinii arttirirken ayni zamanda
mortalite ve morbidite oranlarinin da artmasina neden olur(®,

Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)
plazmidlerle taginan oksiiminosefalosporinlere ve aztreonam
gibi monobaktamlara direng gelisimine yol agan enzimlerdir.
GSBL’ler en sik Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli’de
goriilmesine ragmen Enterobacteriaceae familyasinin diger
iiyelerinde ve Pseudomonos aeruginosa’da da saptanmistir(17),

Genigletilmis spektrumlu beta-laktamaz iireten bakteriler
rutin duyarlilik deneylerinde sefotaksim (CTX), seftriakson
(CRO), seftazidim (CAZ) ve/veya aztreonama (AZT) direng
goriilmesi ile belirlenebilir. Ancak bazen GSBL olusturan
kokenlerle yapilan duyarlilik deneylerinde bu bakterilere
diren¢ saptanamaz ve bu durum da klinikte tedavi
basarisizliklarina yol acar(!®). Bu nedenle GSBL iireten klinik
izolatlarin laboratuvarda giivenilir bir sekilde tespit edilebilmesi
icin baz1 yontemler gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 cift
disk sinerji (CDS) testi, ii¢ boyutlu test, diliisyon yontemleri,
otomatize sistemler (Vitek) ve E-test’dir(®. 1996 yilinda
yaymlanan ¢alismalarda GSBL iireten suglarin genis spektrumlu
sefalosporinlere direncini belirlemede National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) kriterlerinin
yetersiz kaldig1 bildirilmistir®11), 1997 yilinda da NCCLS
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve E.coli’de
GSBL’yi tespit etmek icin tarama ve fenotipik dogrulama
testlerini yayinlamigtir. Buna gore tarama testinde genis
spektrumlu beta-laktam ajanlarin (sefpodoksim, CAZ, AZT,
CTX ve CRO) minimal inhibit6r konsantrasyonlarimin (MIK)
>2 mg/l olmasinin veya inhibisyon zon ¢aplarinin sefpodoksim
icin <22 mm, AZT i¢in <27 mm, CAZ i¢in <22mm, CTX i¢in
<27 mm ve CRO i¢in <25 mm olmasimnin bakteride GSBL
iretimi giiphesini diigiindiirmelidir. Tarama testinde GSBL
iiretimi sliphesi olan bakterilere fenotipik dogrulama testi
uygulanmalidir. Fenotipik dogrulama testinde hem CTX hem
de CAZ tek basina ve klavulanik asit (KA) ile birlikte test
edilmelidir. flacin zon capinin KA ile test edildiginde tek
bagina test edildigine gore =5 mm artmasi GSBL pozitifligini
gostermektedir(13),

Bu calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Infeksiyon
Kontrol Komitesince hastane infeksiyonu tanisit konulan
hastalarin degisik klinik Orneklerinden izole edilen
K.pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli suslar1 alinmistir. Bu
suslarda GSBL varlig1 CDS testi ve disk difiizyon tarama testi
ile arastirilmig, bu sonuglarin fenotipik dogrulama testine gore
duyarlilik, 6zgiilliikk ve teshis dogruluklart degerlendirilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Caligmada toplam 100 K .pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli
susu kullamlmugtir. Bu suglar 2003 y1h igerisinde ¢esitli nedenlerle
hastanemizde yatarak tedavi goren ve Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) kriterlerine gore hastane infeksiyonu tanisi
konulan rastgele secilmis 100 hastanin degisik drneklerinden
izole edilmistir. Bakteriler klasik biyokimyasal testler ve BD
BBL Crystal Gram Negative ID System/GN (Becton, Dickinson
and Company, USA) ile tanimlanmigtir. Her hastanin tek bir
izolat1 caligmada kullanilmugtir. Suglarda GSBL varligini saptamak
amaciyla CDS, disk difiizyon tarama ve fenotipik dogrulama
testi uygulanmugtir. Kontrol sugu olarak E.coli 25922 kullamlmugtir.

Cift disk sinerji testi: Burada McFarland 0.5°e gore ayarlanan
bakteri siispansiyonu, Mueller Hinton agara ekilip ardindan
amoksisilin (20 pg) / KA (10 pg) diskinin ¢evresine CAZ (30
ug), CTX (30 pug), CRO (30 pg) ve AZT (30 pg) (Oxoid) diskleri
merkezden merkeze uzaklik 25 mm olacak sekilde yerlestirilmistir.
Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonunda amoksisilin/KA diskinin
etrafindaki disklerden birinin inhibisyon zonunda KA igeren
diske dogru genislemesi GSBL yapimu lehine yorumlanmustir®),

Disk difiizyon tarama testi: GSBL saptanmasinda gosterge
olan antibiyotiklerden CAZ, AZT, CRO ve CTX duyarliliklan
disk difiizyon yontemiyle aragtirilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde 1997 éncesi(!1?) ve 1997°de(13) yaymlanan
NCCLS kriterleri kullanilmigtur.

Disk difiizyon fenotipik dogrulama testi: Bakteriler CTX
ve CTX+KA, CAZ ve CAZ+KA ile standart disk difiizyon
onerileri dogrultusunda test edilmistir. flacin zon capinin KA ile
test edildiginde tek bagina test edildigine gore =5 mm
artmast GSBL varlig1 icin pozitif kabul edilmistir13).

Sonuglar duyarlilik = dogru pozitiflik/dogru pozitiflik+
yanlis negatiflik, 6zgiillik = dogru negatiflik/dogru
negatiflik+yanls pozitiflik ve teshis dogrulugu = dogru
pozitiflik+dogru negatiflik/caligilan bakteri sayis1 formiilleri
kullanilarak degerlendirilmistir.

BULGULAR
Calismaya toplam 100 hastadan izole edilen 100 farkli
bakteri alinmistir. Hastalarin 46°s1 erkek, 54’1 kadm idi.
Calismada izole edilen bakterilerin klinik 6rneklere ve tiirlere

gore dagilimi tablo 1’de sunulmugtur.

Tablo 1: Bakterilerin tiirlere ve klinik orneklere gore dagilimi.

Bakteri fdrar  Kan DVS#* Yara Toplam
E.coli 40 7 2 15 64
K.pneumoniae 13 3 5 1 22
K.oxytoca 4 - 2 8 14
Toplam 57 10 9 24 100

*= diger viicut swilari (plevra, periton, beyin omurilik sivist)



Hastane kaynakli infeksiyonlardan izole edilen E. coli, K. pneumoniae ve K. oxytoca tiirlerinde genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz saptanmasi

Fenotipik dogrulama testine gore 100 bakterinin 66’sinda
GSBL iiretimi saptanmustir. Bu bakterilerin 40°1 (% 61) E.cali,
17’si (% 26) K.pneumoniae ve 9’u (% 13) K.oxytoca suslardir.
GSBL iiretiminin bakteri tiirlerine gore dagilimi tablo 2’de
sunulmustur.

Tablo 2: GSBL iiretiminin bakteri tiirlerine gore dagilimi.

Bakteri (n) GSBL(pozitif)* GSBL(negatif)*
E.coli (64) 40 (63) 24 (37)
K.pneumoniae (22) 17 (77) 5(23)
K.oxytoca (14) 9 (64) 5 (36)
Toplam (100) 66 (66) 34 (34)

*n (%)

Fenotipik dogrulama testine gére GSBL iiretimi saptanan
66 susun 1997 6ncesi ve 1997 yili NCCLS disk difiizyon testi
kriterleri ile degerlendirildiginde saptanan duyarlilik, 6zgiilliik
ve teshis dogrulugu yiizde oranlari tablo 3’de sunulmustur.

1997 yili 6ncesi disk difiizyon degerlendirme kriterleri
esas alindiginda test edilen antibiyotik disklerinin hicbirinde
yanlis pozitiflik saptanmamigstir. Boylelikle hepsinin
ozgiilliikleri % 100, duyarliliklari ise % 76-63 arasinda degisen
oranlarda bulunmugtur. 1997 yilinda yayimlanan GSBL disk
difiizyon tarama testi degerlendirme kriterleri dikkate
alindiginda duyarhilik oranlarimn arttig1 saptanmustir. Ozellikle
CAZ’daki duyarlilik artig1 diger antibiyotiklere gore daha
belirgin olmustur. Antibiyotiklerin teshis dogrulugu her iki
yila ait kriterlerle hesaplandiginda en yiiksek oranin CAZ’da
oldugu goriilmiistiir.

Cift disk sinerji testinin duyarliligi % 82, ozgiilliigii %
85, teshis dogrulugu ise % 83 olarak saptanmuisgtir.

TARTISMA

Genigletilmis spektrumlu beta-laktamazlar E.coli ve
Klebsiella tiirlerinde penisilin ve sefalosporinlere karsi en
onemli diren¢ mekanizmalarindan biridir. Bu enzimleri
kodlayan genler siklikla birden fazla antibiyotige direngten
sorumlu plazmidlerle taginir ve Enterobacteriaceae ailesinin
degisik tiirleri arasinda kolaylikla transfer edilir. GSBL iireten
patojenlerle olusan infeksiyonlar penisilin ve sefalosporinlerle
tedavi edilemez. Bu nedenle hastanelerde bu tip mikroor-

ganizmalarm tanimlanmasi, uygun sekilde tedavi edilmesi ve
kontrol énlemlerinin alinmas1 gerekmektedir(16),

GSBL olusturan E.coli ve Klebsiella tiirlerinin in-vitro
kogullarda taninabilmesi i¢in NCCLS beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitdrii sinerjisinin gosterilmesi esasina dayanan
tarama ve fenotipik dogrulama testini yaynlamigtir!3), GSBL
iirettigi saptanan mikroorganizmalar penisilinlere, sefamisinler
harig tiim sefalosporinlere ve aztreonama direncli olarak rapor
edilmelidir(19),

Bu calismada E.coli, K.pneumoniae ve K.oxytoca
tiirlerinde GSBL olusumu disk difiizyon yontemi ile NCCLS
oOnerileri dogrultusunda fenotipik dogrulama testi uygulanarak
saptanmustir. Hastane infeksiyon etkeni olarak c¢esitli klinik
materyallerden izole edilen 100 susun 66’sinda GSBL iiretimi
fenotipik olarak dogrulanmigtir. GSBL iireten mikroorganiz-
malarin, cogunlukla hastane infeksiyon etkeni olan izolatlar
oldugunu dikkate alirsak bu oranin yiiksekligini aciklayabiliriz
(5). Calisilan izolatlar arasinda GSBL oraninin K.
pneumoniae’de diger iki tiire gore daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ulkemizde de GSBL oranini1 K. pneumoniae’de
diger iki tiire gore daha yiiksek oldugunu saptayan ¢aligsmalar
vardir®.9), GSBL larn en sik saptandig1 suslarin K.pneumoniae
izolatlar1 olmasinin nedeni spontan mutasyonlarin daha stk
olmasina baglanabilir(19),

Bu caligmada ayni1 zamanda fenotipik dogrulama testi
ile CDS testi ve disk difiizyon tarama testi degerlendirme
kriterleri ile karsilagtirlmistir. CDS testi GSBL tayininde
halen en yaygin, en ucuz ve en kolay yontem oldugu i¢in
tilkemizde pek ¢ok mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilmak-
tadir(1:10), Bu calismada CDS testinin fenotipik dogrulama
testine gore duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla % 82 ve % 85
olarak bulunmustur. CDS testinin giivenilirligini azaltan gesitli
faktorler bulunmaktadir. Ornegin bazi suslar tarafindan yiiksek
diizeyde olusturulan sefalosporinazlar sinerjik etkinin
goriilmesini dnleyebilmektedir. Diskler arasindaki uzakligin
da deneyin sonucunu etkiledigi, bazen GSBL olugturan suslarla
yapilan ve diskler arasindaki uzakligin 30 mm olarak
ayarlandig1 deneylerde yanlis negatif sonuglar elde edildigi
bildirilmektedir. Ozellikle indiiklenebilir kromozomal AmpC
beta-laktamazini1 yiiksek diizeyde sentezleyen
Enterobacteriaceae susglarinda, inhibisyon zonu olugsmamast
veya kiiciik inhibisyon zonu olugmasi nedeniyle sinerji testi
negatif sonug verebilmektedir. Boyle durumlarda diskler aras1

Tablo 3: GSBL varligi saptanan suglarin 1997 dncesi ve 1997 yiuli NCCLS disk difiizyon testi kriterleri ile degerlendirilmesi (%).

CAZ AZT CTX CRO
Kriter duyar ozgil  td. duyar  ozgiil td. duyar  ozgiil td. duyar  6zgiil td.
1997 6ncesi 76 100 85 71 100 81 68 100 79 63 100 76
1997 92 95 93 2 85 83 76 80 78 79 100 86

duyar=duyarlilik, 6zgiil= ozgiilliik, td.=teshis dogrulugu
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mesafenin 20 mm tutulmasi1 veya kromozomal beta-
laktamazlardan ¢ok az etkilenen sefepim veya sefpirom
disklerinin kullanilmasi ile deneyin tekrarlanmasi 6nerilmek-
tedir. Ayrica klavulanat diskinde meydana gelebilecek potens
kaybinin da dikkate alinmas: gerektigi belirtilmektedir. Son
zamanlarda TEM ve SHV dis1 bazt GSBL'larin klavulanata
direngli oldugu bildirilmigtir. Bu tiir GSBL tasiyan bakteriler
bu yéntemle saptanamamaktadir(15),

CDS testinde 66 bakterinin 54’tinde GSBL saptanmustir.
Yukarida sayilan nedenlerden dolay: bu oranin saptanandan
biraz daha yiiksek olmas1 beklenebilir.

Bu ¢ahismada da 1997 yili 6ncesi disk difiizyon degerlen-
dirme smirlar1 dikkate alindiginda antibiyotiklerin duyarlilik-
larinin % 63-76, teshis dogruluklarinin ise % 76-85 arasinda
degistigi goriilmiistiir. Buna kargilik 1997 yilinda yaymlanan
disk difiizyon tarama testi sinirlarina gore ise antibiyotiklerin
hem duyarlilik oranlarinin, hem de teshis dogrulugu oranlarinin
yiikseldigi saptanmugtir. En iyi indikator antibiyotigin ise CAZ
oldugu bulunmustur. Bu calismaya benzer olarak Ho ve ark.(7),
Winokur ve ark.(20) da yaptiklar ¢aligmada disk difiizyon
tarama testinde en iyi endikator antibiyotik diskinin CAZ
oldugunu rapor etmiglerdir. Buna karsilik Navon-Venezia ve
ark.(1) ise CTX’in diger test ettikleri genis spektrumlu
sefalosporinlerden (CAZ, CRO) ve aztreonamdan daha {istiin
oldugunu bulmusglardir. Bu farkli sonuglar1 degisik cografi
bolgelerde baskin olan enzimlerin degiskenligiyle
aciklayabiliriz. GSBL sustrat profillerindeki farkliliklardan
dolay1 tiglincii kusak sefalosporinlerden higbirinin tek bagina
biitiin GSBL iireten suglar1 saptamayacagi bilinmelidir. Bu
nedenle yanlis negatiflikleri 6nlemek icin disk difiizyon tarama
testinde en az iki sefalosporinin degerlendirilmesinin uygun
olacagini diistiniiyoruz.

Sonug olarak bu ¢aligmada hastane infeksiyon etkeni
olan E.coli ve Klebsiella suslarinda GSBL iiretimi % 66 gibi
yiiksek oranda bulunmustur. Ozellikle K.pneumoniae
izolatlarinda GSBL diger iki tiire gore daha yiiksek oranda
saptanmistir. Klinik izolatlarin GSBL yo6niinden klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak taranmasi
gerekmektedir. Bu mikroorganizmalarin tespit edilmesi, erken
donemde infeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasini ve
hastalarin uygun sekilde tedavi edilmesini saglar. GSBL
tespitinde klinik mikrobiyoloji laboratuvari en giivenilir
yontemi tercih etmelidir. Bu caligmada 1997 yilinda yayinlanan
disk difiizyon tarama testi kriterlerinin CDS testine ve 1997
yil1 6ncesi yayinlanan disk difiizyon degerlendirme kriterlerine
gore daha duyarli oldugu saptanmistir. Ozellikle GSBL
tespitinde kullanilan dort genis spektrumlu sefalosporinden
CAZ’m en iyi indikator oldugu gozlenmistir. Buna ragmen
disk difiizyon tarama testinin giivenilirligini arttirmak icin en
az iki genig spektrumlu sefalosporin kullanilmasinin daha
uygun olacagi saptanmistir. Klavulanata direngli GSBL larin
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bu yontemlerle gozden kacabilecegi unutulmamalidir. GSBL
tiretiminin sik olarak goriildiigii mikroorganizmalarin neden
oldugu infeksiyonlu hastalarin antibiyotik tedavisine verdigi
yanitlar yakindan takip edilmelidir.
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