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KISA BILDIRi:
ESCHERICHIA COLI VE KLEBSIELLA SP. KLiNiK iZOLATLARINDA
GENISLEMiS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ SIKLIGININ VE
ANTIBIYOTIK DIRENCININ ARASTIRILMASI*

SHORT COMMUNICATION:
INVESTIGATION OF THE FREQUENCY OF EXTENDED SPECTRUM
BETA-LACTAMASES AND ANTIBIOTIC RESISTANCE IN
CLINICAL ISOLATES OF ESCHERICHIA COLI AND KLEBSIELLA SP.

Fahriye EKSI', Géneng OZER', iclal BALCI'

OZET: Bu calisma, cesitli klinik érneklerden izole edilen Escherichia coli ve
Klebsiella sp. suslarindaki geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varhgini
arastirmak ve cesitli antibiyotiklere direnc durumlarini belirlemek amaciyla planlanmistir.
idrar, kan, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat, yara/abse, beyin omurilik sivisi ve bogaz
surintisu orneklerinden klasik yontemlerle izole edilen ve tanimlanan 78 E.coli ve 40
Klebsiella sp. izolati calismaya alinmistir. GSBL aktivitesi ¢ift disk sinerji yontemi ile
arastinimistir. izole edilen suslarin cesitli antibiyotiklere direnc durumlari CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) 6nerileri dogrultusunda disk difiizyon y&ntemiyle
belirlenmistir. E.coli suglarinin 25’inde (%32.1) ve Klebsiella sp. suglarinin 18’inde (%45)
GSBL aktivitesi pozitif bulunmustur. GSBL olusturan E.coli ve Klebsiella sp. suslari
icin antibiyotik direnc oranlar sirasiyla; siprofloksasine %76 ve %5.6, trimetoprim/
stlfametoksazole %68 ve %55.6, gentamisine %64 ve %77.8, piperasilin/tazobaktama %28
ve %50, sefoksitine %0 ve %5.6 olarak tespit edilmistir. Bu oranlar GSBL olusturmayan
E.coli ve Klebsiella sp. suslar icin sirasiyla; amoksisilin/klavulanik aside %58.5 ve
%63.6, trimetoprim/stilfametoksazole %54.7 ve %40.9, piperasilin/tazobaktama %41.5
ve %54.5, siprofloksasine %35.8 ve %4.5, gentamisine %18.9 ve %45.5, sefotaksime
%15.1 ve %50, seftazidime %13.2 ve %36.4, aztreonama %13.2 ve %54.5, seftriaksona
%11.3 ve %50, sefoksitine %7.5 ve %4.5 olarak belirlenmistir. izole edilen biitiin suslarin
meropeneme duyarl oldugu saptanirken, en etkili ikinci antibiyotigin sefoksitin oldugu
gOrulmastur. Sonug olarak olasi tedavi basarisizigini ve direngli bakterilerin segimini
6nlemek amaciyla, klinik érneklerden etken olarak izole edilen Enterobacteriaceae
Uyelerinde rutin antibiyotik duyarlilik testlerine ek olarak GSBL varliginin arastirimasi
gerektigi distnilmustar.

Anahtar sézcukler: Escherichia coli, Klebsiella sp., genislemis spektrumlu beta-
laktamaz, antibiyotik direnci.
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ABSTRACT: The aim of this study was to detect the presence of extended spectrum
beta-lactamase (ESBL) in clinical isolates of Escherichia coli and Klebsiella sp. and to
determine in vitro antibiotic resistance of these strains. A total of 78 E.coli and 40 Klebsiella
sp. strains isolated from urine, blood, bronchoalveolar lavage, tracheal aspirate, abscess,
cerebrospinal fluid and throat swab samples, and identified by conventional methods
were included in the study. ESBL activity was screened with double disk synergy test.
Antibiotic susceptibilities of the clinical isolates were determined by disc diffusion method
using CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) guidelines. ESBL production was
found positive in 25 (32.1%) E.coli and 18 (45%) Klebsiella isolates. The resistance rates
of ESBL producing E.coli and Klebsiella strains were as 76% and 5.6% for ciprofloxacin,
68% and 55.6% for trimethoprim/sulfamethoxazole, 64% and 77.8% for gentamicin, 28%
and 50% for piperacillin/tazobactam, 0% and 5.6% for cefoxitin, respectively. In ESBL
negative isolates of E.coli and Klebsiella sp. these rates were found as follows; 58.5%
and 63.6% for amoxicillin/clavulanate, 54.7% and 40.9% for trimethoprim/sulfamethoxazole,
41.5% and 54.5% for piperacillin/tazobactam, 35.8% and 4.5% for ciprofloxacin, 18.9% and
45.5% for gentamicin, 15.1% and 50% for cefotaxime, 13.2% and 36.4% for ceftazidime,
13.2% and 54.5% for aztreonam, 11.3% and 50% for ceftriaxone, 7.5% and 4.5% for
cefoxitin, respectively. While all isolates were susceptible to meropenem, cefoxitin was
the second most effective antibiotic. It was concluded that ESBL determination should
be added to routine antibiotic suspectibility testing in members of Enterobacteriaceae
isolates in order to prevent the selection of resistant bacteria and treatment failure.

Key words: Escherichia coli, Klebsiella sp., extended spectrum beta-lactamase,
antibiotic resistance.

GiRIiS

Enterobacteriaceae Uyelerinde goérllen direncin en énemli kaynagi beta-
laktamaz enzimleridir. Beta-laktamazlar, en gcok gram negatif bakteriler tarafindan
sentezlenen, dizi analizleri benzedigi icin penisilin baglayici proteinlerden
tiredigine inanilan ve beta-laktam halkasi tasiyan antibiyotiklere karsi dirence
neden olan enzimlerdir'. Ginimuzde 300’den fazla beta-laktamaz tanimlanmistir?.
Bazi mikroorganizmalar beta-laktamazlari dogal kromozomal bir enzim olarak
salgilarken bazilarn bakteriler arasinda aktarilabilen plazmidler araciligi ile
salgilamaktadir'. Ozellikle TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi beta-laktamazlardan kéken
alan genislemis spektrumiu beta-laktamazlar (GSBL) ilk kez 1983 yilinda Klebsiella
pneumoniae suslarinda tanimlanmis, daha sonra bircok Enterobactericeae
Uyesinde de gosterilmistir. Ginumulzde TEM 3-69, SHV 2-24 olmak Uzere 90
civarinda GSBL bulunmaktadir®®. Cesitli Glke, bdlge ve hastanelere gére GSBL
Ureten enterobakterilerin orani <%1 ile %74 arasinda degismektedir®.

Plazmid kontrollindeki GSBL’ler, sefotaksim, seftazidim, seftriakson ve
aztreonam gibi yeni kusak beta-laktamlara diren¢ olustururken, sefoksitin,
sefotetan ve beta-laktamaz inhibitérlerine duyarlidirlar. GSBL’leri kodlayan
plazmidler cogu kez aminoglikozid direng genlerini de tasidiklarindan, bu
izolatlar ilaglara ¢oklu direng gosterir2. Bununla birlikte GSBL pozitif suslar
genis spektrumlu sefalosporinlere ve monobaktamlara direncli olduklar halde,
rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarl olarak saptanabilmektedir. Hem
coklu direnc hem de rutin testlerde saptanan bu yalanci duyarliik sonuclari
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nedeniyle tedavide basarisizliklarla karsilasiimaktadir’®. Bu nedenlerden dolayi
GSBL Ureten suslarin rutin laboratuvarlarda arastiriimasi ve klinisyene bildiriimesi
gerekmektedir?.

Bu calismada, Gaziantep Universitesi Hastanesi’nde cesitli klinik drneklerden
izole edilen E.coli ve Klebsiella sp. suglarinda GSBL sikhginin belirlenmesi ve
cesitli antibiyotiklere diren¢ durumlarinin arastiriimasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya Ekim 2005-Subat 2006 tarihleri arasinda cesitli klinik 6rneklerden
klasik yontemlerle izole edilen ve tanimlanan 78 E.coli ve 40 Klebsiella sp.
susu alindi. Toplam 118 susun 60’1 (%50.8) poliklinik, 58’i (%49.2) ise servis
hastalarina ait izolatlardi. E.coli suslarinin 66’sI idrar, 5’i kan kulttrt, 3’0 yara, 2’si
bronkoalveolar lavaj (BAL), 1’i trakeal aspirat, 1’i de abse 6rneginden; Klebsiella
sp. suslarinin ise 17’si idrar, 16’sI kan kualtard, 2’si yara, 2’si beyin omurilik sivisi
(BOS), 2’'si bogaz ve 1’i de trakeal aspirat 6rneginden izole edilmisti.

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) aktivitesi cift disk sinerji
yontemi ile tarandi. Mueller-Hinton agar besiyerine McFarland 0.5 bulaniklikta
hazirlanan bakteri suspansiyonlarindan ekim yapildiktan sonra, ortaya 20+ 10 ug’lik
amoksisilin/klavulanik asit (AMC) diski ve bunun cevresine merkezden merkeze
uzakliklari 30 mm olacak sekilde her biri 30 ug’lik seftazidim (CAZ), seftriakson
(CRO), aztreonam (ATM) ve sefotaksim (CTX) diskleri yerlestirildi. CAZ, CRO, ATM
ve CTX diskleri cevresindeki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru geniglemesi,
GSBL aktivitesinin varlidi lehine kabul edildi. Testin negatif olmasi durumunda,
diskler arasi uzaklik 20 mm’ye indirilerek test yinelendi®''. Ayrica izole edilen
suglarin sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO), aztreonam (ATM),
amoksisilin/klavulanik asit (AMC), siprofloksasin (CIP), trimetoprim/stlfametoksazol
(SXT), piperasilin/tazobaktam (TPZ), gentamisin (CN), sefoksitin (FOX) ve
meropeneme (MEM) (Bioanalys, Ankara) diren¢c durumlarn CLSI'nin Onerileri
dogrultusunda Kirby-Bauer standart disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi'2.
Orta duyarli olarak bulunan suslar direncli olarak degerlendirildi.

Calismanin istatistiksel degerlendiriimesi, Ki kare ve Fisher exact test ile
yapildi.

BULGULAR

Calismamizda 78 E.coli susunun 25’inde (%32.1), 40 Klebsiella sp.
susunun 18’inde (%45) GSBL aktivitesi pozitif olarak saptanmistir. Toplam
118 sus icinde GSBL pozitif saptanan suslarin 18’inin (%30) poliklinik, 25’inin
(%43) ise serviste yatan hasta 6rneklerine ait izolatlar oldugu tespit edilmistir.
GSBL varligi acisindan klinik ve servis suslari arasinda istatistiksel agidan fark
gbzlenmemistir (p=0.139). GSBL olusturan ve olusturmayan suslarin cesitli
antibiyotiklere direnc durumlar sirasiyla Tablo | ve Tablo I'de gdsterilmistir.

GSBL olusturan ya da olusturmayan butin suslarin meropeneme duyarli
oldugu tespit edilirken, en etkili ikinci antibiyotigin sefoksitin oldugu gorilmustar.
GSBL olusturan ve olusturmayan E.coli suslarinin siprofloksasin ve gentamisine
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direnc oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (sirasiyla;
%76 ve %35.8; %64 ve %18.9; p<0.05). GSBL olusturan ve olusturmayan
Klebsiella sp. suglarinin gentamisine diren¢ oranlari arasindaki fark da istatistiksel
olarak anlamhdir (%77.8 ve %45.5; p<0.05). GSBL olusturan ve olusturmayan
E.coli ve Klebsiella sp. suslarinin diger antibiyotikler agisindan direnc oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo I. GSBL Olusturan E.coli ve Klebsiella Suslarinin Gesitli
Antibiyotiklere Direng Durumlari

CIP SXT CN TPZ FOX MEM
Suslar (n) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayl (%)  Sayi (%)
E.coli (25) 19 (76) 17(68) 16 (64) 7 (28) 0 0

Klebsiella sp. (18) 1 (5.6) 10 (55.6) 14 (77.8) 9 (50) 1 (5.6) 0

CIP: Siprofloksasin, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol, CN: Gentamisin, TPZ: Piperasilin/tazobaktam,
FOX: Sefoksitin, MEM: Meropenem.

Tablo Il. GSBL Olusturmayan E.coli ve Klebsiella Suslarinin Cesitli
Antibiyotiklere Diren¢ Durumlari

AMC SXT TPZ CIP CN CTX CAZ ATM CRO FOX MEM

Suslar (n) n% n®% n@®» n% n%» n% n%» n%) n(%) n (%) n (%)
31 29( 22 19 10 8 7 7 6 4

E.coli (53) (585) 547) (415 (358 (189 (151) (132 (132 (11.3) (7.5) 0

Klebsiella sp. 14 9 12 1 10 11 8 12 11 1

(22) (63.6) (409) (54.5) 4.5) (45.5) (50) (36.4) (54.5) (50) (4.5) 0

AMC: Amoksisilin/klavulanik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol, TPZ: Piperasilin/tazobaktam,
CIP: Siprofloksasin, CN: Gentamisin, CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, ATM: Aztreonam,
CRO: Seftriakson, FOX: Sefoksitin, MEM: Meropenem.

TARTISMA

Antibiyotik direnci, gerek toplum gerekse hastane kodkenli enfeksiyonlarin
tedavisinde giderek artan bir sorundur. Yeni antibakteriyel ilaclarin tedaviye
girmesi, kacinilmaz olarak bunlara direncli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi
ile sonlanmaktadir’. Ginimuzde yodun bakim Unitelerinde ve immun sistemi
baskilanmis hasta sayilarindaki artis nedeniyle yogun antibiyotik kullanimi ve
gida endustrisinde antibiyotik uygulamasina bagl olarak mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci de giderek artmaktadir'.

Tum dinyada oldugu gibi Turkiye’de de son yillarda GSBL salgilayan
Enterobacteriaceae Uyelerinin etken oldugu enfeksiyonlar artis géstermektedir.
Ulkemizde yapilan cesitli calismalarda, Klebsiella sp. izolatlarinda %15.9-55.5,
E.coli izolatlarinda ise %8.7-32 arasinda degisen oranlarda GSBL pozitifligi tespit
edilmistir'*'8, Calismamizda E.coli suglarinda GSBL pozitifligi %32.1, Klebsiella
sp. susglarinda ise %45 olarak bulunmustur. Bu calismalardaki farkli oranlar,
antibiyotik kullanim aligkanliklari ve c¢alisilan hasta gruplarinin farkiigina bagh
olabilir; ancak calismamizda saptanan degerler de bu oranlarla uyumludur.
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Degisik Ulkelerdeki oranlar incelendiginde; Avrupa genelinde yogun
bakim Unitelerinden izole edilen Klebsiella tirlerinin %20-25’inde GSBL varlig
saptanirken, Fransa’da bu oran %30-40 olarak bulunmustur®. Hong Kong'da
yapilan bir calismada E.coli ve Klebsiella izolatlarinin sirasiyla %11 ve %13’Unde
GSBL saptanmistir'®. iran’da ise K.pneumoniae suslarinda GSBL pozitifligi
%44.5 olarak bildirilmistir®.

Ulkemizde yapilan bazi calismalarda imipeneme karsi diisilk oranda
da olsa direnc¢ tespit edilmistir'#?'. Bizim calismamizda, tum izolatlarin
meropeneme duyarll oldugu goérilmus ve sefoksitin duyarliliginin da yiksek
oldugu (%95) bulunmustur. GSBL olusturan E.coli suslarinda siprofloksasin
ve gentamisine yUksek oranda (sirasiyla; %76 ve %64) direng tespit edilmis,
bu oranlar GSBL olusturmayan E.coli suglarinin ayni antibiyotiklere karsi
direnc oranlarina (sirasiyla; %35.8 ve %18.9) gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Benzer olarak GSBL olusturan Klebsiella sp. suslarinda
da siprofloksasin direnci (%77.8), GSBL olusturmayan suslara goére (%45.5)
anlaml olarak yuksektir (p<0.05).

GSBL Uretiminden sorumlu olan plazmidler, ayni zamanda aminoglikozidler,
trimetoprim/sulfametoksazol, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere
ait direng genlerini de tasirlar2. Ulkemizde yapilan calismalarda GSBL
olusturan bakterilerde ayni zamanda aminoglikozid direnci de gdzlenmigtir''-*4,
Calismamizda aminoglikozidlere kargl saptanan direncin bu nedenden
kaynaklandigr dastundimustlr. E.coli’nin goklu antibiyotik direngli (Mar)
mutantlan tetrasiklin, kloramfenikol, penisilinler, sefalosporinler, puromisin,
nalidiksik asit, rifampin ve florokinolonlara direnclidir®24. Calismamizda E.coli
suslarinda saptanan yuksek siprofloksasin direnci, ¢oklu antibiyotik direncli
E.coli mutantlarinin varligina bagh olabilir.

Sonug olarak, direng nedeniyle tedavi basarisizliklarinin en aza indirgenmesi
icin GSBL Ureten suslarin cift disk sineriji testi gibi rutinde uygulanmasi kolay olan
bir ydntemle saptanmasi, antibiyotik direng profillerinin bilinmesi, antibiyotiklerin
dikkatle, uygun slire ve dozlarda kullaniminin saglanmasi ve denetlenmesi
gerekmektedir. Bu amacla her hastanede enfeksiyon kontrol komitelerinin
kurulmasi ve etkin bir calisma yuritmesi gerekliligine inanmaktayiz.
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