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OZET

Bu calismada, Eyliil-Kasim 2007 tarihleri arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Adana Uygulama
ve Arastirma Hastanesine basvuran hastalarin cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen Escherichia coli ve
Klebsiella spp. suslarinda, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varhiginin tespitinde 2 farkh kro-
mojenik agarin performansinin arastiriimasi amaclanmustir. Calismaya, GSBL varlidi cift disk sinerji (CDS)
testi ile belirlenen 255 E.colive 110 Klebsiella spp. olmak lizere toplam 365 (251 pozitif, 114 negatif) sus
alinmis, tim suslar Drigalski agar (Stiirenburg ve arkadaslarinin tanimladigi formiile gore hazirlandi) ve
chromID ESBL (bioMérieux, Fransa) agara ekilerek, GSBL varligi Drigalski agarda 4. ve 24. saatlerde, chro-
mID agarda ise 24. saatte degerlendirilmistir. CDS yontemi ile kromojenik besiyerlerinde elde edilen so-
nuclar arasinda uyumsuzluk gozlenen suslarda TEM, SHV, CTX-M genleri polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile arastirlmistir. Calismamizda, GSBL pozitifligi Drigalski agarda 4. ve 24. saatte sirasiyla; 238 ve
235, chromID ESBL agarda ise 24. saatte 259 izolatta tespit edilmistir. CDS ile GSBL pozitif bulunan 159
E.coli susunun timi (%100) chromID ESBL agarda; 150 (%94.3)’si ise Drigalski agarda pozitif sonug ver-
mistir. Bu oranlar Klebsiella spp. suslari icin sirasiyla; %100 (92/92) ve %92.3 (85/92) olarak belirlenmis-
tir. CDS ile negatif bulunup, chromID ESBL agarda treme gdsteren 8 (2 E.coli, 6 Klebsiella spp.) susa uy-
gulanan PCR sonucuna gore 1’inde SHV, 6’sinda CTX-M, 1’inde ise TEM ve CTX-M birlikteligi g6zlenmis-
tir. Drigalski agarda 4. saatte elde edilen sonuglarin 24. saat bulgulari ile uyumlu olmasi, bu besiyerinin
hizli tanida kullanilabilecegi yoniinde olumlu bir sonug olarak yorumlanmistir. Bulgularimiz, kromojenik
besiyerlerinin rutin laboratuvarlarda GSBL lreten bakterilerin hizl tanisi icin kullanilabilecegini diisiindiir-
mekle birlikte, bu besiyerlerinin tanisal duyarlilik ve 6zgulligiiniin belirlenmesi icin standart referans yon-
temlerle yapilacak olan karsilastirmali calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: GSBL, cift disk sinerji testi, Drigalski agar, chromID ESBL agar.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the performances of 2 different chromogenic media for the
detection of extended spectrum beta-lactamase (ESBL) producing Escherichia coli and Klebsiella spp. iso-
lated from different clinical samples of patients who were admitted to Baskent University Faculty of Me-
dicine, Adana Application and Research Hospital between September to November 2007. A total of 365
strains [251 were ESBL positive and 114 were negative by double disc synergy (DDS) test] of which 255
were E.coli and 110 were Klebsiella spp. were included to the study. All the isolates have been inocula-
ted onto Drigalski agar (prepared following the formula described by Stiirenburg et al.) and chromID
ESBL agar (bioMérieux, France) and the production of ESBL were evaluated at 4™ and 24™ hours for Dri-
galski agar, and at 24" hours for chromID ESBL agar. The strains which yielded contradictory results by
DDS test and chromogenic media, were tested for the presence of TEM, SHV and CTX-M genes by poly-
merase chain reaction (PCR). The number of ESBL positive strains on Drigalski agar at 4" and 24" ho-
urs were 238 and 235, respectively, while chromID ESBL agar detected 259 ESBL positive strains at 24"
hours. All (100%) of the 159 ESBL positive E.coli strains by DDS test were also found positive on chro-
mID ESBL agar, and 150 (94.3%) were found positive on Drigalski agar. These rates were detected as
100% (92/92) and 92.3% (85/92) for Klebsiella spp. isolates. Eight of the strains (2 E.coli, 6 Klebsiella
spp.) which yielded negative results by DDS test but positive on chromID ESBL agar, harboured SHV (n=
1), CTX-M (n= 6) and TEM + CTX-M (n= 1) genes detected by PCR. As a result, the consistency of the re-
sults obtained by Drigalski agar at 4™ and 24™ hours has indicated that this medium may provide ad-
vantages in rapid diagnosis of ESBL producing bacteria in routine laboratories. The data obtained for
chromogenic media seemed to be favourable for the rapid diagnosis of ESBL production, however com-
parative studies with the use of standard reference methods are needed in order to determine diagnos-
tic sensitivity and specificity of these media.

Key words: ESBL, double disk synergy, Drigalski agar, chromID ESBL agar.

GiRi$

Gram-negatif basillerde plazmid araciligi ile aktarilan genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklere direng, ciddi hastane enfeksiyonlarinda tedavi zorluklarina neden olan
diinya capinda 6nemli bir sorundur'. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) en
sik Klebsiella tirleri ve Escherichia coli'de goriilmesine karsin Enterobacteriaceae ailesinin
diger liyelerinde ve Pseudomonas aeruginosa’da da saptanmistir?. GSBL iireten bakterile-
rin tanimlanmasinda, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan
onerilen disk diflizyon testinde karsilasilan en 6nemli sorun, ekspresyonun azligina ya da
inokulumun etkisine bagli olarak zon caplarinin degismesi ve izolatlarin yanls duyarh
olarak saptanmasidir. Rutin laboratuvarlarda elde edilen bu sonuglar klinikte tedavi ba-
sanisizliklarina yol agmaktadir. Bu nedenle GSBL Ureten klinik izolatlarin laboratuvarda
dogru ve hizli bir sekilde tespit edilebilmesi icin standart yéntemlere ihtiyag vardir®.

GSBL tespitinde kullanilan cift disk sinerji (CDS) testi, t¢ boyutlu test, dilisyon yon-
temleri, otomatize sistemler (Vitek) ve E-test gibi yontemlere alternatif olarak, son yillar-
da maliyetlerinin distk ve givenilir olmalari nedeniyle kromojenik besiyerlerinin rutin la-
boratuvarlarda kullanilabilirligi yéniinde cok sayida arastirma yapilmaktadir*. Ornegin;
sefotaksim iceren bir kromojenik besiyeri olan Drigalski agarin GSBL ureten suglarin hiz-
Ii tanisinda kullanilabilecegi 6nerilmektedir*. ChromID ESBL agar (bioMérieux) ise sefpo-
doksim icermekte ve kromojenik substratlari ile bakterileri hem tir diizeyinde ayirt et-
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mekte hem de GSBL iiretimini gdsterebilmektedir’. Bu calismada, klinik 6rneklerden izo-
le edilen E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda GSBL varliginin saptanmasinda, CDS yontemi
ile 2 farkh kromojenik agar (Drigalski ve chromID ESBL) ile elde edilen sonuglarin karsi-
lastinlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Adana Uygulama ve Arastirma Hastane-
sine Eylil 2007-Kasim 2007 tarihleri arasinda basvuran hastalarin kan, idrar, ply ve di-
ger vicut sivilarindan izole edilen ve GSBL varligi CDS testi ile belirlenen 255 E.coli ve
110 Klebsiella spp. olmak lizere toplam 365 sus alindi.

GSBL taramasinda kullanilan CDS testinde, 0.5 McFarland standardina es deger ha-
zirlanan bakteri stispansiyonlari Mueller-Hinton agara ekildi. Aztreonam, seftriakson, sef-
tazidim ve sefepim diskleri, merkezden 25 mm uzakliga yerlestirilip, merkeze amoksisi-
lin-klavulanik asit diski konuldu. inkiibasyondan sonra, amoksisilin-klavulanik asit diski ile
diger diskler arasi sinerji saptanmasi GSBL ydniinden pozitif olarak kabul edildi®.

Drigalski agar, GSBL tarama agari olarak Stiirenburg ve arkadaslarinin* tanimladig for-
mulasyona gore 7.4 g/l pepton (Becton Dickinson, ABD), 8.5 g/I laktoz (Merck, Alman-
ya), 0.025 g/l bromkresol moru (Merck, Almanya), 12 g/l bakteriyolojik agar no.1 (Merck,
Almanya) ve 1.5 mg/| sefotaksim icerecek sekilde hazirlandi. Besiyerlerine ekim yapildik-
tan sonra 37°C’de inkilibe edildi. Drigalski agarda 4. saatten itibaren Gremelerin ortaya
¢ikmasi nedeniyle sonuclar hem 4. saat hem de 24. saatte degerlendirildi. Besiyerinde hi¢
treme olmamasi GSBL negatifligi, sari renkte olusan koloniler ise GSBL pozitifligi olarak
kabul edildi*®. Suslar arasindan mor renkte hafif tireme gosterenler, GSBL yéniinden yo-
rumlama kriterlerine uymadigindan siipheli olarak degerlendirildi’.

ChromlID ESBL Agar (bioMérieux, Fransa) Uretici firmadan hazir olarak saglandi. Sus-
lar plaklara ekildikten sonra yine 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. GSBL pozitif olan
E.coli suslari pembe-vigne clirigu renginde, Klebsiella spp. suslari ise yesil renkte koloni-
ler olusturarak iredi. Hi¢ Gireme olmamasi GSBL negatifligi olarak degerlendirildi®”.

CDS yontemi ile kromojenik besiyerlerinde elde edilen sonuglar arasinda uyumsuzluk
gozlenen suslarda TEM, SHV, CTX-M genleri 6zgul primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile arastirildi'®12. DNA ekstraksiyonu ticari bir kit ile (Nucleospin Tis-
sue/Macherey-Nagel, Almanya) uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. TEM
icin 1074 baz cifti (bg), SHV icin 1016 bg¢ ve CTX-M icin 550 b¢'lik PCR urlinleri %2’lik
agaroz jelde 100 V elektrik akiminda elektroforez ile yirttiildi ve ultraviyole transillimi-
nator (TFX 20M, Vilber Lourmat, Fransa) ile goriintilendi.

BULGULAR

Calismaya alinan E.coli suslarinin %62.3 (159/255)'G ve Klebsiella spp. suglarinin
%83.6 (92/110)'s1 olmak Uizere suslarin toplam %68.7 (251/365)'sinde CDS testi ile
GSBL pozitifligi saptanmistir. CDS ile GSBL pozitif bulunan 159 E.coli susunun timu
chromlID ESBL agarda pozitif bulunurken, 150 (%94.3)'si Drigalski agarda pozitif sonug
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vermistir. CDS ile pozitif bulunan 92 Klebsiella spp. susunun ise 85 (%92.3)'inde Drigals-
ki agarda, timiinde ise chromID ESBL agarda pozitiflik tespit edilmistir. E.coli suslarinin
87'si Drigalski agarda da negatif goriliirken 10’u mor renkte hafif Gireme gosterdiginden
stpheli olarak degerlendirilmistir. Ayni sekilde Klebsiella spp. izolatlarindan 20’si Drigals-
ki agarda negatif bulunurken, 5’i stipheli olarak yorumlanmistir. E.coli suglarinin 94’G
chromID ESBL agarda negatif olarak degerlendirilirken CDS ile negatif bulunan 2 sus
pembe renkli koloniler yapmistir. Klebsiella spp. suslarinin 12’si chromID ESBL agarda
negatif olarak tespit edilirken CDS ile negatif bulunan 6’si yesil renkte koloniler meyda-
na getirerek Gremistir. CDS ile negatif bulunup, chromID ESBL agarda treme gosteren
2 E.coli ve 6 Klebsiella spp. susuna yapilan PCR sonucuna gore 1‘inde SHY, 6’sinda CTX-
M, 1’inde ise TEM ve CTX-M birlikteligi gozlenmistir.

E.coli suglarindan 151'i Drigalski agarda 4. saatte sari renkli koloniler olusturarak urer-
ken; 24. saatte 150 sus bu oOzellikte Greme gostermistir. Bir sus 4. saatte plagin ilk ala-
ninda sari renk degisikligine neden oldugu icin baslangicta pozitif olarak yorumlanmis,
ancak 24. saatte ekim alanlarinda koloni olusumu go6zlenmedigi icin negatif kabul edil-
mistir. Yine ayni sebeple, Klebsiella spp. suslarindan 2si, 4. saatte ilk alanda sari renk de-
gisimini baslattigi icin pozitif olarak yorumlandigi halde, 24. saatte negatif olarak deger-
lendirilmistir. Bundan dolayi Klebsiella spp. suglarinin 87'si 4. saatte, 85'i ise 24. saatte
pozitif kabul edilmistir.

TARTISMA

Son yillarda tim dlinyada oldugu gibi Turkiye’de de GSBL Ureten Enterobacteriaceae
tiyelerinin etken oldugu enfeksiyonlar artis géstermektedir. Ulkemizde yapilan cesitli ca-
ismalarda, E.coli izolatlarinda %7.2-32, Klebsiella spp. izolatlarinda ise %42-56.5 arasin-
da degisen oranlarda GSBL pozitifligi tespit edilmistir'>!7.

Yapilan klinik ¢calismalarda, GSBL pozitif izolatlarin erken tanisinin, hastanede kalis su-
resini kisalttigi ve hasta bagina maliyeti azalttigi bildiriimektedir'®. CLSI, GSBL tanisinda
disk difiizyon yéntemini nermektedir®, ancak bu yéntem diisiik duyarliliga sahiptir. Ta-
rama amach kullanilan CDS yontemi ise zaman alicidir ve glvenilirligi distiktir. Bu ne-
denle GSBL {reten izolatlarin tanisi icin rutin kullanimda duyarlihg: yiiksek, gtivenilir, hiz-
Il ve maliyeti dislk testlere ihtiyag vardir.

GSBL direncinin hizli ve dogru olarak saptanmasi icin yeni besiyerleri tizerinde bircok
calisma mevcuttur*®1%2% Kromojenik besiyerleri ile GSBL tretiminin hizli tanisinin yapi-
labilmesinin yani sira bazilarinda farkli enzimlerin kullaniimasi ile hem bakterinin tiplen-
dirilmesi hem de GSBL uretiminin ayni anda gosterilebilmesi miimkiin olmaktadir. Rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda direkt 6rneklerde, erken tanida bu 6zellik 6nemli bir
avantaj olarak karsimiza cikmaktadir. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde
50 GSBL pozitif, 50 GSBL negatif izolat ile yapilan bir calismada, Quicolor ES agar ile
MHA karsilastinlmis ve QC agarin tim GSBL pozitif izolatlari dogru tespit ettigi gosteril-
mistir?®. Glupczynski ve arkadaslarinin ESBL-Bx (bioMérieux, Fransa) kullanarak 644 kli-
nik izolatla yaptiklar calismada, kromojenik agarin duyarliigi %97.7 bulunmustur>®.

108 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Bayindir Bilman F, Can F, Colakoglu S, Dolapgi I, Demirbilek M, Kaya M, Arslan H.

Stiirenburg ve arkadaslari*, Drigalski agarin duyarliigini %88 olarak bildirmis; Unaldi ve
arkadaslan® ise Drigalski agar ile CDS yéntemi arasinda %98.8 uyum oldugunu sapta-
miglardir. Bizim calismamizda da, Drigalski agar ile elde edilen sonuglarin CDS yontemi
ile elde edilen sonuclarla uyumu ytksek bulunmus ve verilerimiz, diger calismalarin bul-
gulari ile paralellik gostermistir. Ayrica, Drigalski agarda 4. saatte elde ettigimiz sonugla-
rin 24. saat bulgular ile uyumlu olmasi, erken tanida kullanilabilecegi yoniinde olumlu
bir sonug olarak yorumlanmugtir.

GSBL tespitinde diger bir kromojenik besiyeri olan chromID ESBL agarin performan-
sinin arastirldigi ve 765 ornegdi iceren bir calismada, 24. saatte duyarlilik %88 olarak bu-
lunmus ve 48. saatte bu oran %94’e ulasmistir’. Montgomery ve arkadaslar®' da chro-
mID ESBL agarin duyarlihigini %95 olarak bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda, CDS yon-
temi ile GSBL pozitif bulunan tim suslar chromID ESBL agar ile de 24. saatin sonunda
pozitif bulunmus; ayrica, CDS ile GSBL negatif olarak tespit edilen 8 izolatin TEM, SHV,
CTX-M genlerine sahip oldugu PCR ile gosterilmistir. Bu sonuclar chromID ESBL agarin
GSBL tanisinda duyarhliginin yiksek oldugunu ifade etmektedir. Ayrica, chromID ESBL
agar, kromojenik substratlari icermesi nedeniyle, tim E.coli ve Klebsiella spp. suslarinin,
sirasityla pembe ve yesil koloniler olusturarak Giremesine ve tiplendirmenin dogru olarak
yapilmasina olanak saglamistir. Sonug olarak, calismamizin bulgulari kromojenik besi-
yerlerinin rutin laboratuvarlarda GSBL ureten bakterilerin hizli tanisi icin kullanilabilece-
gini distindirmektedir.
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