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GENISLETILMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ,
VARLIGININ SAPTANMASINDA KULLANILAN CESITLI
YONTEMLERIN DEGERLENDIRILMESI*

Zeynep GULAY, Meral KUCUKGUVEN BICMEN, Nuran YOLUG
OZET

GCahgmamizda, genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) liretiminin gdsterilme-
si amaciyla kullamlan beg farkli yontem etkinlik agisindan kargilagtirilrmstir. Bu amacla,
GSBL irettigi bilinen alt1 pozitif kontrol susu ve SHV-1 ile TEM-1 lreten iki negatif kont-
rol susu kullamlmagtir. GSBL varlifinin gdsterilmesi amaciyla uygulanan ydntemler ve
kontrol suglan ile alinan pozitif sonuglar soyledir: 1- Cift disk sinerji testi (CDS) % 100;
2- Mikrodiliisyon ydntemi ile seftazidim ve sefotaksim MIK degerlerinin saptanmasi %
67; 3- Mikrodiliisyon testinde inokulum miktarinin 5x105°den 5x106 ve 5x107ve cikanl-
mas1 % 100; 4- Biyoyontem ile enzim aktivitesinin degerlendirilmesi % 33; 5- Disk difiiz-
yon testi % 83. Mikrodiliisyon ve disk difiizyon sonuglariun degerlendirmesinde yeni
NCCLS standartlan gbzoniine alinmugtir. Bunlar diginda 25 Klebsiella pnewmoniae ve 50
Escherichia coli izolatinin da GSBL iiretimi aym yontemlerte aragtinlmis ve CDS ile bu
suslann 12’sinde (6 K.preumoniae, 6 F.coli) GSBL varlifi saptanmistir, Diger yoatemler-
le elde edilen veriler incelendiginde, CDS ile en uyumlu sonuglarin disk difiizyon testi iie
alindigs belirlenmigtir. Sonug olarak, CDS yonteminin GSBL iiretiminin taranmas: agisin-
dan etkinlifini korudugu gbzlenmigtir.

SUMMARY
Detection of extended spectrum beta-lactamase production by different methods.

In this study, the abilities of differens laboratory methods to detect extended-spectrum
beta-lactamases {(ESBL) producing microorganisms, were compared. The results of testing
six ESBL positive and two ESBL negative (SHV-1 and TEM-1 producers} transconjugants
were as follows (positive results given as percentages): 1- Double disk synergy (DDS) test
100 %; 2- Microdilution method for ceftazidime or cefotaxime MIC values 67 %; 3- Mic-
rodilution test with a higher inoctlum 100 %; 4- A microbiological assay, in which the ac-
tivity in bacterial sonicates were detected 33 %; 5- Disk diffusion test 83 %, New NCCLS
standards were followed in reporting disk diffusion and microdilution tests. ESBL produc-
tion 1n a total of 75 clinical isolates (25 K. preumaoniae and 50 E.coli) were also invesliga-
ted by the same methods. ESBL production was detected in 12 (6 K.peumoniae and 6 E.co-
i) by the DDS. The method which correlated best with the DS was disk diffusion. In
conclusion, DDS test is still useful as a screening test for ESBL production.

* 13. Antibiyotik ve Kematerapi (ANKEM) Kongresinde sunubmustur {1-5 Haziran 1998, Antaya).
Dokuz Eylifl Universitesi Trp Fakiiltesi. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrabiyoloji Anabilim Dals, Inciralt, Izmir.
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GIRIS

Plazmidlerle taginan genigletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), sefotaksim,
seftazidim ve seftriakson gibi oksiimino sefalosporinlere ve aztreonam gibi monobaktam-
lara direng gelisimine neden clan enzimlerdir (1,6,11), Bunlar, basta Kiebsiella pnewmnoni-
ae ve Escherichia coli suslan olmak iizere Enterobacteriaceae iiyelerinde yaygin olarak
bulunmakta ve bu tiirlerle geligen infeksiyonlarin safaltiminda sorun olugturmaktadir (1,6).

Bakterilerin GSBL iiretimi rulin antibiyotik duyarlilik testleri ile gbzden kagabilmek-
tedir. Bunun sonucunda son Naticnal Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) 6nerilerinde degisiklikler olmustur. Bu 8nerilerde, genigletilmis spektrumlu be-
ta-laktam ajanlarin Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK)'larinin 2 mg/L’ye esit ve da-
ha yiiksek olmasi veya inhibisyon zon ¢aplarnnin azireonam igin 28 mm; seftazidim igin 23
mm, sefotaksim i¢in 26 mm’den dar olmasinin GSBL tiretimi icin uyarica olmas: gerekli-
g1 bildirilmektedir (9,10).

GSBL idiretiminin gosterilmesi amaciyla defisik yintemler uygulanabilmektedir. Bun-
lar arasinda en yaygin olarak kullanilani ¢ift disk sinerfi yontemidir (6,13). Ancak bu y&n-
temin duyarlihi@i da enzimin substrat profiline, diskler aras1 mesafeye ve degerlendiricinin
deneyimine gore defisebilmektedir (3,4,14), Dolayisiyla, geniglotitmis spektrumlu beta-
laktamaz saptanmasinda giivenilir ve standart bir yéntem arayisi siirmektedir. Bu nedenle
cahigmarmzda SHV tipi GSBL iirettigi bilinen alti pozitif kontrol sugu ile SHV-1 ve TEM-
1 iireten iki negatil kontrol sugu kullanilarak GSBL saptanmas: i¢in Onerilen bes farkl yon-
tem [¢ift disk sinerji testi (CDS); mikrodiliisyon yontemi ile seftazidim (CAZ) ve sefotak-
sim (CTX) MIK degerlerinin saplanmasi, mikrodiliisyon yénteminin inokulum yogunlugu
5x106 ve 3x107 cfu/ml'ye cikanlarak yinelenmesi, disk difiizyon testi ile aztreonam
(ATM), CAZ ve CTX inhibisyon alani ¢apinin belirlenmest, biyoytntem ile enzim aktivi-
tesinin saptanmasi] ile degerlendirilmistir. Disk difiizyon ve MIK sonuglarinin degerlendi-
rilmesinde yeni NCCLS kriterleri dikkate alinmstir, Ayrica, klinik érneklerden izole edil-
mis 25 Klebsiella prewmoniae ve 50 Escherichia coli sugunun GSBL tretimi de aynt yon-
temlerle incelentmustir.

GEREC VE YONTEM

Suglar: Caligmaya, Edinburgh Universitesi Tip Fakiittesi Molekiiler Kemoterapi Labo-
ratuvar’ndan saglanan ikist SHV-2, ikist SHV-5, biri SHV-3 ve biri de SHV-7 tipi GSBL
tireten 6 pozitif kontrol sugu ve TEM-1 ve SHV-1 iireten iki negatif kontrol susu ile Ekim-
Kasim 1997 arasinda Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gesitli klinik drneklerden izo-
le edilmis ve hastane veya toplum kékenli ayinmi yapilmaksizin rastgele segilmig 25
K. pneumoniae ve 50 E.coli susu alinmustiy,

Cift disk sinerji testi (CDS): Mueller Hinton agar {(Oxoid) besiyeri ylizeyine McFar-
iand (.5 eseline gore bulamklig1 ayarlanmes bakteri siispansiyonu yayildiktan sonra, mer-
keze bir amoksisilin-klavulanik asit (AMC) diski (20/10 ug) (Oxoid) ve gevresine disk
merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm olacak gekilde CAZ, CTX ve ATM diskleri yeriesti-
rilmigtir. Bir gece 37°C’de inkilibasyondan sonra genis spektrumlu beta-laktam diskleri
gevresindeki inhibisyon alamnmin beta-laktamaz inhibitéri diskine doBru geniglemesi
GSBL olumluiugu olarak degerfendirilmistir (6). Inhibisyon zon gaplartnin dar oldugu du-
rumlarda diskler arasi uzakitk azaltilarak modifiye CDS uygulanmustir (4).

Mikrodiliisyon ybatemi ve inokulum artiiriimasy: Sefotaksim ve seftazidim minimal
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inhibitér konsantrasyonlart NCCLS 6nerilerine uyuiarak mikredilisyon ytntemi ile sap-
tanmmgtr (9), Ayni deneyler inokulum miktar 5x106 ve 5x107'ye ¢tkarilarak yinelenmigtis.
Inokulumun 5x107ye gikarildifz deneyler ayrica 2 pg/ml klavulanik asit varhginda da uy-
gulanmistir. Standart mikrodiliisyon yontermi ile MIK degerlerinin = 128 mg/L'ye yiiksel-
mesi ve klavulanik asit eklendiginde bu deerin 8 kat azalmasi GSBL agisindan olumlu ka-
bul edilmistir (7,12).

Disk difiizyon testi: [zolatlarin beta-laktam antibiyotiklere duyarliligs standart disk di-
fiizyon teknigi ile incelenmigtir (10),

Biyoytntem ile enzim aktivitesinin incelenmesi: GSBL aktivitesinin incelenmesi ama-
ayla Staphylococcus aurens NCTC 6571 susu Mueller Hinton agar ylizeyine yayiarak
CAZ ve CTX ile disk difiizyon testi uygulanmusg ve diskler cevresinde olusan inhibisyon ala-
minin gapi Slgiilmdigtiir. Tkinci agamada, benzer sekilde plaklar hazirlanarak bestyeri yiizeyi-
ne beklenen inhibisyen zonu kenarna gelecek sekilde dort steril disk yerlestirilmis ve galis-
maya alinan suglardan elde edilen sonikatlar diskler lizerine damlatilnustir. Ddrdiincii disk
iizerine sonikat ile birlikte son konsantrasyonu 2 ug olacak sekilde klavulanat da eklenmig-
tir. GSBL ile antibiyotik inaktivasyonu, inhibisyon zonu icerisinde indikatér susun liremesi
ve zonun klavalanat etkisiyle 4. disk etrafinda tekrar geniglemesi ile degerlendirilmigtir.

Biyoydntem ile enzim ekstrelerinin hazirlanmast; Bakterilerin nutrient agar yiizeyin-
deki kolonileri I ml 50 mM fosfat tamponu ile yikanarak toplandiktan sonra bakteriler so-
nikatérde pargalanmagtir. Sonikat 4°C’de, 10,000 rpm’de 10 dk santrifiije edilerek beta-lak-
tamazlan igeren st sivi toplanmistir (12).

Istatistiksel analiz: Degisik yontemlerin kontrol suslarinda GSBL saptama etkinligi
SPSS programmda Mc Nemar ve varyans analizi testleri ile; kontrol ve klinik suslarda di-
ger yontemlerin CDS ile uyumlulugu ise yine aym programda kappa degerleri bulunarak
incelenmigtir.

s

BULGULAR

CDS testi ile pozitif kontrol suglarinin tiimiinde, mikrodililsyon y6ntemi ile 4/6’sinda
(% 67), mikrodiliisyon yonteminde inokulum arttirtimasi ile tiimiinde, biyoy&ntem ile
2/6’sinda (% 33), disk difiizyon testi ile 5/6’sinda (% 83) GSBL varlif saptanmstir {Tab-
lo 1 ve Tablo 2), Biyoy&ntem ile GSBL saptama etkinliginin CDS’ve kiyasla istatistiksel
olarak anlamlt 6l¢iide diigtik oldufu saptanmistr {p< 0.05). Inokulum miktan arttrilarak
mikrodiliisyon testlerinin uygulanmasi ve degerlendirilmesinin zor oldugu, ayrica bu yén-
temle negatif kontrol suglars ile yanhs pozitif sonuglar alinabildigi goriilmiistiiv (Tablo 2).
Diger yontemlerle yanlis pozitiflik saptanmamastir.

Klinik suglarla yapilan deneylerde ise CDS ile 6°s1 K.preumoniae ve 6°s1 E.cali olmak
tizere toplam 12 susta GSBL Uiretimi belirlenmistir, Disk difiizyon ile bu suglarin % 75’in-
de, standart mikrodiliisyon ile % 50’sinde, biyoyéntem ile de % 42’sinde sonuglar GSBL
yOniinden olumiv bulunmustur (Table 3). Mikrodiliisyon yénteminde inokulum artinima-
st ile MIK degerlerinin 128 mg/L lizerine gikmasi degerlendirildiginde, bu suslarin
10/12751 {% 83) yanisira, diger yontemlerle GSBL varlig: saptanmayan 6 sugda daha pozi-
tiflik saptanmigtir, Bunlardan ikisinde beta-laktam MiK/beta-laktam+klav MIK oran <8
oldugu igin sonug negatif olarak degerlendiriimistir. Sayilan yéntemler arasinda CDS ile
en uyumlu sonuglarin standart disk difiizyon testi ile alindif1 gézlenmistir (Kappa=0.7).
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Tablo 3. Degisik yéntemler kullanilarak kontrol suslan ve klinik sustarda GSBL varhifmin saptanma

oranlart.

. GSBL saptama etkinligi
Yontem Kontrol suglan (6) Klinik suslar {12)*
Cift disk sinerji 6/6 12/12
Mikrodiliisyon

CAZ 3/6 6/12

CTX 416 nz

CAZ+CTX 5/6 6/12
Disk difiizyon

CAZ 3f6 6/12

CTX 5/6 6/12

ATM 5/6 912

CAZA+CTX+ATM 5/6 9/12
Inokulum arttirilmas

Sx108 46 5/12

5x107 6/6 12/12
Biyoyontem 2/6 512

* (D8 ile pozitif butunan suslar ahnmistir,

Ayrica CDS testi negatif olan klinik suslarin genis spektrumlu beta-laktam ajanlarla el-
de edilen disk difiizyon ve degisen inokulum miktarlart kullantlarak mikrodiliisyon test so-
nugiart incelendiginde buniarin GSBL pozitif olan izolatlara kiyasla anlamli olarak farkh
oldugu saptanmastir (p<0.05, Tablo 4).

Tablo 4. CDS senucu negatif olan klinik suglarin genis spektrumlu beta-laktam ajanlarla test sonuglari.

) Disk difiizyon ¢apt (mm)* MIK
STLH CAZ CTX
(Says) ATM CAZ CTX 5x10° 5x107 5x109 5x107
E.coli
34.8 31.5 32 0.25 8 0.25 4
(44} '
K. pneumonize ., , 304 31.8 0.25 4 0.25 1
{19}
* QOrtalama gap.
TARTISMA

Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL varliimin saptanmast igin ¢egitli yontemler ge-
listirilmistir (5,6,7,9,10). Ancak, standart ve giivenilir bir yontem arayisi sirmektedir. Stan-
dart disk difiizyon ve mikrodilisyon testleri ile GSBL saptanmasinda sorunlar bulunmak-
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tadir. Yeni NCCLS kriterferinin uygulanmast ite bu durum kismen diizelmekle birlikte,
farkh GSBL tipleri icin optimal substrat profillerinin degismesi nedeniyle tek bir beta-lak-
tam ajanla rutin test uygulanmast bu enzimleri saptama acisindan yctersiz kalmaktadir
(2,5). Bu agidan sefpodoksimin {imit verici oldugu bildirilmektedir (2,8). Jacoby ve Han
{5)1n gahigmasinda, GSBL iiretiminin gosterilmesi i¢in standart 30 pg’lik disk yerine 5
ug'hk seftazidim diski kullamlmasini Snermigtir. Emery ve Weymouth (3}, eski NCCLS
standartlarina gore seftazidim direnci kriter olarak alindifinda, ¢ift disk sinerji testi ile
GSBL saptanan izolatfarm ancak % 39"unda pozitiflik belirlenebildigini gdstermiglerdir,
Coudron ve ark (2}, ¢ift disk sinerji testi ile GSBL varligi gisterilen Enterobacteriaceae
ailesinden 84 izolatin 83’linde izoelektrik odaklama yontemi ile de enzim varlifinin sap-
tandig bildirilmektedir. Aynt arastinicilar GSBL tireten 58 izolat kullanarak GSBL sapta-
mak igin uygulanan cesitli yontemleri kiyasladiklarinda, enzim varhginn ¢ift disk sinerji
testi ile % 79 (seftazidim diski ile) - % 95 (aztreonam diski ile) oraninda, seftazidim ve se-
fotaksim MIK degerlerinin incelenmesi ile sirasy ile % 86 ve % 91 oraninda, standart disk
difiizyon testi ile de % 78 (aztreonam) - % 98 (seftazidim) oramnda gdsterilebildigini be-
lirftemiglerdir. Calismamizda da, GSBL. {irctiminin saptanmasi agisindan Snerilen ve rutin
laboratuvarlarda uygulanabilen gegitli yontemler incelenmistir. Kontrol suslan ile ahnan
sonuglara bakildiginda, izoelektrik odakiama ve sekans tayini ile saptanmig olan enzimicr
ile ilgili en uyumiu verierin CDS ile elde edildigi, bunu yeni NCCLS kriterleri ile deger-
lendirilen disk difiizyon testinin izledigi gosterilmistir. Mikrodiliisyon ydnteminde incku-
lum miktarlarinin arttirilmass ile de pozitif kontrol suslarimn tiimiinde GSBL varhigi belir-
lenmesine ragmen negatil kontrol suglarn ile yanlis pozitif sonuglar alinmast ve gerek uy-
gulama, gerekse degerlendirmenin zor olmasi bu testin dezavantajlars olarak gézlenmigtir.
Klinik suglar ile elde edilen sonuglar da genel olarak kontrol suglar ile alinanlara benzer-
dir. Mikrodiliisyon yontemi ile ¢ift disk sinerji testi enzim aktivitesi bulunan suslara ek cla-
rak dért sugda daha pozitiflik saptannmustir. Ancak bu yontemin Szglilliigy diisiik olabildigi
igin pozitif sonuglann izoelekirik odaklama gibi daha ileri yéntemlerle dogrulanmas ge-
rektigi diigtiniiimiigtls.

Sonug olarak DS yonteminin GSBL tirettrminin aranmasi agisindan etkinligini koru-
dugu gosterilmigtir. Yeni NCCLS degerlendirme kriterlerinin uygolanmas: ve cesitli genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotik disklerinin kullanilmas: kosulu ile disk difiizyon testi-
nin de bu agidan yol gbsterici oldugu diistiniilmiigtiir.
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