silin direncinin artmasryla glikopeptidler tedavi amaciyla kullanilmaya baglanmigtir. Van-
komisine karsi da direncin bildirilmeye baglandif1 giiniimiizde, fusidik asit alternatif bir
ilag olarak &nerilmektedir (3). Diinyada 1962 yilinda kullanilmaya baglanan fusidik asit,
fusidinaz grubundan steroid benzeri bir antibiyotik yapisidadir (16). Ulkemizde 1998 y1-
lindan itibaren S.aurens ve KNS suglarimin yol actifi pek ¢ok hastalikta anti-stafilokolal
bir ajan olarak kullanilmaktadir (12).

Fusidik asit, bakteride protein sentezini inhibe eder. Bu etkisini elongasyon falcor
G-GDP inorganik fosfat kompleksini stabilize etmek suretiyle, GDP hidrolizi ve polipep-
tid zincirinin wzamasini dnleyerek gbsterir (6).

Bu galigmada, gesitli 6rneklerden izole edilen metisilin direngli S.aureuns, metisilin du-
yarli S.aurens ile metisilin duyarlt ve direncli koagiilaz negatif stafilokok suslarimin fusidik
aside in-vitro duyarliliklarmin belirlenmesi amaclanmmugtr,

GEREC VE YONTEM

Cahgma Ocak-Aralik 1999 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Bakteriyoloji laboratuvanna ¢egitli servis ve polikliniklerden génderi-
len kiiltiir materyallerinden izole edilen toplam 528 S.qureus ve 960 KNS susu kullanilarak
yapiimustir. Stafilokok suslarinm identifikasyonunda koloni bilyiikliigii, pigment yapist,
Gram boyama, % 6.3 NaCl iceren agarda iireme ve koagiilaz 6zelliklerinin yansira API ID
32 Staphy (Bio Meireux) kiti kullanilmustir. Duyarhlik deneyleri igin bakterilerin saf
kiiltlirlerinden 0.5 McFarland bulanikhgina gore siispansiyonu hazirlanarak Mueller-
Hinton agar besiyerine yayihip, iizerine 1 ug oksasilin (Oxoid) ve 10 pg fusidik asit {Oxoid)
diskd yerlestirilmis ve 24 saat 35 derecede inkiibe edilmigtir. Metistiin direnci NCCLS
{National Committee for Clinical Laboratory Standards) kriterlerine gore (14,15), fusidik
asit duyarhliga Fransiz Mikrobiyoloji Antibiyotik Duyarlilik Testleri Komitesi'nin nerdigi
standartlara gore 22 mm ve iizerindeki zon ¢aplan duyarh, 16-21 mm zon caplart orta
duyarls, 15 mm ve alt: direncli olarak degerlendirilmistir (8). Kontrol sugu olarak S.aureus
ATCC 25923 kullamilmigtar,

- BULGULAR

Izole edilen toplam 1488 stafilokok susunun 528'i S.aureus (% 35.4), 960°1 KNS
{% 64.6) olarak tamimlanmus, S.aureus suglariun 233 (% 44.2)%i, KNS suslarinm 347
(% 36.2)si metisiline diren¢li bulunmusgtur. Incelenen 233 MRSA susunun 9’u (% 3.9) fu-
sidik aside direncli, 5’1 (% 2.1) orta duyarli; 347 MRKNS sugunun 54’0 (% 15.6) direng-
li, 63’1 (% 18.1} orta duyarh olarak bulunmugtur. Buna karsilik MSKNS susglarinda % 7.5
orta duyarlilik ve % 11.5 direnc belirlenirken, MSSA suglarinda % 2.7 orta duyarlilik ve
% 2.4 direng saptanmstir (Tablo 1),

Tablo 1. Stafilokolk suglarimin fusidik asit duyarliliklar:.

Duyarl: Orta duyarht Direncli
Bakteri (n) n % 3! % n %
Metisilin duyarl S.aureus (295) 280 94.9 8 2.7 1 2.4
Metisifin direncgli S.aureus (233) 219 94 5 2.1 9 3.9
Metisitin duyarh KNS (613) 497 81 46 7.5 70 11.5

Metisilin direngli KNS (347) 230 66.3 63 18.1 54 156
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TARTISMA

Metistlin direngli S.aurens ve KNS suglant insanda bazi durumlarda Sliimeiil olabilen
infeksiyonlara yol acarlar. Bu infeksiyonlann bilyitk bir boliimil hastane infeksiyonlan
seklindedir (5,21). Ingiltere’de metisilin direnci 1990°dan 1993’e sirasiyla % 1.7°den
% 3.8’¢ ve 1997'de % 32’den 1998’de % 34’e yiikselmigtir (18). Bu infeksiyonlann teda-
visinde tercih edilen antibiyotikler vankomisin ve teikoplanindir. Ancak her iki antibiyoti-

" Ein hem 6nemli yan etkilerinin olmasi, hemn de tedavinin pahah olmasi bu antibiyotiklerin
kullanmmn kesitlamaktadir. Metisiline direngli suglarda bu glikopeptidlerin giderek artan
siklikta kullantmas: sonucu, vankomisine kargt direng geligimi ile ilgili yaymlar dikkati
¢ekmektedir (10). Dolayisiyla bu dnemli hastaliklanm tedavisinde ilag secimi dikkatlice ya-
pdmalidir. Bu infeksiyonlarin tedavisinde, glikopeplid grubundan olup ancak steroid etkin-
1ipi olmayan fusidik asit iyi bir alternatif gibi g6riilmektedir.

Kocabeyoglu ve ark. (13) MSSA ve MSKNS suglannda fusidik aside karg: direng sap-
tamazlarken, MRSA’da % 2, MRKNS’da % 4 oraninda direng saptarmslardir. Cavusoglu
ve ark. (6) yaptiklari caligmada metisiline duyarli S.aureus suglarmin % 7.6°s1, KNS sugla-
rnin ise % 17.77s1 fusidik aside direncli olarak bulunmusgtur. Metisilin direngli suglar i¢in
bu oran S.aurens’da % 13.6, KNS’da % 2{.3 olarak bulunmusgtur. Hosgér ve ark. (9) 140
S.aureus kokeninin 131’ini MRSA, 9’vnu MRSA olarak belirlemiglerdir. 129 (% 98) susu
hem disk difiizyon bem de mikrodillisyon yontemi ile fusidik aside duyarh bulurlarken,
3 (% 2) sugu orta derecede duyarh saptamuglardir. Ongen ve ark. (16) cesitli klinik 6rnek-
lerden izole ettikleri stafilokok suslarinda sirastyla fusidik aside direnci MSSA (n: 112)°da
% 3, MRSA (n: 43)’da % 5, MSKNS (n: 65)’da % 15 ve MRENS(n: 34)°'da % 35 oranla-
nnda bulmuslardir, Bir bagka calismada, Kaygusuz ve ark. (12) MRSA (n: 25) ve MSSA
(n: 21)’da fusidik aside karsi diren¢ saptamazlarken, MREKNS (n: 25) ve MSKNS
(n: 24)’da bu oran: sirasiyla % 12 ve % 13 olarak tesbit etmiglerdir. Begendik ve ark. (4)
MSSA ve MSKNS suglarinda fusidik aside direng belirlememiglerdir. Inceledikleri
24 MRSA susunun 2 (% &)’sini fusidik aside direnchi, I (% 4)’ini orta duyarh olarak tes-
bit ederterken, 37 MRKNS susunun 4 (% 11)’tnti direncli, 2 (% 5.5)’sini orta duyarh bul-
muglardir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda stafilokoklardaki fusidik asit direnci sirasiyla;
MSSA'da % 1-7.6, MRSA'da % 1.6-13.6, MSKNS’da % 4-17.7 ve MRKNS’da % 4-35
oranlart arasinda degigmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Ulkemizde yapilan bazi caligmalarda stafilokok éug;iarmda bildirifen fusidik aside direng oranfan.

Caligma MSSA (%) MRSA (%) MSKNS {%) MRENS (%)
Altun ve ark. (1) - 6 - 8
Begendik ve ark. {(4) - 8 - 13
Cavugoglu ve ark. (6) 76 13.6 17.7 20.3
Karadenizli ve ark. (11} 5 8 - -
Kaygusuz ve ark. (12) - - 13 12
Kocabeyoglu ve ark. (13) - 2 - 4
Ongen ve ark. (16) 3 5 15 35
Ouztiirk ve ark, (17) 1.8 1.6 16.7 8
Salctoglu ve ark. (19) 5 35 4 115
Bu galisma 2.4 39 11.5 15.6
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Aragtirmamzin sonuglarr lilkemizdeki dier caligmalann sonuglart ile paralellik gos-

termektedir, Caligmamizin sonuglanna goére fusidik asit direnci; MSSA, MRSA, MSKNS
ve MRKNS suslarinda sirasiyla, % 2.4, % 3.9, % 11.5 ve % 15.6 oranlarinda saptanmugtr.
Tablo 1'de goriildiigii gibi orta duyarl: suglar da bu oranlara dahil edilecek olsa bile, meti-
silin direncinin yitkseklifi yamnda fusidik asit direnci daha az gériilmektedir.

KNS suslannda fusidik asit direnci S.aureus suglarina gore daha yitksektir, Son yayin-

“larda, metisiline direngli suglarin tedavisinde alternatif ili¢ olarak fusidik asit tavsiye edil-
mektedir. Yapilan in-vitro ¢aligmalar da bu fikri desteklemektedir. Fusidik asidin metisilin
direncli stafilokok infeksiyonlannin tedavisinde kullanilmasini Snermekle birlikte, konuy-
la ilgili genis ¢apli klinik ¢aligmalarn yapilmasimn yararlt olacagi kamsindayiz.
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KLEBSIELLA VE E.COLI SUSLARINDA GENISLEMIS
SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZLARIN
BELIRLENMESINDE UC BOYUTLU YONTEM,
CIFT DISK SINERJi VE E TEST YONTEMLERININ
KARSILASTIRILMASI

Selma GOKAHMETOGLY, Duygn ESEL, Nuriye KARACA, Biilent SUMERKAN

OZET

Klinik orneklerden izole edilen 53 Klebsiella ve 47 Escherichia coli susunda ge-
niglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varhi tic boyutlu yontem, ¢ift disk sinerji ve
E test yontemleriyle arastmilmistir. Ug boyutlu yontem ve ¢ift disk sinerji testi ayni plakta
caligilmistir,

Klebsiella suglarimn 33’tinde (% 62), 47 E.coli sugunun 6’sinda (% 13) GSBL varlif
gosterilmistir. Ug boyutlu yontem ile Klebsiella ve E.coli suglarinda GSBL olusturdugu be-
lirlenenterin oran: sirasiyla % 58 ve % 13 olarak bulunmugtur. Cift disk sinerji yontemiy-
fe aym oranlar yine 9% 58 ve 9% 13 olarak, E test yontemi ile ise % 58 ve % 9 olarak sap-
tanmagiir,

Her {i¢ ytntemden herhangi biri GSBL tayininde tarama metodu olarak kullanilabilir.
Testlerin birlikte kullamlmas: test sonuglarinmin yorumunu kolaylastirmaktadir.

SUMMARY

Comparison of three dimensional method, double disk synergy and E test methods for
extended spectrum beta-lactamase production in Klebsiella spp. and E.coli strains.

In this study, 53 Klebsiella and 47 E.coli strains isolated from ciinical specimens we-
re examined by double disk synergy, E test and three dimensional methods for extended
spectrumn beta-lactamase (ESBL) production. Double disk synergy and three dimensional
methods were studied on the same plate.

ESBL were detected in 33 of 53 Klebsiella strains (62%) and 6 of 47 E.coli strains
(13%). By three dimensional method, the percentages of strains in which ESBL detected
were found as 58% and 13% for Klebsiella spp. and E.coli, respectively. The same percen-
tages were found also by double disk synergy method. By E test the ESBI. production was
detected as 58% and 9%, respectively.

Any one of the three methods can be used as a screening method for ESBLs, Using of
tests together makes it easier to interpret test results.

GIRIS

Ik kez 1983 yilinda bildirilen ve plazmidierde kodlanan genis spektrumlu beta-lakta-
mazlar (GSBL) Gram negatif bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarn sagaltiminda gide-

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyola}i Anabilim Dal1, Kayseri.
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rek biiyltyen bir sorun yaratmaktadir (14). Bunlar kéken aldiklars TEM-1, TEM-2, SHV-1
gibi beta-laktamazlardan 1-4 aminoasit degigikligi ite tiiremigtir, GSBL'lar penisilinler ve
birinei kugak sefalosporinierin yanisira sefotaksim, seftazidim, aztreonam gibi genis spek-
trumlu antibiyotilderin yer aldig1 oksimino sefatosporinleri de inaktive ederler. Bakterilerin
GSBL ijretiminin, rutin antibiyotik duyarlilik testleri ile belirfenmesi kolay degildir (13).

GSBL. iireten suglann in-vitro kogullarda tamnabilmesi i¢in laboratuvarda uygulanma-
s1 Onerilen bazi yontemler; antibiyotik duyarlilik testlerinde daha yogun bakteri inokulumu
kullanilmasi veya beta-laktam/beta-laktamaz inhibitérii sinerjisinin gosterilmesidir. GSBL
lirettifi belirlenen mikroorganizmalar sefamisinler (sefoperazon, sefamandol...) hari¢ tim
sefalosporinlere direngli olarak bildirilir (9).

Bu galigmada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Gevher Nesibe Hastanesi Merkez La-
boratuvan Bakteriyoloji Unitesine gonderilen klinik érneklerden izole edilen Kilebsiella ve
E.coli suglarinda bulunan GSBLlann ti¢ boyutlu yéntem, ¢ift disk sinerji ve E test yontem-
leri ile aragtinimast amaglandz.

GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Gevher Nesibe Hastanesi Merkez Laboratuvar:
Bakieriyoloji Unitesine 1999 yilimn Kasim ayinda génderilen farkh hastalara ait klinik 6r-
neklerden izole edilen 53 Klebsiella ve 47 E.coli susu ¢alismaya alinmistir,

44 Klebsiella susu Crystal (Becton Dickinson) sistemle Klebsiella pnewmoniae; 9 sus
ise Klebsiella oxycota olarak tammianmistir.

Cift disk sinerji testi ile tic boyutlu test aym plak iizerinde ¢aligiimustir. Mueller-Hin-
ton agar igeren 90 mm ¢apli plagin ortasina 4 mm capinda delik agilmgtir. Besiyeri tizeri-
ne 0.5 McFarland standardina gére hazirlanmmsg bakjeri siispansiyonu yayilmustir. Acilan
delikten 2 mm uzakhga seftriakson diski yerlegtirilmigtir. Ug boyutlu test i¢in 4 mm capin-
daki delige McFarland 5 standardina gore hazirlanmig bakteri siispansiyonundan 30 pl
konmustur. Cift disk sinerji testi igin seftriakson diskinden (merkezden merkeze) 30 mm
uzafa amoksisilin-klavulanik asit (AMC) diski yerlestirilmistir. Plaklarin 35°C’de 18-20
saatlik inkiibasyonundan sonra seftriakson diskinin inhibisyon zonunun AMC diskine dog-
ru belirgin olarak geniglemesi pozitif ¢ift disk sinerji testi olarak degerlendirilmigtir. Sef-
triakson diski etrafindaki inhibisyon zonunda kesilme ii¢ boyutlu test igin pozitif olarak yo-
rumlanmugtir (17). Eger E test veya li¢ boyutlu yéntemden herhangi birisiyle GSBL sapta-
nip ¢ift disk sinerji ile saptanamadsysa cift disk sinerji testi diskler aras1 mesafe 20 mm’ye
dugiiriiliip tekrar caligilmugtir, E test yonterni ile GSBL belirlenebilmesi igin bir tarafinda
seftazidim (CAZ) diger tarafinda CAZ+klavulanik asit (CL) bulunan E test seritleri (AB
Biodisk, Solna) kullanilmistir. Mueller-Hinton agar besiyeri iizerine 0.5 McFarland stan-
dardina gbre hazirlanmg bakteri siispansiyonu yayilmustir, Test seritleri her plaga birer
adet olacak sekilde yerlestirilmig, 35°C"de 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK} degerleri okunmugtur. Seftazidim MIK/seftazidim+klavu-
lanik asit MIK orant 28 olmas: halinde test GSBL pozitif olarak degerlendirilmistir (12).
Ug yontemden herhangi biriyle GSBL saptanmasi, GSBI, varlif1 olarak kabul edilmigtir.

BULGULAR
GSBL yaptifn belirlenen suslarn ytjﬁtemlere gbre dagihim tabloda gosterilmistir,

Klebsiella suglarinin 29"unda (% 55), E.coli suslanmin ise 4’{inde (% 9) her ii¢ y6ntemle
de GSBL saptanmugtir. Klebsiella suglarmm 2'sinde (% 4), E.coli suglarmn da 2’sinde
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(% 4) ¢ift disk sinerji ve ti¢ boyutlu testle GSBL pozitif bulunurken, E test ile GSBL gos-
terilemenmistir, Klebsiella suglanmn 2’sinde (% 4) ise ¢ift disk sinerji ve {i¢ boyutlu testle
GSBL negatif iken, E test ile GSBL pozitif olarak bulunmugtur. Sonug olarak Klebsiellu
suglarimin 33'tinde (% 62), E.coli suglarinin ise 6’sinda (% 13) GSBL varhifi gosterilmis-
tir, Diskler aras1 mesafe 30 mm iken &ift disk sinerji testi ile saptanamayan 12 sugta mesa-
fe 20 mm’ye inince GSBL saptanmgtar.

Tablo. GSBL yapti helirlenen suglarin yontemlere goire dagihma.

Bakteri CDS* % UBY*+* % E test %
Klebsiella (n; 53) 31 58 31 58 31 58
E.coli (n: 47) 6 13 6 13 4 9

*Cift disk sinerji, **Ug boyutlu yontem.

TARTISMA

GSBL ilk kez Almanya’da tanimlanip, daha sonra Fransa basta olmak tizere diinyanm
cesitli iilkelerinde tedavi bagarisizlifma neden olan Gnemli bir sorun olarak ortaya gikmis-
tir (9). Genis spekirumlu sefalosporinlere kargt geligen bu aktarilabilir direng, dnce Kleb-
siella pneumoniae suglarinda tanunlanmstir. Daha sonra E.coli ve Enterobacteriaceae ai-
lesinde yer alan diger mikroorganizmalarda da daha az siklikta olmakla birlikte bu enzim
aktivitesinin bulundugu gosteritmistir. GSBL iireten mikroorganizmalar, ¢ogunlukla hasta-
ne infeksivonu etkeni olan izolatlardir (4,8). )

GSBL'lar tiim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir. Ingﬂtere de yapilan bir ¢alisma-
da K pneumoniae suglannin % 16’smun GSBL itrettifi bildirilmistir (11). Ulkemizde lz-
mir’den Giilay ve ark. (6) 44 K.pneumoniae susunda GSBL tiretim oramm % 88.6 olarak
bildirmistir. Abacioglu ve ark. (1)'mn ¢aligmasinda nozokomiyal salgin déneminde bir ye-
nidogan iinitesinde izole edilen 34 K. prewmonige susunun timiiniin GSBL olugturdugu
bildirilmistir.

Pratik uygulamada GSBL saptanmasinda cift disk sinerji testi, tic boyutlu test ve E fest
uygulanmaktadir. Ug yéntemden en sik kullamilam ¢ift disk sinerji yontemidir. Birgok arag-
tirict GSBL tayininde bu ydntemin énerilebilecegini belirtmiglerdir. Ancak gift disk siner-
ji testinin duyarliig igin disklerin uygun olarak yerlestirilmesi, farkls araliklarla testin tek-
rarlanmast, klavulanat iceren disklerin dogru kosullarda saklanmas: ve belixli aralatla kont-
rol testlerinin yaptlmasi nem tagimaktadir. Klavulanatin tiim GSBL. lan inhibe edememe-
si, kromozomal sefalosporinaz olusturan mikroorganizmalan saptayamamas: ve optimal
disk aralifina karar verilememesi, ¢ift disk sinerji testinin duyarlihiu azalur (15). Disk-
ler arasmdaki uzakligan 30 mm olarak ayarlandifi ¢alismalarda yanhs negatif sonuglar el-
de edildigi bildiriimekte ve boyle durumlarda diskleri yakinlagtirarak deneyin tekrarlanma-
s1 onerilmektedir (7).

Thomson ve Sanders (15)in yapugi ¢alismada il boyutlu yontem ile GSBL saptan-
mastnda en duyarl indikatirlerin sefotaksim ve seftriakson oldugn bildirilirken; Vercaute~
ren ve ark. (17) nin ¢aligmalarnda bu indikatériin seftriakson oldugu bildiriimistir. Verca-
uteren (17)’a gore ¢ift disk sinerji ve ii¢ boyutlu yontemle yalanci pozitif sonug alabilme
dezavaniaji E test ybnteminde yoktur. Ancak CAZ+CL iceren E test geritleri ile TEM tiire-
vi P-laktamazlar iyi saptamrken, SHV tiirevi P-laktamazlarda bagansizhik goriilidistiir
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(17). Son zamanlarda bu SHYV tiirevi 3-laktamazlar saptayabilmek icin sefotaksim ve se-
fotaksim+klavulanat iceren E test geritlerinin birlikte kullanilmas: énerilmektedir (3).

Thomson ve Sanders (15) GSBL olugturdugu bilinen suglarla yapilan arastirmalarinda,
¢ift disk sinerji ydntemi ile % 79, ti¢ boyutlu yéntemle % 93 oraninda pozitif sonug elde
etmislerdir. Vercauteren ve ark. (17)'min yaptiph ¢ahismada 33 GSBL iireten susun 31’inde
¢ift disk sinerji yontemi ile GSBL varhif1 gosterilirken, i boyutlu yontemle 33 susun
30’unda GSBL gosterilmigtir. Iki caligmanin sonuglartmn farkls olmasi kultamlan ydntem-
lerin farkdthgina bagh olabilir,

Cahismarmzda cift disk sinerji ile 100 susun 37 sinde, ti¢ boyutlu yontemle 37°sinde, E
test ile 35’inde GSBL varlifa belirlenmigtir. Derbentli ve ark. (5)'nca ¢ift disk sinerii ile
suglartn % 35°nin GSBL olusturdugu belirlenmis, ti¢ boyutlu yéntem ile ise aym oran
% 43 olarak bulunmustur; ancak yapilan istatistiki degerlendirmede iki deney sonucu ara-
stndaki farkin anlamli olmadig gériilmigtiir. Hoggor ve ark. (10) ¢ift disk sinerji ve ii¢ bo-
yutlu test ile 51 E.coli sugunun sirasiyla 9 ve 13°iiniin (% 18 ve % 25), 46 K.pnewmoniae
sugunun 29 ve 34’iniin (% 30 ve % 35) GSBL olugturdugunu saptamislardir,

Cift disk sinerji ile E test yonteminin karstlagtirmalr olarak uygulandit calismalarda;
Abactoglu ve ark. (2) E test ile 24 K.pneumoniae sugunun 12’sinde, ¢ift disk sinerji testin-
de ise sefotaksim ve seftazidim veya aztreonam diskleri birlikte kullanddiginda suslarm
15’inde enzim varlifa saptamiglardir. Ulker ve ark. (16)'mn caligmasmda cift disk sinerii
yonteminde GSBL olugturdugu belirlenen suglarin tamarmi E test yontemti ile de pozitif bu-
lunmustur,

Bu ¢aligmanin sonuglarina gore ¢ift disk sinerji ve ti¢ boyutlu yéntemin, GSBL, sapta-
masinda bir fark bulunmadigs goriilmiistir. Cift disk sinerji ve seftriaksonla ti¢ boyutlu
yontemin birlikte kullanilmas: GSBL tayini igin iyi bir tarama metodu olarak tnerilebilir,
Testlerin kombine kullanilmas: test sonuglarinin yorymunu kolaylastirmaktadir,
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