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SINERJI TESTINDE KULLANILMASI VE SEFOKSITIN DUYARLILIGI
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OZET

Fenotipik dogrulama testi ile genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretimi saptanan 170 Escherichia coli ve
40 Klebsiella spp. susunda ikinci, tigiincii ve dordiincii kugsak sefalosporinlerin ¢ift disk sinerji (CDS) testi ile klavulanat
sinerjisi gosterme oranlari arastirilmis, ayni zamanda bakterilerin sefoksitin duyarliligina bakilnustir. Klavulanat sinerjisi
sekiz antibiyotik diski (sefuroksim, sefiksim, sefotaksim, seftazidim, seftizoksim, seftriakson, sefepim ve aztreonam) amoksisilin-
klavulanik asit diskinden 25-20 mm uzaga yerlestirilerek belirlenmistir. Sefepim ve seftazidimin diskler arasi aralik fark:
gozetmeksizin, tiim suglarda sinerji gosterdikleri bulunmugstur. Diger antibiyotiklerin 25 mm aralikta klavulanat sinerjisi
saptama oranlart % 12-98 arasinda degismistir. Arali§im 20 mm'ye diisiiriilmesi ile klavulanat sinerjisinin goriilme orani
yiikselmis, aztreonam, seftriakson, sefotaksim ve seftizoksim ile sinerji goriilme orant % 100 bulunmus, sefiksim ve sefurok-
simde % 88 ve % 20 oranlari saptanmustir. Sefoksitine Klebsiella spp. suslarinin tamam duyarli, E.coli suglarimnin ise 162’si
duyarly, 8'i (% 5) direngli bulunmusgtur.

Sonug olarak CDS testinde en duyarli antibiyotiklerin sefepim ve seftazidim oldugu bulunmustur. Seftriakson, sefo-
taksim ve seftizoksimin CDS testinde birbirlerini tam wyumlu bir sekilde temsil ettigi goriilmiistiir. GSBL iireten bakterilerin
beraberinde AmpC beta-laktamaza sahip olmast ve/veya porin gecirgenligindeki mutasyonlar nedeniyle, sefoksitine her zaman
duyarli olarak saptanamayaca$: bilinmelidir.

Anahtar sozciikler: ¢ift disk sinerji testi, genislemis spektrumlu beta-laktamaz, GSBL, sefoksitin duyarliligi
SUMMARY

The Use of Second, Third and Fourth Generation Cephalosporins in Double Disk Synergy Test for Detection
of Extended-spectrum Beta-lactamases and the Susceptibility of Strains to Cefoxitin

Clavulanate synergy rates of second, third and fourth generation cephalosporins with double disk synergy (DDS) test
were investigated in 170 Escherichia coli and 40 Klebsiella spp. strains producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)
detected by phenotyphic confirmation. Also cefoxitin susceptibility of these bacteria were screened. Clavulanate synergy was
determined by placing eight antibiotic disks (cefuroxime, cefixime, cefotaxime, ceftizoxime, ceftriaxone, cefepime and aztreo-
nam) at a distance of 25-20 mm from amoxicillin-clavulanate disk. Cefepime and ceftazidime were found to show synergy in
all isolates independent from the distance between cephalosporins and clavulanat disk. Clavulanate synergy rates of other
antibiotics with a distance of 25 mm were ranging from 12 % to 98 %. Clavulanate synergy rates were increased by reducing
the distance to 20 mm. Synergy rates of aztreonam, ceftriaxone, cefotaxime and ceftizoxime were found to be 100 %, cefixime
88 % and cefuroxime 20 % in 20 mm distances. All Klebsiella spp. strains were found sensitive to cefoxitin. Cefoxitin resis-
tance were found in 8 (5 %) E.coli strains. In conclusion, cefepime and ceftazidime were found as the most sensitive antibio-
tics in DDS test. It was found that ceftriaxone, cefotaxime and ceftizoxime represented each other with complete accordance
in DDS tests. It should be considered that ESBL producing bacteria could concurrently produce AmpC beta-lactamases and/
or may have mutations in porin permeability so that, they may not be found susceptible to cefoxitine.
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GIRIS

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL) plazmidler araciligiyla tasman bakteri-
yel enzimlerdir. Bu enzimler tiglincii kusak
oksiimino-sefalosporinleri ve monobaktamlari
(aztreonam) hidrolize ederek bakterinin bu anti-
biyotiklere kars1 direncgli olmasini saglarlar ve
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorleri
ile inhibe olurlar. GSBL {ireten bakteriler sefami-
sinlere  (sefoksitin) ve karbapenemlere
duyarhdirlar®?.

GSBL iretiminin saptanmasi igin en stk
kullanilan yontem sefalosporinler (seftriakson,
sefotaksim, sefpodoksim) ve aztreonam ile beta-
laktamaz inhibitorii (6rn., klavulanik asit) ara-
sindaki sinerjik etkinin gosterilmesidir. Cift disk
sinerji (CDS) testi, kombine disk testi, GSBL
E-test, otomatize metod ve tiglii yayilim testi bu
sinerjinin gosterilmesi esasina dayanan testler-
dir®.

Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL {ireti-
mini saptamak amaciyla laboratuvarlarda en stk
kullanilan metod CDS testidir. Bu testte
amoksisilin-klavulanik asit (AMC) diskine mer-
kezden merkeze uzaklik 20-30 mm olacak sekil-
de seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve aztreo-
nam diskleri yerlestirilir. Bu antibiyotik diskleri-
ne ait inhibisyon zonlarinin AMC diski yéniinde
genisleme gostermesi (sinerji) veya diskler ara-
sindaki bolgede bir inhibisyon alanmin gézlen-
mesi GSBL tiretimi olarak degerlendirilir®”.
Ancak CDS testinin giivenilirligini azaltan gesit-
li faktorler bulunmaktadir. Diskler arasindaki
uzakligin testin sonucunu etkiledigi, uzakligm
25-30 mm olarak ayarlandigi durumlarda yanhs
negatif sonuglarin olabildigi saptanmigtir.
Ozellikle indiiklenebilir kromozomal AmpC
beta-laktamazini yiiksek diizeyde sentezleyen
Enterobacteriaceae iiyelerinde, inhibisyon zonu
olusmamasi veya kiiciik inhibisyon zonu olus-
mas1 nedeniyle sinerji testi negatif sonug vere-
bilmektedir. Boyle durumlarda diskler arasi
mesafenin 20 mm tutulmas: veya kromozomal
beta-laktamazlardan ¢ok az etkilenen sefepim
veya sefpirom disklerinin kullanilmasi ile dene-
yin tekrarlanmas: 6nerilmektedir®>>. CDS tes-
tinin esas1 klavulanat ile beta-laktam arasindaki
yardimlasmaya dayandigindan klavulanata
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direngli GSBL tasiyan bakteriler bu yontemle
saptanamamaktadir®.

Bu calismada GSBL {iretimi saptanan bak-
terilerde seftriakson, sefotaksim, seftazidim ve
aztreonam ile birlikte sefepim, seftizoksim, sefu-
roksim ve sefiksim de CDS testinde kullanilmis-
tir. Bu antibiyotiklerin CDS testinde GSBL sap-
tama oranlar: arastirilmistir. Ayni zamanda bak-
terilerin sefoksitin duyarhiligina bakilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuva-
rinda gesitli kaynaklardan infeksiyon etkeni
olarak izole edilen ve GSBL iiretimi saptanan
170 Escherichia coli ve 40 Klebsiella spp. susu kul-
lanilmistir. Bakteriler klasik yontemlerle tanim-
lanmigtir. Bakterilerde GSBL {iretimi Clinical
and Laboratory Standards Institute’iin nerdigi
sekilde fenotipik dogrulama testi ile aragtiril-
mustir. Fenotipik dogrulama testinde sefotaksim
(30 ng), seftazidim (30 ng) tek basina ve sefotak-
sim/klavulanik asit (30/10 pg), seftazidim/kla-
vulanik asit (30/10 nug) kombine diskler kulla-
nilmistir. Test edilen antimikrobik ilaglardan
birinin zon capmin klavulanik asit ile birlikte
test edildiginde tek basina test edilmesine gore
25 mm artmasi GSBL iiretimi olarak degerlen-
dirilmistir®.

Fenotipik dogrulama testi ile GSBL tireti-
mi saptanan 210 bakteri susu ¢alismada kulla-
nilmistir. Sekiz beta-laktam antibiyotik diski ¢ift
disk sinerji yontemi ile test edilmistir®.
McFarland 0.5’e gore ayarlanan bakteri siispan-
siyonu, Mueller-Hinton agara (Oxoid) ekilmis-
tir. Ardindan ikinci kusak sefalosporinler olan
sefoksitin (30 ng) ve sefuroksim (30 ug); tiglincii
kusak sefalosporinler olan sefiksim (5 pg), sefo-
taksim (30 pg), seftazidim (30 ng), seftizoksim
(30 pg), seftriakson (30 pg); dordiincii kusak
sefalosporin olan sefepim (30 pg) ve monobak-
tam bir antibiyotik olan aztreonam (30 pg) disk-
leri AMC (20/10 pg) diskinden merkezden mer-
keze 25 mm uzaga yerlestirilmistir. 37°C’de
18-24 saat inkubasyondan sonra beta-laktam ve
AMC diski arasindaki sinerjinin gdstergesi ola-
rak inhibisyon zonuna veya zonda genisleme
olmasina bakilmigtir. Antibiyotikler arasinda bir



Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz saptanmasinda ikinci, tigtincii ve dordiincii kusak sefalsoporinlerin ¢ift disk sinerji

etkilesimin gozlenmedigi suslarda diskler arasi
merkezden merkeze 20 mm olarak ayarlanmis
ve test tekrar edilmistir.

Calismada kullanilan tiim antibiyotik disk-
leri ve kombine diskler Oxoid firmasimdan (Oxoid
Ltd, Basingstoke, UK) saglanmistir. Ayn1 zaman-
da tiim antibiyotik disklerinin kalite kontrolleri
CLSI M100-518’in 6nerdigi sekilde E.coli ATCC
25922 susu kullanilarak yapilmistir®. Ay sus
negatif kontrol olarak da kullanilmustir.

BULGULAR

Antibiyotik disklerinin AMC diskine mer-
kezden merkeze 25 mm ve 20 mm aralikla yer-
lestirildigi testlerde alinan sinerji sonuglar:
Tabloda gosterilmistir.

Diskler aras1 25 mm oldugunda klavula-
nat sinerjisini saptama oranlar1 % 12-100 arasin-
da degismis, bu aralikta klavulanat sinerjisi
goriilmeyen antibiyotiklerde araligm 20 mm’ye
diistiriilmesi ile klavulanat sinerjisinin goriilme
orani yiikselmistir. Sefepim ve seftazidimde 25
mm aralikta da % 100 sinerji saptanmus, bu ara-
likta aztreonamla % 98, seftriakson, sefotaksim
ve seftizoksimle % 96 bulunan sinerji 20 mm
aralikta % 100’e, sefiksimde % 82’den % 88’e, sefu-
roksimde % 12’den % 20’ye ¢ikmustir (Tablo).

Sefoksitine Klebsiella spp. suslariin tama-
mi1 duyarli, E.coli suglarinin 162’si duyarli, 8'i
(% 5) direngli bulunmustur.

Tablo. CDS testinde AMC diskine 25 mm ve 20 mm aralikla
yerlestirilen antibiyotik diskleri ile saptanan sinerji [n(%)].

Antibiyotik 25 mm aralikla 20 mm aralikla
Sefepim 210 (100) 210 (100)
Seftazidim 210 (100) 210 (100)
Aztreonam 206 (98) 210 (100)
Seftriakson 202 (96) 210 (100)
Sefotaksim 202 (96) 210 (100)
Seftizoksim 202 (96) 210 (100)
Sefiksim 172 (82) 185 (88)
Sefuroksim 25 (12) 42 (20)
TARTISMA

Cift disk sinerji testi GSBL {iretiminin
belirlenmesinde uygulanmasi ve degerlendiril-
mesi kolay bir yontemdir. Inhibisyon zon ¢ap1-

testinde kullanilmas ve sefoksitin duyarlilig:

nin Olgtilmesine gerek olmayan, sadece sinerji-
nin varligi veya yoklugunun goriilmesi ile
degerlendirilen bir testtir. AMC diski ve segilen
sefalosporin diski arasindaki aralik dnemlidir.
Diskler arasindaki uzakligin deneyin sonucunu
etkiledigi, bazen diskler arasindaki uzakligin
25-30 mm olarak ayarlandig1 deneylerde yanlis
negatif sonuclar elde edildigi bilinmektedir. Bu
nedenle AMC ve test edilen sefalosporinler ve
aztreonamin etrafinda bir inhibisyon zonu yoksa
veya c¢ok kiiciikse diskler arasindaki aralik
kiigtltiilerek testin tekrarlanmasi 6nerilir®. Bu
calismada da 25 mm aralikta sefepim ve seftazi-
dim disindaki sefalosporinlerin ve aztreonamin
suslarin % 2-88’inde klavulanat ile sinerji goster-
medigi saptanmustir. Bu antibiyotiklerin CDS
testinde araligin 20 mm’ye diisiiriilmesiyle kla-
vulanat ile sinerji goriilme oranlarinda artis
gortilmistiir. Yapilan caligmalarda da diskler
arasindaki uzaklhigm GSBL saptanmasindaki
6nemi vurgulanmugtir. Disklerin yaklastirilma-
styla birlikte onceki negatif sonuglarin biiyiik
oranda GSBL yoéniinden pozitiflestigi saptan-
migtir69),

Bu calismada sefuroksimin en az oranda
klavulanat sinerjisi gosteren antibiyotik oldugu
bulunmustur. Ugiincii kusak sefalosporinlerden
seftriakson, sefotaksim ve seftizoksimin klavu-
lanat sinerjisi gosterme oranlarinin ayni oldugu
goriilmiistiir. Bu ti¢ antibiyotigin birbirlerini
CDS testinde temsil edebilecegi saptanmustir.

Sefepim ve seftazidimin diskler arasi
mesafe farki gdzetmeksizin tiim suglarda klavu-
lanat sinerjisi gosterdikleri bulunmustur.
Kagmaz ve ark.®nin bir arastirmasinda da
GSBL saptanmasinda seftazidimin seftriakson
ve sefotaksime gore daha {istiin oldugu bulun-
mustur. Yapilan bazi calismalarda sefepimin
CDS testinde seftriakson ve sefotaksime gore
daha iistiin oldugu gosterilmistir. Cesitli bakte-
riyel suslar GSBL ile birlikte indiiklenebilir veya
stabil kromozomal kaynaklt AmpC sefalospori-
naz enzimlerine sahip olabilirler. AmpC beta-
laktamaz indiiklenebilir oldugu zaman klavula-
nat ile sinerjistik etki kolaylikla saptanabilir.
Ama AmpC beta-laktamaz stabil ise sinerji sik-
likla goriilmeyebilir. Sefepim AmpC sefalospori-
naz enziminden daha az etkilenir. GSBL ile bir-
likte AmpC beta-laktamaz tasiyan suslarda
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GSBL'nin saptanmasinda alternatif sefalosporin
olarak sefepim kullamilmas1 Onerilmektedir®').
Bu ¢alismada sefepim ve seftazidim tiim suslarda
klavulanat sinerjisi gostererek GSBL iiretimini
saptamislardir. Sefepimin 25 mm aralikta seftazi-
dim ile esit derecede, diger test edilen antibiyo-
tiklere gore daha duyarl: oldugu goriilmiistiir.

Sefoksitin GSBL'nin hidrolitik etkisine
direnglidir. Bu nedenle GSBL tireten bakteriler
sefoksitine duyarlidir™. Enterobacteriaceae iiye-
lerinde goriilen sefoksitin direncinin AmpC
beta-laktamaz {iretimi igin bir gosterge oldugu
kabul edilir™. Ama beta-laktamaz enziminden
iliskisiz olarak GSBL {ireten bakterilerde porin
gecirgenligindeki mutasyonlar nedeniyle sefok-
sitine direncin saptanabilecegi calismalarda
belirtilmistir®'¥. Bu calismada sefoksitine 8 (% 5)
E.coli susunda diren¢ saptanmistir. Bu direng
porin gecirgenligindeki degisiklik sonucu olabi-
lecegi gibi suglarda AmpC beta-laktamaz varhigi
sonucunda da olabilir. Bunun agiklanabilmesi
i¢in ileriye doniik caligmalara ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak bu calismada CDS testinde
en uygun olan antibiyotiklerin sefepim ve sefta-
zidim oldugu bulunmustur. Seftriakson, sefo-
taksim ve seftizoksimin klavulanat sinerjisi gos-
terme oranlarinin ayni oldugu, bu nedenle CDS
testinde bu antibiyotiklerin birbirlerini tam
uyumlu bir sekilde temsil ettigi goriilmiistiir.
GSBL tireten suslarin beraberinde AmpC beta-
laktamaza sahip olmasi ve/veya porin gegirgen-
ligindeki mutasyonlar nedeniyle sefoksitine
kars1 her zaman duyarh olarak saptanamayaca-
g1 bilinmelidir.
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