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OZET

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimi bazi Gram negatif bakterilerde sefalosporinlere, genis spektrum-
lu penisilinlere ve monobaktamlara karst direng sorununa neden olmaktadir. Tedavi basarisini arttirmak igin bu enzimlerin
varh§i cesitli yontemlerle aragtirilmaktadir. Calismamizda Diizce Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda iiretilen Escherichia coli ve Klebsiella suslarinda GSBL saptanmasinda kullanilan fenotipik
testlerin [disk difiizyon tarama testi (DDTT), ¢ift disk sinerji testi (CDST), E-test] etkinligi karsilastirilmistir. Klebsiella spp.
ve K.pneumoniae suslarinda, tarama testi ve E-test benzer sonuglar vermis iken CDST diger testlerin saptayabildigi
GSBL'lerin hepsini saptayamamugstir. Bu testin etkinligi, E-test ile karsilastirildiginda Klebsiella spp. icin p=0.002 ve K.
pneumoniae icin p=0.041 diizeyinde ve tarama testi ile karsilastirildiginda Klebsiella spp. i¢in p=0.001 ve K.pneumoniae igin
p=0.041 diizeyinde, anlamli olarak diisiik bulunmugtur. E.coli suglarmda ise farkli olarak; CDST ile E-test sonuglari benzer
iken (p=0.187), tarama testi CDST ne gore anlamli derecede daha etkin bulunmustur (p<0.05). Sonug olarak, Gram negatif
bakteri kaynakl: infeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin hastaya uygulanip uygulanmamas: konusunda karar verirken
CDST'nin tek basina kullanilmamasi gerektigi, DDTT yapilmasinin ¢ok onemli oldugu ve E-test ile dogrulanmas: gerektigi
diigtiniilmiigtiir.

Anahtar sozciikler: ¢ift disk sinerji testi, disk difiizyon tarama testi, E-test, genislemis spektrumlu beta-laktamaz, GSBL
SUMMARY
Comparison of Various Phenotypic Methods in Detection of Extended-spectrum Beta-lactamases

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) enzymes of some gram-negative bacteria cause resistance to cephalosporins,
broad-spectrum penicillins and monobactams. The presence of these enzymes must be investigated by various methods for the
success of the treatment. In this study, the effectiveness of various phenotypic methods for detection of extended-spectrum
beta-lactamases [disk diffusion screening test (DDTT), double-disk synergy test (DDST), and E-test] in Escherichia coli and
Klebsiella strains isolated in Clinical Microbiology Laboratory of Duzce University, Medical Faculty were compared. Similar
results were obtained with screening test and E-test, whereas DDST was found insufficient in detecting ESBL's that were
determined by other methods. The effectivity of this test was found significantly low, when compared with E-test, with results
for Klebsiella spp. (p=0.002) and K.pneumoniae (p=0.041) and screening test, with results for the Klebsiella spp. (p=0.001)
and K.pneumoniae (p=0.041). For E.coli strains, results obtained with DDST and E-test (p=0.187) were found similar but,
screening test was significantly effective than DDST (p<0.05). As a result, for the decision of the choice of antibiotics in the
treatment of Gram-negative bacterial infections, DDST should not be used alone. Use of DDTT is very important and E-test
should be used for verification.
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GIRIS

Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz
iiretimi, kromozomlar, plazmidler ya da trans-
pozonlar aracilig: ile sentez edilen ve beta-
laktam antibiyotiklerdeki amid baglarini parca-
layan enzimlerdir™! ve giintimiizde 200’den
fazla genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) enzimi bilinmektedir®. Geniglemis
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere, in-vitro
testlerde duyarlilik saptansa da, bu antibiyotik-
ler GSBL iireten bakterilerin infeksiyonlarinda
kullanilmamalidir®. Inokiiliim etkisi denilen bu
durum sdyle agiklanabilir; antibiyotik duyarhlik
testlerinde Onerilen inokiilim diizeylerinde
(6rnegin 5x10° bakteri/ml) duyarl bulunan bak-
teri toplulugu, infeksiyon bolgesinde bakterile-
rin yogunlugunun artmasiyla (6rnegin 107 bak-
teri/ml) antibiyotigin minimal intibitér kon-
santrasyon (MIK) diizeylerinin yiikselmesine
neden olmaktadir?”. Bu sebeple GSBL varliginin
saptanabilmesi ¢ok dnemlidir. GSBL {ireten sus-
larda test sonuglar1 duyarl gibi goriinse de tiim
penisilinlere, sefalosporinlere ve aztreonama
direncli seklinde verilmelidir®. Klinik mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinda GSBL varligi cesitli
fenotipik yontemlerle arastinlmaktadir. GSBL
salgilayan suslarin saptanmasi igin klavulanik
asidin bu enzimlerin aktivitesini inhibe etmesi
temeline dayanan cesitli yontemler kullanilmak-
tadir. GSBL saptanmasinda kullanilan yontem-
lerin duyarhlik ve 6zgiilliikleri de degismekte-
dir®?). Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), Escherichia coli ve Klebisella spp.
icin GSBL tespitinde tarama ve dogrulama test-
leri 6nerilerini yaymnlamistir. Buna gore bir tara-
ma testi yapilmasi ve pozitif bulunanlarin dog-
rulanmas: 6nerilmektedir®. Tarama testi olarak
disk diftizyon ydntemi kullanilmaktadir. Buna
gore zon cap1 seftazidim igin < 22 mm veya
sefotaksim icin < 27 mm veya seftriakson igin <
25 mm veya aztreonam igin < 27 mm veya sef-
podoksim i¢in < 17 mm bulunursa GSBL kusku-
su vardir”. GSBL dogrulama testi olarak ise
hem seftazidim, seftazidim-klavulanik asit hem
de sefotaksim, sefotaksim-klavulanik asit disk-
lerinin kullanildig1 disk diftizyon testi (kombine
disk metodu) ve hem seftazidim, seftazidim-
klavulanik asit hem de sefotaksim, sefotaksim-
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klavulanik asidin test edildigi sivi mikrodiliis-
yon yontemi kullanilmas: Onerilmektedir®.
Dogrulama amaciyla kullanilan E-test yontemi
ise, yayilim temeline dayanan ancak diskler
yerine plastik stripler iizerinde bulunan anti-
mikrobial ajanin, minimal inhibitér konsantras-
yonunun saptanabildigi bir yontemdir®.

Bu caligmada, klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarimizda {tiretilen E.coli ve Klebsiella suglarin-
da GSBL saptanmasinda kullanilan fenotipik
testlerden disk difiizyon tarama testi, E-test ve
CLSI'min yaymnladig1 yeni dogrulama yéntemle-
ri arasinda yer almayan ancak birgok laboratu-
varda hala kullanilmakta olan CDST®9102229'nin
karsilastirilmasi amaglanmistr.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, drneklerin toplanmasi, bak-
terilerin identifikasyonu ve testlerin ¢alisilmasi
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda 2007 yilinda yapilmistir.
Laboratuvarimiza génderilen klinik ornekler-
den elde edilen 110 Gram negatif enterik comak
API 20E (bioMérieux, S.A. Etoile, Fransa) siste-
mi ile tanimlanmigtir. GSBL saptanmasinda kul-
lanilan fenotipik testler (disk difiizyon tarama
testi, cift disk sinerji testi ve E-test) karsilastiril-
mustir. Seftazidim, seftriakson ve sefotaksim igin
30 pg, amoksisilin-klavulanik asit i¢in 20-10 pg
antibiyotik iceren diskler (Bioanalyse, Tiirkiye)
kullanilmistr.

Disk difiizyon tarama testi ile GSBL var-
liginin saptanmasi: McFarland 0.5 bulanikligin-
da bakteri stispansiyonlar1 hazirlandiktan sonra
petri kutularina 4 mm kalnhgmnda dokiilmdiis
Mueller-Hinton agar (GBL,Tiirkiye) yiizeyine
inokiile edilmistir. Aralarinda 2 cm olacak sekil-
de antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Antibi-
yotik zon ¢aplari dl¢iild{igiinde seftazidim igin <
22 mm, seftriakson i¢in < 25 mm, sefotaksim i¢in
< 27 mm olmas1 GSBL pozitif sliphesi olarak
degerlendirilmistir®.

Cift disk sinerji testi (CDST) ile GSBL
varliginin saptanmasi: CDST igin suslar, stan-
dart disk diftizyon yontemi kurallarina uyula-
rak Mueller-Hinton agar besiyerine yayilmistir.
Merkeze amoksisilin-klavulanik asit ve ¢evresi-
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ne merkezler arasi uzakliklar 20 mm olacak
sekilde seftazidim, seftriakson ve sefotaksim
diskleri yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat inkii-
basyondan sonra sonuclar degerlendirilmistir.
Seftazidim, seftriakson ve sefotaksim diskleri-
nin etrafinda olusan inhibisyon zonunun,
amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genis-
lemesi GSBL varlig1 olarak kabul edilmigtir®.

E-test (AB Biodisk, Isvec) yontemi ile
GSBL varliginin saptanmasi: McFarland 0.5
standardina uygun hazirlanan bakteri siispansi-
yonlar1 Mueller-Hinton agar ytizeyine ekiivyon-
la ekilmistir. Ekim yapilan plaklara sefotaksim
(0.25-16 ng/ml) ve sefotaksim (0.016-1 ng/ml)-
klavulanik asit (4 pg/ml) E-test seritleri yerlesti-
rilmistir. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan
sonra, sefotaksim MIK degerinin, sefotaksim-
klavulanik asit MIK degerinden en az 8 kat fazla
olmas1 GSBL pozitif olarak kabul edilmistir®.

Istatistiksel analiz, bagimli iki oran farkina
ait t-testi kullanilarak yapilmigtir. Elde edilen
p<0.05 degerleri 6nemli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda test edilen 110 Gram nega-
tif bakterinin 75 (% 68)i E.coli, 18 (% 16)i
Klebsiella spp., 17 (% 16)’si K.pneumoniae olarak
izole edilmistir. GSBL tespitinde kullanilan test-
lerin bakteri tiirlerine gore dagilimi Tablo 1’de
gOsterilmistir.

Tablo 1. Bakteri tiirlerine gore GSBL pozitiflik say: ve oranlari-
nin dagilimi [n(%)].

Bakteri E-test CDST Seftazidim Seftriakson Sefotaksim
E.coli n:75 20 (27) 15(20) 25(33) 25 (33) 25 (33)
Klebsiella spp. 10 (56) 2 (11) 10 (56) 13 (72) 13 (72)
n:18

K.pneumoniae 5(29) 1 (6) 5(29) 5(29) 5(29)
n:17

Calismamizda, GSBL saptanmasinda kul-
lanilan yontemler istatistiksel olarak karsilasti-
rildiginda E-test yontemi ile tarama testi arasin-
da anlamli fark bulunmamuistir. Tarama testinde
kullanilan seftazidim, seftriakson ve sefotaksim
disklerinin kendi aralarinda yapailan istatistiksel
analizinde de anlamli fark saptanmamistir
(p>0.05).
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Bu yontemlerle GSBL saptanmasi konu-
sunda bakteriler ayr1 ayr incelendiginde;
Klebsiella spp. ve K.pneumoniae suslarinda, tara-
ma testi ve E-test benzer sonuglar vermis iken
CDST diger testlerin saptayabildigi GSBLlerin
hepsini saptayamamistir. Bu testin etkinligi,
E-test ile karsilagtirildiginda Klebsiella spp. igin
p=0.002 ve K. pneumoniae i¢in p=0.041 diizeyin-
de ve tarama testiile karsilastirildiginda Klebsiella
spp. i¢in p=0.001 ve K. pneumoniae icin p=0.041
diizeyinde, anlamli olarak diisiik bulunmustur.
E.coli suglarinda ise farkli olarak; CDST ile E-test
sonuglari benzer iken (p=0.187), tarama testi
CDST'ne gore anlamli derecede daha etkin
bulunmustur (p<0.05). Calismamizda kullanulan
fenotipik yontemlerin toplu olarak istatistiksel
karsilastirilmasi Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Calismamizda kullanilan fenotipik yontemlerin istatis-
tiksel olarak karsilastirilmast.

CDST CAZ CRO CTX
E-test p=0.001 p=0.305 p=0.191 p=0.191
CDST - p=0.001  p=0.001 p=0.001
CAZ - - p=0.358 p=0.358
CRO - - - p=1

P<0.05: Istatistiksel olarak anlaml: fark var.
TARTISMA

Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazla-
11 kodlayan genler siklikla birden fazla antibiyo-
tige direncten sorumlu plazmidlerce tasinarak
Enterobacteriaceae ailesinindeki tiirler arasinda
kolaylikla transfer edilebilmektedir. GSBL iire-
ten suslarla olusan infeksiyonlar penisilinler ve
sefalosporinlerle tedavi edilemez. Bu nedenle
hastanelerde bu tip mikroorganizmalarin tanim-
lanmasi, uygun sekilde tedavi edilmesi ve gerek-
li tedbirlerin alinmasi gerekmektedir"®. GSBL'ler
en sik K.pneumoniae ve takiben E.coli suglarinda
goriilmekte olup, bunlar diger bakteriler izle-
mektedir®?. GSBL enzimlerinin Klebsiella spp.
ttrlerinde sik goriilmesinin baglica nedenleri,
deri ve yiizeylerde diger enterik bakterilere gore
daha uzun siire canli kalabilmeleri, plazmid ile
gen aktarimi ve spontan mutasyonlarin daha sik
goriilmesidir®. GSBL saptanmasinda tarama
testi olarak, genis spektrumlu beta-laktam anti-
biyotiklerin yer aldig1 disk difuzyon ve diltisyon
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yontemleri kullanilmaktadir. Fenotipik dogrula-
ma testleri klavulanik asit ve indikator sefalos-
porin ve/veya monobaktam arasindaki sinerji-
nin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Bu
testler GSBLleri beta-laktamaz inhibitorlerin-
den etkilenmeyen AmpC tipi enzimlerden ayir-
maktadir. Dogrulama amaciyla sik olarak kulla-
nilan yontemler arasinda, klavulanik asit igeren
kombinasyon diskleri, ¢ift disk sinerji testi,
MIK'in saptandig1 diliisyon yontemleri, E-testin
GSBL stripleri ile MIK saptanmasi sayila-
bilir® 119,

Disk diftizyon testinde seftazidim, aztreo-
nam, sefotaksim ve seftriaksona karsi direng
durumunun incelenmesi esasina dayanan test,
CLSI tarafindan baslangicta bir tarama testi ola-
rak 6nerilmistir®. Fakat daha sonra bakterilerin
bu antibiyotiklere duyarh oldugu durumda bile
GSBL tiretebildigi goriilmiis ve bu antibiyotikle-
rin zon ¢aplarmin belli bir smirda ya da altinda
olmasi, daha duyarh bir tarama testi olarak
kabul goérmiistiir™. Fincanci ve ark®. yaptiklari
calismada GSBL varligini saptamada zon gapi
Ol¢limiine dayanan tarama testini, CDST ve
E-test yontemlerine gore anlamli derecede
duyarli bulmuslardir. Calismamizda, zon ¢api
Olglimiine dayanan tarama testi, GSBL saptama
konusunda E-test ile uyumlu, CDST’inden daha
etkin bulunmustur.

Tarama testlerinde kullanilan beta-laktam
antibiyotiklerin GSBL saptama konusunda han-
gisinin daha etkin oldugu ile ilgili yapilan bir
calismada, tarama testinde kullanilan sefalospo-
rinler iginde, en iyi indikatoriin seftazidim oldu-
gu vurgulanmis, ayrica yanhls negatiflikleri
onlemek icin disk diflizyon tarama testinde en
azikisefalosporinin degerlendirilmesinin uygun
olacag1 belirtilmistir®. Calismamizda tarama
testinde kullandigimiz sefalosporinlerin kendi
aralarinda tistiinliikleri saptanmamus olup sefta-
zidim, seftriakson ya da sefotaksimden iki tane-
sinin tarama amagh kullanilmasinin yeterli ola-
cag1 diistintlmiistir.

Cift disk sinerj testi, GSBL saptanmasinda
laboratuvarlarda rutin antibiyogram disk dizi-
limleri degistirilerek uygulanan, {iilkemizde
halen yaygin olarak kullanilan®1022, ucuz ve
kolay bir yontemdir. Ancak diskler arasindaki
mesafe konusunda tam bir standardizasyonun
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olmamasi, tiim GSBLleri saptayamamasi, bu
yontemin zayif noktalaridir. Ozellikle indiikle-
nebilir kromozomal AmpC beta-laktamaz yiik-
sek diizeyde sentezleyen Enterobacteriaceae sus-
larinda inhibisyon zonu olugsmamasi veya kiigiik
inhibisyon zonu olusmas: nedeniyle negatif
sonug verebilmesi, klavulanat diskinde meyda-
na gelebilecek potens kaybi, CDST'nin giiveni-
lirligini azaltan faktorlerdendir®!?. Bazi galis-
malarda ayri suslar tizerinde disk uzakliklarmi
degistirerek GSBL taramasi yapilmis, diskler
arast mesafe fazla oldugunda diisiik diizeyde
saptanan GSBL oranlari, mesafe daraltildiginda
anlamli olarak yiiksek diizeyde bulundugu
bildirilmigtir®®. Calismamizda diskler arasi
mesafe 20 mm olarak alinmasma ragmen disk
diftizyon tarama testi ile ortalama % 38 ve E-test
ile % 32 oranlarinda bulunan GSBL pozitifligi,
CDST ile % 16 olarak saptanmistir. Bu sonucun,
CDST'nin standardizasyonu olmayan ve deger-
lendiren kisinin yorumuna agik bir test olmasin-
dan kaynaklandig1 diisiintilmiistiir.
Bakterilerde antibiyotiklere duyarlilik test
edilirken, minimal inhibitér konsantrasyon
diizeylerinin saptanmasi klasik olarak sivi mik-
rodiliisyon yontemiyle yapilabildigi gibi E-test
ile de kolaylikla saptanabilmektedir. GSBL sap-
tanmasinda, sefotaksim/sefotaksim-klavulanik
asit (CT/CTL) ve seftazidim/seftazidim-
klavulanik asit (TZ/TZL) E-test stripleri kullani-
labilmektedir. Zarakolu ve ark®). Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suslarinda
GSBL varhigin farkl fenotipik yontemler kulla-
narak degerlendirmisler ve E-test yontemini,
CDST ile kombine disk sinerji testlerine gore
daha duyarli bulmuslardir. Palasubramaniam
ve Parasakthi® seftazidim direngli K.pneumoniae
suslarinda GSBL varligini CDST, inhibitor etkili
disk difitizyon ve E-test yontemleri kullanarak
arastirmislar ve E-test yonteminin GSBL saptan-
masinda en etkin yontem oldugu sonucuna
varmislardir. GSBL varligini saptamada CDST
ve E-test yontemleri arasinda fark olmadigim
gosteren calismalar da mevcuttur. Ornegin Yavuz
ve ark.® yaptiklari calismada, Enterobacteriaceae
suslarinda GSBL {iretimini CDST ve E-test yon-
temleri ile arastirmislar ve iki yontem arasinda
anlaml fark saptamamuislardir. Yurtman ve ark.
@’nin yaptig1 calismada, GSBL saptamada kul-
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lanilan fenotipik yontemler karsilastirilmis,
CDST ve E-test yontemleri arasinda fark bulun-
madig: bildirilmistir. Yine Ak¢am ve ark.’nin
yaptig1 calismada, hastane infeksiyonu etkeni
cesitli Gram negatif bakterilerde GSBL varlig:
CDST ve E-test yontemleri ile aragtirilmis, iki
yontem arasinda anlaml fark saptanmamuistir.
Isik ve ark.” yaptiklar: bir ¢alismada, yatan has-
talarin kan kiiltiir 6rneklerinden soyutlanan K.
pneumoniae suslarinda GSBL siklhigini CDST,
E-test ve kombine disk sinerji ile arastirmislar,
ti¢ yontemin de birbiriyle uyumlu oldugunu
bulmuslardir. Yaptigimiz calismada ise; Klebsiella
suslarinda E-test yontemi ve tarama testi, CDST
yontemine gore daha etkin bulunmusken, E.coli
suslarinda her ii¢ yontem uyumlu bulunmus-
tur.

Sonug olarak, Gram negatif bakteri kay-
nakli infeksiyonlarin tedavisinde rol alan antibi-
yotiklerin hastaya uygulanmas: ya da uygulan-
mamasi konusunda karar verirken, tarama testi-
nin yapilmasinin ¢ok énemli oldugu ve E-test ile
dogrulanmas: gerektigi kamisina varilmistir.
CDST ise, maliyeti ve uygulama kolaylig1 nede-
niyle bir¢ok laboratuvarda hala kullanilmasima
ragmen, CLSI'nin 6nerdigi yeni dogrulama yon-
temleri arasinda yer almamasi ve calismamizda
da saptadigimiz gibi etkinliginin diisiik olmasi
nedeniyle, rutin uygulamada dikkatli kullanil-
mas1 gerektigi ve diskler arasindaki mesafe
azaltilarak, tarama testleri ile birlikte kullanildi-
ginda GSBL saptama oraninin arttirilabilecegi
diistintlmustiir.
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