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Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlarin
Belirlenmesinde Cift Diskli Sinerji Testi ile
Uc Boyutlu Yontemin Karsilastirilmasi

Mine H0§g6r1, Feriha Ozkanz, Nur YaparS, Alper Tiingerz, M. Ali C')Zinel2

Ozet: Cesitli klinik orneklerden soyutlanan 51 Escherichia coli ve 46 Klebsiella pneumoniae kikeninde genislemis spektrumlu be-
ta-laktamazlarin (extended spectrum beta-lactamases, ESBL) varhg cift diskli sinerji ve ii¢ boyutlu testle aragtinldi. Cift diskli siner-
Ji testi ile ESBL olumlulugu E. coli ve K.pneumoniae kikenlerinde sirasiyla %18, %43 bulunurken, ii¢c boyutlu testle %25 ile %46
oraminda saptand. Istatistiksel degerlendirmede her iki test arasinda anlaml bir fark bulunamad.

Anahtar Sozciikler: Gram-negatif comaklar, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, ¢ift diskli sinerji testi, ii¢ boyutlu test.

Summary: Comparison of double-disk synergy and three dimensional tests in detection of extended spectrum beta-lactamases. Fxis-
tence of extended spectrum beta-lactamases (ESBL) in 51 of Escherichia coli and 46 Klebsiella pneumoniae strains isolated fromvarious cli-
nical specimens was investigated by double-disk synergy and three dimensional tests. A comparison of these methods reveal that there is no
statistically significant difference between them. It was determined by double-disk synergy test that E.coli and K. pneumoniae strains produ-

ce ESBL in ratios of 18% and 43%, respectively. In the case of three dimensional test, these ratios were found as 25% and 46%.
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Giris

Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar, sefotaksim, seftazi-
dim, seftriakson gibi oksiimino beta-laktamlara ve aztreonama
diren¢ kazandiran ve genetik sifresi plazmid iizerinde tagman en-
zimlerdir (1,2). Tlk olarak 1983 yilinda Avrupa'da Klebsiella pne-
umoniae kokenlerinde tanimlanan bu enzimler, daha sonra Ente-
robacteriaceae ailesinin diger iiyelerinde de gosterilmistir (3-6).
Hibridizasyon deneyleri ile ESBL'lerin TEM-1, TEM-2 ve SHV-
1 beta-laktamaz genlerinde meydana gelen basit nokta mutas-
yonlar1 sonucunda ortaya ¢iktig1 saptanmustir (2,7).

ESBL'ler, ticiincii kusak sefalosporinleri ve aztreonami hid-
rolize eder ve beta-laktam antibiyotiklerle tedaviyi giiclestirirler.
ESBL'ler genellikle beta-laktamaz inhibitorleri ile hidrolize edi-
lebilirler ve bu enzimler karbapenemlere (imipenem, merope-
nem), sefamisinlere (sefoksitin, moksalaktam) ve temosiline et-
kili degildir (3,4,8-10). ESBL iireten bakteriler rutin duyarlilik
deneylerinde sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve/veya aztre-
onama direng goriilmesi ile belirlenebilir. Ancak bazen ESBL
olusturan kokenlerle yapilan duyarlilik deneylerinde bu antibiyo-
tiklere diren¢ saptanamaz ve bu durum da klinikte tedavi basari-
sizliklarina yol agar (4,8,11) Simdiye kadar ESBL varligin belir-
lemede cesitli yontemler onerilmistir. Bunlardan baglicalar ii¢
boyutlu test, ¢ift diskli sinerji testi, diliisyon yontemleri, otoma-
tize sistemler (Vitek) ve E testidir (11).

Bu calismada Enterobacteriaceae iiyesi 97 kokende ESBL
tiretiminin ¢ift diskli sinerji ve ii¢ boyutlu test yontemleri kullani-
larak aragtirilmast ve sonuglarim karsilagtirilmasi: amaglanmistir.
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Yontemler

Cesitli klinik orneklerden soyutlanan 51 Escherichia coli ve
46 K .pneumoniae kokeninde ESBL varligi cift diskli sinerji testi
ve {i¢ boyutlu testle arastirildi. Caligmada beta-laktamaz negatif
kontrol kokeni olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi.

Disk difiizyon ve iic boyutlu yontemde kullanilacak bakteri
inokiilumlari i¢in daha dnceden stoklanan kokenler canlandirild
ve bir gece EMB agarinda (Oxoid) inkiibe edildi. Disk difiizyon
yontemi icin Brain-Heart Infusion Broth (Oxoid)'da 108 cfu/ml,
{ic boyutlu yontem icin 10%-1010 cfu/ml bakteri siispansiyonu ha-
zirland1.

U¢ Boyutlu Yontem: Hazirlanan 108 cfu/ml bakteri siispan-
siyonundan Mueller-Hinton agarina (Oxoid) yiizeyel ekim yapil-
di. Daha sonra Petri plaginin ortasina yakin tarafta ve kullanila-
cak antibiyotik disklerinden 3 mm uzakta olacak sekilde besiye-
ri daire seklinde kesildi. Ardindan ii¢ boyutlu yontem i¢in hazir-
lanan siispansiyondan (10%-1010 cfu/ml) steril otomatik pipetle
200 pl alinarak, kesilen besiyeri ¢izgisi dolduruldu. Her iki ino-
kiilasyon yapildiktan sonra seftazidim (30 pg), sefotaksim (30
pg) ve aztreonam (30 pg) (Oxoid) diskleri yerlestirildi ve plak-
lar 35°C'de 18-20 saat inkiibe edildi. Aztreonam, seftazidim ve
sefotaksime ait inhibisyon zonlarinin dairesel biciminde bozul-
ma, kesintiye ugramasi veya kokenin inokiile edildigi kesi ¢izgi-
si yakininda birbirinden ayri kolonilerin tiremesi, antibiyotigin
yogun inokiilasyon bolgesinden gecerken inaktive edildigini gos-
terdi ve ESBL olumlulugu olarak degerlendirildi (4).

Cift Diskli Sinerji Testi: Bu test, disk difiizyon yonteminin
standardlarina uyularak Mueller-Hinton agarinda (Oxoid) yapil-
di. Merkeze amoksisilin-klavulanik asid (10+20 pg) diski yerles-
tirilerek, ¢evreye merkezden merkeze uzakligi 25 mm olacak se-
kilde aztreonam (30 pg), seftazidim (30 pg) ve sefotaksim (30
pg) diskleri konuldu. Kokenler 35°C'de 18-20 saat inkiibe edil-
dikten sonra sonuclar degerlendirildi. Antibiyotiklere ait inhibis-
yon zonlarinin klavulanik asid diskine dogru genislemesi veya
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ablo 1. Incelenen Bakterilerin Cift Diskli Sinerji Testi ve R

Boyutlu Test ile Saptanan ESBL Uretim Oranlari
Cift Diskli Sinerji Uc Boyutlu Test
Kokenler n (%) n (%)
E.coli (n=51) 9 (18) 13 (25)
K pneumoniae (n=46) 20 43) 21 (46)
\Toplam (n=97) 9 (0 34 G/

iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri iireyen alanda iiremenin
olmadig1 bir bolgenin goriilmesi ESBL olumlulugu olarak yo-
rumland.

Sonuclar

Her iki yontem ile K. pneumoniae ve E.coli kdkenlerinde
saptanan ESBL iiretim oranlar1 Tablo 1'de gosterilmistir. Her iki
yontemin birbiriyle uyumu tutarlilik analizi testi ile yapildi (Tab-
lo 2) ve istatistiksel olarak uyumlu bulundu.

Irdeleme

Laboratuvarlarda yapilan rutin duyarlilik deneylerinde ESBL.
varligim gozlemlemek zordur. Ancak sefotaksim, seftazidim,
seftriakson ve/veya aztreonama aligilmigin diginda direng goriil-
mesi ESBL {iretimi i¢in uyarici olabilir (3,4,9,11). Bununla bera-
ber, bazi ESBL-olumlu olan bakterilerle yapilan rutin duyarlilik
deneylerinde, bu kokenler yanhislikla duyarli olarak tanimlanabi-
lir ve bu durum da tedavi basarisizliklara yol acar. Bundan dola-
y1 ESBL varligim belirlemede cesitli yontemler dnerilmektedir.
Bunlar, standard inokiilumdan daha yiiksek inokiilumlarmn kulla-
nildig1 diliisyon yontemleri, ¢ift diskli sinerji testi, ii¢ boyutlu
test, otomatize sistemler (Vitek) ve E testidir (4,11). Laboratuvar-
larda en sik kullanilan test, ¢ift diskli sinerji testidir. Ancak bu
testin giivenirligini azaltan bazi faktorler vardir. Bu faktorler; ba-
z1 sefalosporinazlarla sinerjinin engellenmesi, klavulanik asidin
tiim ESBL'leri inhibe edememesi, diskler aras1 uzakligin test so-
nucunu etkilemesi ve klavulanik asidde meydana gelebilecek po-
tens kaybinin yanhs negatif sonuclara yol agmasidir. Ug boyutlu
yontemde ise, hem beta-laktamaz substrat profili hem de antibi-
yotik duyarlilig1 birlikte saptanabilir (4).

Bu calismada, cift diskli sinerji testi ile 51 E.coli kokeninin
%18'inde, li¢ boyutlu test ile %25'inde ESBL iiretimi saptandi. Bu
oranlar K. pneumoniae kokenlerinde ise sirastyla %43 ve %46
olarak bulundu. Istatistiksel degerlendirmede cift diskli sinerj tes-
ti ile ii¢ boyutlu test arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

Thomson ve arkadaglar (4), ESBL-pozitif oldugu bilinen
kokenlerle ilgili yaptiklari calismada, ESBL {iretimini ¢ift diskli
sinerji testi ile %79, ti¢c boyutlu test ile %93 oraninda saptamis-
lardir ve sonug olarak ii¢ boyutlu testin ESBL'leri belirlemede
daha hizli ve daha duyarl bir yontem oldugunu vurgulamiglardir.
Derbentli ve arkadaslar1 (9)'min yaptif1 bir calismada ise ESBL

tiretimi, ¢ift diskli sinerji testi ile %35, ti¢ boyutlu test ile %43
olarak bulunmustur. Sonuglar degerlendirildiginde iki yontem
arasinda ESBL iiretimini saptama acisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamugtir. Fakat aragtiricilar daha fazla ko-
kenle calisildigr takdirde farkin anlamli olabilecegini belirtmis-
lerdir. Yine 1997 yilinda yapilan bir bagka calismada, 67 K.pne-
umoniae kokeninin 10'unda ESBL olumlulugu saptanmis ve bu
10 kokenin sekizinde hem c¢ift diskli sinerji testi, hem de ii¢ bo-
yutlu testle ESBL varlig1 belirlenmistir. Aragtirmacilar yaptiklari
calismanin sonucunda ESBL iireten bakterilerin arastirilmasinda
pratik uygulama kolaylig1 nedeniyle ¢ift diskli sinerji testinin gii-
venle kullamilabilecek bir yontem oldugunu da bildirmislerdir
(12).

Sunulan bu ¢alismada, ESBL aktivitesini belirlemede ¢ift
diskli sinerji testi ve ii¢ boyutlu test istatistiksel olarak birbiriyle
uyumlu bulunmustur. Sonug olarak her iki test de ESBL belirle-
mede giivenle uygulanabilecek yontemler olmasina ragmen, pra-
tikte uygulama kolaylig1 acisindan cift diskli sinerji testinin ter-
cih edilebilecegi yorumu yapilmistir.
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