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OZET

Bu calismada, Enterobacteriaceae Uyelerinde geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Uretiminin saptanmasinda gift disk
sinerji testi ile E-test ydonteminin karsilastirnimasi amacglanmistir. Cesitli klinik dérneklerden izole edilen 71 Escherichia coli, 14
Klebsiella pneumoniae, 15 Klebsiella spp. ve bir Klebsiella oxytoca olmak uzere toplam 101 Enterobacteriaceae kdkeni ¢calismaya
alinmistir. Cift disk sinerji (CDS) yontemiyle kdkenlerin %86’s1 (87 kdken) GSBL olumlu iken E-test yontemine gére %81’i (82 kdken)
GSBL pozitif bulunmustur. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde CDS ve E-test yontemleri arasinda anlamli bir fark
olmadigi sonucuna variimistir.

SUMMARY

The purpose of this study was to compare the double disk synergy and E-test methods for detection of ESBL production in
Enterobacteriaceae members. Totally 101 Enterobacteriaceae isolates including 71 Escherichia coli, 14 Klebsiella pneumoniae, 15
Klebsiella spp., and one Klebsiella oxytoca were included in the study. By double disk synergy method 86% of isolates were GSBL
positive (87 isolates) and 81% (82 isolates) were positive by E-test method. The results were statistically evaluated and no
significant difference was found between E-test and double disk synergy method.

GIRiS
Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Uretimi,
Ozellikle Gram-negatif bakterilerde beta-laktamlara kargi
gelisen en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan biridir (1).
Cogunlukla plazmitlerce kodlanan GSBL enzimleri sefo-
taksim, seftriakson, seftazidim gibi oksi-imino sefalospo-
rinler ile aztreonam gibi monobaktamlara karsi direng

gelisimine neden olmaktadir. Bu enzimler basta
Klebsiella turleri ve Escherichia coli olmak uzere
Citrobacter, Serratia ve Salmonella gibi diger

Enterobacteriaceae Uyelerinde ve bazi non-fermentatif
bakterilerde de bulunabilmektedir (2). TEM-3 ve SHV-2
gibi bazi GSBL enzimleri sefalosporinlere karsi yiiksek
dizey diren¢ kazandirirken, TEM-7 ve TEM-12 gibileri

¢ok disik dizeylerde direng olusturduklari igin rutin
mikrobiyolojik testlerle saptanamayabilirler (3). Bu ne-
denle Gram-negatif bakterilerin GSBL Uretiminin saptan-
masinda sorunlarla karsilasilmaktadir. Bunun yaninda
bakterilerde farkli direng mekanizmalarinin bulunmasi
(porin degisikligi, efluks pompasi varhgi gibi) GSBL
saptanmasini daha da zorlagtirmaktadir. GSBL enzimi
Ureten bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde pe-
nisilin ve sefalosporinler kullaniimamalidir. Bu nedenle
etken mikro-organizmalarin GSBL dretimi ydninden
arastiriimasi tedavi agisindan énem tasimaktadir (4).

Bu calismada, Enterobacteriaceae Uyelerinde genigle-
mis spektrumlu beta-laktamaz Uretiminin saptanmasinda



Yurtman ve ark.

Tablo 1. E-test ve CDS yontemlerine gore kokenlerin GSBL pozitifligi

E-test ¢cDSs
Kokenler (No) GSBL (+) GSBL (-) GSBL (+) GSBL (-)
Escherichia coli (71) 57 14 63 8
Klebsiella pneumoniae(14) ppp((((14) pneumoniae 12 2 11 3
Klebsiella spp.(15) 12 3 13 2
Klebsiella oxytoca (1) 1 0 0 1
Toplam (101) 82 19 87 14

CDS: Gift disk sinerji, GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz

cift disk sinerji testi ile E-test yonteminin karsilastiril-
mas! amaclanmigtir.

GEREG VE YONTEM

Cesitli klinik érneklerden soyutlanan 71 Escherichia coli,
14 Kilebsiella pneumoniae, 15 Klebsiella spp., ve bir
Klebsiella oxytoca olmak Uuzere toplam 101
Enterobacteriaceae kokeni galismaya alindi. Calismada
GSBL negatif kontrol kdkeni olarak E. coli ATCC 25922
kullanildi. Pozitif kontrol olarak daha once polimeraz
zincir reaksiyonu testi ile blactxm pozitif bulunan birer
E. colive K. pneumoniae kdkeni kullanildi.

Kokenler calisma baslayincaya kadar % 10 oraninda
gliserin igeren buyyon besiyerinde -70° C'de saklandi.
Kokenler galismadan bir giin énce Eozin Metilen Blue
(EMB) agara pasajlanarak canlandirildi.

E-test: GSBL saptamaya yonelik Uretilmis olan E-test
seritlerinin bir tarafinda belirli konsantrasyonlarda (0.5-
32 pg/mL) seftazidim, diger tarafinda ise seftazidim/
klavulonik asit (0.064-4 pg/mL) bulunmaktadir. Uretici
firmanin (AB Biodisk, Sonla, isveg) énerileri dogrultusun-
da bakterilerin bir gecelik taze kultlrlerinden hazirlanan
0.5 McFarland yogunlugundaki bakteri stispansiyonlari
Mueller-Hinton agar besiyerine ekildi. E-test seritleri
besiyeri (izerine yerlestirildi. Kékenler 35° C'de 18-20
saat inkube edildikten sonra sonuclar degerlendirildi.
Seftazidim MIK degerinin, seftazidim-klavulonik asit MIK
degerinden en az sekiz kat fazla olmasi GSBL pozitifligi
olarak kabul edildi (5).

Cift disk sinerji testi: Bu test icin 0.5 McFarland
standardinda hazirlanan bakteri suspansiyonlari Mueller-
Hinton agar besiyerine ekildi. Merkeze amoksisilin-
klavulonik asit (10+20 pg) diski yerlestirilerek, cevresine
merkezden merkeze uzakhgi 25 mm olacak sekilde
aztreonam (30 pg), seftazidim (30 pg) ve sefotaksim (30
ug) diskleri yerlestirildi, 35° C'de 18-20 saat inkiibe
edildikten sonra sonugclar degderlendirildi. Antibiyotiklere

ait inhibisyon zonlarinin klavulonik asit diskine dogru
genislemesi veya iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri
Ureyen alanda Gremenin olmadigi bir boélgenin gorilmesi
GSBL olumlulugu olarak deg@erlendirildi (6).

istatistik degerlendirme: CDS ve E-test ydntemlerinin
karsilastiriimasi Mc Nemar kikare testine gére yapildi.

BULGULAR

Escherichia coli ve Klebsiella kdkenlerinde E-test yontemi
ile sirasiyla %80 ile %83 oranlarinda, CDS testi ile
siraslyla %89 ve %80 oranlarinda GSBL pozitifligi sap-
tandi. Calismaya alinan kokenlere ait tim sonuglar
Tablo 1’de gérulmektedir. Escherichia coli kbkenlerinde
CDS yontemiyle, Klebsiella kkenlerinde ise E-test yon-
temiyle daha fazla oranda GSBL pozitifligi saptanmigtir.

istatiksel degerlendirme: Sonuglar Mc Nemar kikare
testi ile degerlendirildi, E-test ve CDS arasinda GSBL
saptamada anlamli bir fark saptanmadi.

TARTISMA

Penisilin, sefalosporin, monobaktam ve karbapenemler
gibi beta-laktam antibiyotikler dinyada en vyaygin
kullanima sahip antibakteriyel ilag grubunu olustururlar.
Ancak ginimiizde bu antibiyotiklere karsi Gram-negatif
bakterilerde artan bir direng s6z konusudur. Bu direncin
en o6nemli nedeni bu antibiyotikler Gzerinde hidrolitik
aktiviteye sahip GSBL enzimleridir (2, 7). Geniglemis
spektrumlu beta laktamaz enzimlerinin son yillardaki
hizli artisi bu enzimleri tasiyan bakteriler tarafindan
olusan infeksiyonlarin tedavisinde gugliiklere neden
olmaktadir. Genislemis spektrumlu beta laktamaz sap-
tanmasinda en ¢ok kullanilan fenotipik yéntemler arasinda
E-test, CDS testi, li¢ boyutlu test, dillisyon yontemleri ve
otomatize sistemler (VITEK) bulunmaktadir (4). Calisma-
mizda E-test ve CDS testleri kullanilarak bu yontemlerin
GSBL saptamada birbirinden farklari arastiriimistir. Bu
amagla 101 Enterobacteriaceae kokeni kullaniimistir.
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GSBL saptanmasinda fenotipik yéntemler

Kokenlerin %86’s1 (87 kdken) CDS testi ile %81'i (82
koken) E-test ile GSBL olumlu bulunmustur. Escherichia
coli kbkenlerinde GSBL pozitifligi E-test ve CDS yontem-
leri ile sirasiyla %80 ve %89 olarak saptanmistir ancak
bu farklihk istatistiksel olarak anlam tasimamaktadir.
Klebsiella kokenlerinde ise E-test ve CDS yontemleri ile
GSBL pozitiflik oranlari sirasiyla %83 ve %80 olarak
bulunmus olup istatistiksel olarak anlamli degildir.

Bu konuda ulkemizde ve dinyada da yapilmis pek ¢ok
calisma vardir. Ulkemizdeki calismalarda; Abacioglu ve
ark. (8) 24 K. pneumoniae kdkeninde GSBL varhigini E-
test ve CDS ydntemlerini kullanarak arastirmis ve CDS
yontemiyle kokenlerin  %60’inda, E-test yontemiyle
%50’sinde GSBL varligi saptamiglardir ve CDS yontemi-
nin E-test yontemine gére daha ucuz, duyarli ve uygula-
nabilir oldugu sonucuna varmislardir. Aktas ve ark. (9)
Gram-negatif bakterilerde GSBL varhigini E-test ve CDS
yontemleriyle karsilastirmiglar, iki ydntem arasinda
GSBL saptamada anlamli bir fark olmadigini belirtmis-
lerdir. CDS yonteminin daha ucuz olmasi nedeniyle rutin
laboratuar uygulamalari i¢in daha uygun oldugu sonucu-
na varmiglardir. Akgam ve ark. (5) hastane infeksiyonu
etkeni Gram-negatif bakteriler Uzerinde E-test ve CDS
yontemlerini karsilastirmislar ve sirasiyla kokenlerin
%14,8 ve %16,3'iinde GSBL varligi saptamislar ve iki
yéntem arasinda anlamli bir fark gozlemlememiglerdir.
Bu calismalar ve bizim sonuglarimiz birlikte degerlen-
dirildiginde, her iki test arasinda GSBL saptanmasi
acisindan anlamli bir fark gérilmemektedir.

KAYNAKLAR

Yurt diginda yapilan benzer ¢alismalardan birinde
Vercauteren ve ark. (2) GSBL Urettigi bilinen 33 kékende
GSBL varhgini CDS testi ile %96,9 ve E-test ile %81
oraninda saptamislar, her iki yontemin de duyarlihginin
benzer oldugunu vurgulamislardir. Tseng ve ark.(10)
GSBL saptamada agar diliisyon, E-test ve CDS ydntem-
lerini bir arada kullanmiglar ve yontemlerin gavenilirligini
benzer bulmuslardir.

E-test yonteminin CDS ydntemine gére daha guvenilir
oldugunu belirten calismalar da mevcuttur. Palasubra-
maniam ve ark.(11) seftazidim direngli K. pneumoniae
kokenlerinde GSBL varhgini ¢ift disk sinerji, inhibitor
etkili disk difizyon ve E-test yodntemleri kullanarak
arastirmislar ve E-test yonteminin GSBL saptanmasinda
en etkin yontem oldugu sonucuna varmiglardir.
Ulkemizde Zarakolu ve ark.(12) GSBL varligini farkl
fenotipik yontemler kullanarak deg@erlendirmigler ve
E-test yonteminin CDS ydntemi ve kombine disk sinerji
testlerine gore daha duyarli oldugunu bulmuslardir.

Calismamizda elde edilen sonuglarin, dinyada ve
Turkiye’de gunumize kadar yapilan bir¢cok calisma ile
ortistigl gérilmektedir. CDS testi ve E-test arasinda
GSBL saptamada anlamli bir fark olmadigi ancak CDS
testinin E-test’'e gore daha ucuz ve uygulanabilir olmasi
nedeniyle CDS testinin rutin laboratuvarlar i¢cin daha
uygun bir ydontem olabilece@i sonucuna variimistir.
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