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GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ TESPITINDE E-TEST ILE
CIFT DISK SINERJI TESTININ KARSILASTIRILMASI VE DISKLER ARASI
UZAKLIGIN SONUCA ETKISININ ARA$TIRILMASI*

Esragul AKINCI1 Nihal KARABIBER! Hasan KILIC! Mehmet KARAHAN1

OZET

Cift disk sinerji testi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (ESBL) Ureten suslarin tespitinde laboratuvarlarda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu ¢alismada, rutin antibiyogram testlerinde sefalosporinlere ve aztreonama direncli
bulunan 26 Klebsiella pneumoniae, yedi Enterobacter spp ve U¢ Escherichia coli susunda E-test ile ¢ift disk sinerji
testinin ESBL tespitindeki performansi degerlendirilmis ve diskler arasi uzakligin sonuca etkisi arastiriimistir. Gift disk
sinerji testi, amoksisilin-klavulanat ile seftazidim, sefotaksim ve aztreonam diskleri arasindaki uzaklik 20 mm ve 30
mm olmak Uzere iki sekilde yapilmistir.

E-test ve diskler arasi uzaklik 20 mm’ye ayarlanmis cift disk sinerji testinde suslarin tumunde ESBL pozitif
bulunmustur. Diskler arasi uzaklik 30 mm’ye c¢ikarildiginda ise 36 susun 28’inde ESBL tespit edilmis, diger iki
yontemle karsilastirildiginda suslarin % 22"sinde ESBL saptanamamistir.

Sonug olarak, ESBL tespitinde diskler arasi uzakhigin sonucu etkiledigi, E-testin de ESBL tespitinde guvenilir bir
yontem oldugu gorulmustur.

Anahtar kelimeler: Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar, E-test, ¢ift disk siner;ji testi

COMPARISON OF E-TEST AND DOUBLE DISK SYNERGY TEST DETECTION
OF EXTENDED-SPECTRUM BETA-LACTAMASE, AND INVESTIGATION
OF THE EFFECT OF DISTANCE BETWEEN DISKS ON THE RESULTS

SUMMARY

Double disk synergy test is commonly used in the laboratories for detection of the extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL) producing strains. In this study, the performance of E-test and double disk synergy test were
compared for detection of ESBL production by 26 Klebsiella pneumoniae, seven Enterobacter spp and three
Escherichia coli strains which were resistant to the cephalosporins and aztreonam. In addition, the effect of the
distance between the disks on the result was investigated. Antibiotic disks (cefotaxime, ceftazidime, aztreonam) were
placed 30 mm and 20 mm apart from the amoxicillin-clavulanat disk.

ESBL production was detected in all of the isolates by E-test and double disk synergy test when the distance
was 20 mm apart. When the distance was increased to 30 mm, 28 of 36 strains were ESBL producers. Compared
to other two methods, 22 % of the strains were detected as ESBL negative.

In conclusion, the distance between the disks effects the results and E-test was found a reliable method for
detection of ESBL.
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GIRIS

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(extended spectrum beta-lactamase: ESBL) Bush
siniflamasinda grup 2b’de yer almaktadirlar (1).
Aztreonam ve oksiimino-sefalosporinleri hidroliz
eden enzimlerdir (2). Karbapenemler ve sefa-
misinlere etkisizdirler; beta-laktamaz inhibitor-
leriyle inaktive olurlar (3).

llk kez 1983 yilinda Almanya’da gosterilmis
ve gunumize kadar 30°un uzerinde ESBL
tanimlanmigtir (4). Tum dunyada yaygin olarak
gorulen bu direng cogunlukla Klebsiella sus-
larinda gorulmekte, daha az oranda diger Gram
negatif enterik bakterilerde tespit edilmekte-
dir (3).

Laboratuvarlarda ESBL uUreten suslarin in
vitro tanimlanabilmesi icin bazi ybntemler
onerilmektedir. Bunlar; antibiyotik duyarllik
testlerinde daha yuksek bakteri inokulumu kul-
laniimasi, genis spektrumlu sefalosporin ya da
aztreonam duyarliliginda azalma gbzlenmesi, gift
disk sinerji testi, U¢ boyutlu test, E-test gibi yon-
temlerdir (1,2,5).

Bu calismada rutin antibiyogram testlerinde
sefalosporinler ve aztreonama direncli bulunan
26 K.pneumoniae, yedi Enterobacter spp ve
Uc E.coli susunda ESBL tespitinde E-test ile
cift disk sinerji testi karsilastinimistir. Gift disk
sinerji testinde diskler arasi uzaklik 20 mm ve
30 mm olmak Uzere iki sekilde duzenlenerek
diskler arasi uzakligin sonuca etkisi arastiriimigtir.

GEREC VE YONTEM

Rutin antibiyogramlarda, NCCLS kriterlerine
gore, sefalosporinlere ve aztreonama direncli bu-
lunan 26 K.pneumoniae, yedi Enterobacter spp
ve U¢ E.coli susu ¢alismaya alinmistir (6). Bakteri
suspansiyonlari 0.5 McFarland bulanikligina gore
ayarlanarak kullaniimis ve her bir bakteri igin u¢
adet Mueller Hinton besiyerine ekim yapilmistir.
Plaklarin birine seftazidim (TZ) ve seftazidim-
klavulanatin (TZL) cesitli konsantrasyonlarini
iceren E-test (AB Biodisk, Isveg) seridi yerles-
tirilmistir. Diger iki plaga, merkeze amoksisi-
lin-klavulanat diski (AMC, 20/10 mcg), cevreye
ise merkezden merkeze uzakhgi 20 mm ve
30 mm olacak sekilde seftazidim (CAZ, 30 mcg),
sefotaksim (30 mcg) ve aztreonam (30 mcg)
diskleri konulmustur. Plaklar 35°C’da bir gece
inkube edildikten sonra degerlendirilmistir.
Bakteri inhibisyon zonunun E-test seridi ile
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kesistigi noktadaki konsantrasyon o antibiyotik
icin MIK degeri olarak kabul edilerek, uretici
firmanin onerileri dogrultusunda, TZ/ TZL oraninin
=8 olmasi ESBL pozitifligi olarak degerlendi-
rilmistir. Cift disk sinerji testinde, disklerden
herhangi birinin zonunda AMC diskine dogru
olusan belirgin uzama ESBL pozitifligi olarak
belirlenmigtir (5).

BULGULAR

Cift disk sinerji testinde diskler arasi uzaklk
20 mm oldugunda suslarin tumiunde ESBL pozitif
bulunurken uzaklik 30 mm’ye c¢ikarldiginda
28’inde ESBL tespit edilmistir (Tablo 1). Suslarin
%22’sinde (altt K.pneumoniae, iki Enterobacter
spp) 30 mm’de ESBL negatif bulunmusgtur.

E-test ile suslarin tumunde TZ / TZL orani =8
olarak saptanmigtir. Bu suslarda TZ MIK degeri
= 32 olarak bulunurken TZL MIK degeri < 4 olarak
tespit edilmigtir.

Tablo 1: ESBL tespitinde kullanilan ydntemlerden elde
edilen sonuglar

ESBL pozitif =~ ESBL negatif
(n) (n)
Cift disk sinerji testi (20 mm) 36 0
Cift disk sinerji testi (30 mm) 28 8
E-test 36 0

TARTISMA

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar,
TEM ve SHV enzimlerini kodlayan genlerin
mutasyonu sonucu olugsmaktadirlar (4). Bu
mutasyon nedeniyle enzimin  oksiimino-
sefalosporinlere karsi afinitesi ve hidrolitik etkisi
artmaktadir (2,4). Bazi ESBL’lar tum oksiimi-
no-sefalosporinlere yuksek duzeyde direng
saglarken bazilarinda direng dusuk duzeyde
olmakta ya da selektif olarak belli beta-laktamlara
karsi gelismektedir (2). Dusuk aktivitede ESBL
ureten suslarin laboratuvarda tespiti gu¢ olmak-
tadir. Bu suslar kolaylikla gbzden kagabilmek-
tedir. Bu nedenle ESBL pozitif suslarin in
vitro tanimlanabilmesi i¢cin bazi ybntemler
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geligtirilmigtir. Bunlar antibiyotik duyarlilik test-
lerinde daha yuksek bakteri inokulumu kulla-
nilmasi, genis spektrumlu sefalosporin ya da
aztreonam duyarliliginda azalma tespit edilmesi,
cift disk sinerji testi, u¢ boyutlu test, E-test gibi
yontemlerdir (1,2,5). NCCLS, 1997 yilinda
yayinladigl klavuzunda, seftazidim zon ¢api < 22
mm, aztreonam ve sefotaksim zon ¢aplar < 27
mm olan E.coli ve Klebsiella suslarinin ESBL
uretme olasihgl olan suslar olarak kabul
edilebilecegini bildirmektedir (6). Bu calismada,
bu zon caplari esas alinarak, ESBL uretme
olasihgi olan suslar tespit edilmis ve bunlara gift
disk sinerji ve E-test uygulanmistir.

Cift disk sinerji testi uygulamasi kolay
bir yontem oldugundan laboratuvarlarda ¢ok
kullaniimaktadir. Bununla birlikte bu ybdntemin
duyarlhigi %100 degildir ve diskler arasi uzakligin
standardizasyonu bulunmadigi igin yalnis negatif
sonuglar alinabilmektedir (5). Yapilan bazi
calismalarda diskler arasi uzakligin 30 mm’den
20 mm’ye indirilmesinin duyarlihg: artirdigi goste-
rilmigtir. Gulay ve ark. (7) 44 Kpneumoniae
susunda, diskler arasi uzaklik 30 mm ve 20 mm
oldugunda alinan sonuglar karsilastirmiglar ve
siraslyla %56.8 ve %88.6 oranlarinda ESBL
saptamiglardir. Bu c¢alismada, inhibisyon zon
caplarn daraldikga bu tur yalanci negatif
sonuglarin alinabilecegi, boyle durumlarda diskler
arasi mesafenin daralmasinin sinerjiyi belirgin
hale getirebilecegi bildirilmistir. Kuzucu ve ark. (8)

diskler arasi uzakhigin 20 mm olmasi halinde 42
susta, 30 mm olmasi halinde ise sadece dokuz
susta ESBL gosterdiklerini bildirmislerdir.Bizim
calismamizda da, diskler arasindaki uzakligin 20
mm’ye indirilmesinin testin duyarliigini artirdigi
gosterilmistir.

E-test ESBL tespitinde kullanilan diger bir
yontemdir. Bu ybntem sabit konsantrasyonda
(2 mcg/ml) klavulanat varliginda seftazidim MIK
degerinde dusme gbzlenmesi prensibine dayan-
maktadir. E-test ESBL seridinin bir tarafi stabil
konsantrasyonlarda seftazidim, diger tarafi
ise seftazidim klavulanat icermektedir. Bazi
calismalarda ESBL tespitinde en guvenilir yon-
temlerden biri olarak E-test gosterilmektedir.
Cormican ve ark. (9) 82 klinik izolatla yaptiklari
calismada E-testi %100 oraninda duyarh
bulmusglardir. Ayni calismada cift disk siner;ji tes-
tinin (diskler arasi 25 mm) duyarlihigi %87’dir.
Abacioglu ve ark. (10) ise galismalarinda ¢ift disk
sinerji testinin E-test’den daha duyarl oldugunu
bildirmislerdir. Hastane infeksiyonlarindan soyut-
lanan 24 K.pneumoniae susunda E-test ile
12 susta, cift disk sinerji testi ile 15 susta ESBL
saptamiglardir. Bizim c¢alismamizda suslarin
tumiuinde E-test ile ESBL tespit edilmistir.

Sonug olarak bu galismada; cift disk sinerji
testinde, diskler arasi uzakhigin sonucu etkiledigi
gorulmugtur. Ayrica pahali bir yontem olan
E-test’in ESBL tespitinde guvenilir bir yontem
oldugu saptanmistir.
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