ENTEROBACTERIACEAE SUSLARINDA GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA
LAKTAMAZLARIN (GSBL) SAPTANMASINDA KULLANILAN BAZI
YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI VE GSBL URETIM SIKLIGININ

BELIRLENMESI

AYSE BILGE SiPAHI

GIRiS

Antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin tedavisinde
basarisizliga yol agmakta ve giderek biiyiiyen bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yeni
antibakteriyel ilaclarin klinik tedavide uygulanmasi bu ilaglara karst direngli
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ile sonlanmaktadir (12, 26, 65).

Beta laktam antibiyotiklerin ¢ok sik kullanilmalan tiim diinyada beta laktam
antibiyotiklere kars1 gelisen direncin giderek artmasina ve etkilerinin azalmasina neden
olmustur (12).

Bakterilerin antimikrobiyal ilaglara kars1 gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarindan en
sik goriilenlerinden biri sentezledikleri enzimlerle ilacin inaktive edilmesidir. Beta laktam
grubu antibiyotikleri hidroliz eden beta laktamaz enzimleri bu tip dirence en iyi 6rnektir (28,
44, 71, 82). Ancak rutin olarak uygulanan antibiyotik duyarlilik testleri beta laktamaz
iiretimini ve buna bagl olarak beta laktam direncini dogru olarak belirlemede yetersizdir. Bu

testlerle laboratuvar ortaminda beta laktam antibiyotiklere duyarli olduklan gosterilen bazi



Enterobacteriaceae suslariyla meydana gelen infeksiyonlarda tedavide basarisizlik ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle Enterobacteriaceae suslarinda beta laktamazalara bagl antibiyotik
direncinin dogru olarak saptanmasi icin farkli yontemler gelistirilmistir (61).

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda izole edilen Enterobacteriaceae suslarinda genislemis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) sikligimin belirlenmesi, GSBL enzimlerinin dogru olarak nasil, hangi
testlerle saptanabilece@inin arastirilmas1 ve giiniimiizde kullanilan GSBL saptama
yontemlerinin duyarhilik, 6zgiilliik, is giicii ve harcanan zaman gibi 6zellikleri gbz Oniinde

bulundurularak karsilagtirilmast amaclanmustir.



GENEL BIiLGIiLER

BETA LAKTAMAZLARIN GENEL OZELLIiKLERI

Beta laktamazlarin sentezi ve hiicredeki yeri

Beta laktamazlar kromozomal genler veya plazmide bagimli genler tarafindan
sentezlenebilirler. Plazmidler antimikrobiyal direncin yayilmasinda en dnemli nedenlerinden
biridir (8). Gram pozitif bakterilerde, beta laktamazlar ekzoenzimler olarak hiicre
membranindan disariya salgilanirlar ve bu nedenle ilag inaktivasyonu icin gereken enzim
miktar1 fazladir. Gram negatif bakterilerde ise enzim periplazmik alanda bulunur ve bu
nedenle az miktarda enzim bile, antibiyotiklerin sitoplazmik membrana bagli penisilin
baglayan proteinlere ulasmalarindan once etkisiz hale getirilmesine neden olur (28, 40, 44,

72).

Beta laktamazlarin etki mekanizmalari

1975’te Spratt beta laktam antibiyotiklerin hedef molekiiliiniin penisilin baglayan
proteinler (PBP) oldugunu tanimlamistir. PBP’ ler bakteri sitoplazmik membraninda
bulunan, peptidoglikan sentezinde gorev yapan cesitli enzimlerdir. Transpeptidaz,
karboksipeptidaz veya glikozil transferaz yapisinda olabilirler. Beta laktam antibiyotikler
kovalan baglarla bu molekiillere baglanirlar, peptidoglikan sentezini inhibe ederler ve

bdylece bakteri tiremesini engellerler (7, 37, 47, 68).



Gram negatif bakteriler beta laktam antibiyotiklere karsi baglica ii¢ yolla direnc
gelistirirler (68, 82) :
1-D1s membrandan ge¢mek i¢in gereken kanallarin daralmasi ve bazi kanallarin sayilarinin
azalmasi,
2-Beta laktam antibiyotikleri parcalayan beta laktamaz enzimlerinin sentezlenmesi,
3-Beta laktam antibiyotiklerin baglanarak etkilerini gosterdikleri PBP yapisinda degisiklik
yaparak antibiyotigin baglanmasinin engellenmesi,

Beta laktamazlar, antibiyotikleri hedef bolgesine erisemeden beta laktam halkasini
hidrolize ederek etkisiz hale getirirler (37, 40, 72). Beta laktamazlar, beta laktam
halkasindaki amid baglarini parcalarlar. Substratlar1 olan antibiyotik ile karsilikl etkileserek
kompleks bir ara iiriin olustururlar. Daha sonra bu kompleks su ile hidrolize olur. Aktif
enzim tekrar serbestlesir ve yeni beta laktam molekiilleriyle etkilesime girer. A¢iga cikan
beta laktam antibiyotiklerin asidik deriveleri etkisiz hale gelir ve antibakteriyel 6zelliklerini
kaybederler (9, 68, 82).

A, C ve D grubunda yer alan beta laktamazlarin aktif bolgelerinde serin aminoasidi
bulunmaktadir. B grubundaki beta laktamazlarin aktif bolgesinde farkli olarak ¢inko iceren

enzimler bulunur (40, 72).

Beta Laktamazlarin Simiflandiriimasi
Beta laktam antibiyotiklerin yaygm kullanimi sonucu farkli substrat ozgiilligii
gosteren ¢ok ¢esit ve sayida beta laktamaz enzimi saptanmustir. Penisilinin gelistirilmesinden

sonraki yirmi yil i¢inde penisilinaz sentezleyen stafilokoklar tiim diinyada yayilmus,



1960’lardan sonra yar1 sentetik penisilinler ve birinci kusak sefalosporinlerin kesfedilmesi ile
Gram negatif basillerde bulunan beta laktamazlar 6nemli bir diren¢ mekanizmasi haline
gelmistir. Yirmibes yi1l boyunca Gram negatif basillerde bulunan beta laktamazlar bir kag
cesit ile stmirh kalmisg, ancak 1978’ten sonra bir¢ok yeni beta laktam antibiyotigin kullanima
girmesi ile es zamanh olarak beta laktamazlarin say1 ve ¢esidinde ani bir artis gozlenmistir
(Tablo-I) (8, 49). Buna bagh olarak bu enzimlerin gruplandirilmasi gerekli goriillmiis ve
farkli zamanlarda bir ¢ok siniflandirma semasi Onerilmistir (28, 49). Yaygin olarak kabul
goren ilk siniflandirma semasi 1960’larda Richmond ve Sykes tarafindan dnerilmistir. Ancak
zamanla bu semada hatalar ve eksiklikler goriilince 1989°da Karen Bush tarafindan
degistirilmistir. Giinlimiizde en sik kullanilan semalardan biri olan smiflama substrat
profilleri ve beta laktamaz inhibitorlerine duyarlilik temel alinarak 1995 yilinda Bush-
Jacoby-Medeiros tarafindan yapilmigtir. Niikleotid dizilerine dayali molekiiler diizeydeki

siniflamanin ilk temellerini ise 1980 yi1linda Ambler yapmistir (Tablo-1I) (9, 28, 49, 72).



Tablo-I:Antibiyotiklerin kullanima girmesi ve beta laktamaz iiretimi (8, 49)

Antibiyotik donemi

Antibiyotik Ortaya cikan beta Ureten
laktamaz mikroorganizma
Penisilin donemi Penisilin G Penisilinaz S.aureus
(1940-1960) E.faecalis
Genis spektrumlu Metisilin AmpC Enterobacteriaceae
penisilinler ve Oksasilin sefalosporinazlar P.aeruginosa
sefalosporinler Ampisilin Genis spektrumlu
(1960-1978) Sefalotin beta laktamazlar
Karbenisilin
Sefazolin
Sefamisinler Sefoksitin GSBL Enterobacteriaceae
3. kusak Sefotaksim (1983-Almanya) P.aeruginosa
sefalosporinler Piperasilin
Aztreonam Sefaperazon
(1978-1986) Sefuroksim
Seftriakson
Seftazidim
Aztreonam
Karbapenemler Imipenem Metallo beta S. maltophilia
(1985) laktamazlar S. marcescens
Karbapenemaz
(1984-1993) Amoksisilin/klavulonat | Inhibitor direncli K.pneumoniae
Tikarsilin/klavulonat beta laktamazlar E.coli

Ampisilin/sulbaktam
Piperasilin/tazobaktam




Tablo-II Beta laktamazlarin simiflandirilmasi (9, 28, 72)

Bush Bush | Ambler | Richmond | Tercih edilen | Klavulonik Ornek enzimler
Jacoby | (1989) | (1980) Sykes substrat asit etkisi
Medeiros (1968-73)
(1995)
Gram negatif
1 1 C Ia, Ib, Id | Sefalosporinler - bakterilerdeki
AmpC enzimleri
MIR-1
Gram pozitif
2a 2a A - Penisilinler + bakterilerdeki
penisilinazlar
Penisilinler TEM-1
2b 2b A III Sefalosporinler + TEM-2
SHV-1
Penisilinler TEM 3-26
2be 2b’ A - Dar ve genis + SHV 2-6
spektrumlu K.oxytoca K1
sefalosporinler
Monobaktamlar
TEM 30-36
2br - A - Penisilinler + TRC-1
Penisilinler PSE-1
2¢ 2¢ A LV Karbenisilin + PSE-3
PSE-4
Penisilinler OXA 1-11
2d 2d D A" Kloksasilin + PSE-2
Indiiklenebilir
2e 2e A Ic Sefalosporinler + sefalosporinazlar
(Proteus vulgaris)
Penisilinler Sme-1
2f - A - Sefalosporinler + (Serratia
Karbapenemler marcescens)
Karbapenemler L1
3 3 B - dahil bir cok - (Stenotrophomonas
beta laktam maltophilia)
Penisilinaz
4 4 - - Penisilinler - (Pseudomonas

cepacia)




Grup 1 (Ambler C Simifi) Beta Laktamazlar

Bu gruptaki enzimler beta laktamaz inhibitorlerine direnclidir ve cogunlukla
kromozomal genler tarafindan kodlanirlar. Kromozomal olarak kodlanan enzimlerin sentezi,
bakteri beta laktam antibiyotikle karsilastigi zaman cok fazla artabilir. Bu tiir enzimlere
indiiklenebilen beta laktamazlar da denmektedir. Birinci grup enzimler daha sik

Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp. ve Pseudomonas aeruginosa’ da

bulunmaktadir (26, 74, 77, 82).

Grup 2 (Ambler A Simifi) Beta Laktamazlar

Bu gruptaki enzimler plazmid tarafindan tasimnan genler tarafindan kodlanmaktadir.
Plazmidler bakteriden bakteriye gegebildikleri i¢in, bu tip enzimler yayilabilmektedir. Grup
2 enzimler klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorleri tarafindan
etkisiz hale getirilebilir. Ilk saptanan Grup 2 enzimleri ampisilin ve birinci kusak
sefalosporinlere etkili iken, ikinci ve tigiincii kusak sefalosporinlere etkisizdi. Ancak zamanla
bu enzimlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu monobaktam ve tigiincii kusak

sefalosporinlere de etkili olan genislemis spektrumlu beta laktamazlar ortaya ¢ikmistir (77,

82).

Grup 3 (Ambler B Simifi) Beta Laktamazlar
Grup 3 beta laktamazlar karbapenemleri inaktive eden metallo beta laktamazlardir.

Aktiviteleri i¢in ¢inko iyonlarina gereksinimleri vardir ve klavulonik aside direng gosterirler.



Bu grup enzimler Stenotrophomonas maltophilia, Bacteroides fragilis ve P.aeruginosa’da

bulunmaktadir (77, 82).

Grup 4 Beta Laktamazlar
Diger gruplara dahil edilemeyen Burkholderia cepacia’ min penisilinaz1 gibi

enzimleri igerirler (77, 82).

Beta Laktamazlarin isimlendirilmesi

Beta laktamazlarin isimlendirilmesindeki farkli yaklagimlar, bu enzimleri
goriindiiklerinden daha fazla karmagik bir hale getirmistir. Baz1 enzimler tercih ettikleri
substratlara gére (CARB, FUR, IMP, OXA), biyokimyasal 6zelliklerine gére (SHV, NBC),
genlerine gore (Amp-C, CepA), izole edildikleri bakterilere gore (AER, PSE), suslara gore
(P99), izole edildikleri hasta isimlerine gére (TEM, ROB), izole edildikleri hastaneye ve
eyaletlere gore ya da bulan kisilere gore isim almislardir. Bunlardan bazilan gecerliliklerini
yitirmistir. C)megin, SHV, siilfidril variabil’ dan kisaltilmistir, buna karsin artitk SHV-1
enziminin aktif bolgesinin siilfidril degil, serin hidroksil oldugu anlagilmistir. Benzer sekilde,
ilk kez Pseudomonas’dan izole edilmis olan PSE enziminin artik enterobakterilerde de
bulunabildigi bilinmektedir. Son yillarda biiyiik bir hizla artmakta olan TEM enziminden
tiireyen enzimlere ise CAZ (seftazidimaz), CTX (sefotaksimaz) veya IRT (inhibitor rezistan)
gibi tanimlayici isimler verilmis ve bu da bir karmagaya yol agmistir. Bu konuda 6nerilen ise
,TEM’den koken alan tiim enzimlerin TEM 26, TEM 43 gibi numara ile belirtilmesidir (10,

28, 44, 72).
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GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZLAR

GENEL OZELLIKLERI

Geniglemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL), sefamisinler hari¢ tiim
sefalosporinleri, penisilinleri ve aztreonami hidrolize edebilen enzimlerdir. Aktif
bolgelerinde serin icermektedirler. Grup 2b’de yer alan ve penisilin tiirevleri ile dar
spektrumlu sefalosporinleri parcalayan enzimlere gore daha genis spektrumlu olduklart icin
bu sekilde adlandirilmaktadirlar (2, 6, 49)

Bu enzimler, Ambler’in molekiiler siniflamasinda grup A veya grup D i¢inde,
Bush-Jacoby-Medeiros grup 2be ve 2d’de yer almaktadir. GSBL’ler klavulonik asit,
tazobaktam ve daha az oranda sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitorlerine duyarlidirlar.
Sefamisinler ve karbapenemler GSBL’ lerden etkilenmezler. Bu enzimler cogunlukla bakteri
suslan ve tiirleri arasinda gegebilen biiyiik plazmidlerde kodlanmaktadir (2, 6, 29).

GSBL’ ler basta K.pneumoniae olmak iizere, Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Salmonella spp., Proteus spp., Citrobacter spp., Morganella morganii, Shigella dysenteriae,
Serratia marcescens, P.aeruginosa, B.cepacia gibi bircok Gram negatif bakteride
bulunabilmektedir (6, 29, 59, 73).

GSBL’ lerin aktif bolgelerinde kdken aldiklari enzimlerden 1-7 aminoasitte degisiklik
bulunmaktadir. En 6nemli degisiklikler spektrumu genisletenlerdir. Bunlar aktif bolgeyi

genisleterek enzimin oksiimino yan zincirini iceren beta laktamlar ile etkilegsime girmesini
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saglamaktadir. Sonugta GSBL’ler kdken aldiklart TEM-1, TEM-2, SHV-1 enzimlerinden
farkli olarak, oksiimino grubu igeren beta laktamlar1 (seftazidim, sefotaksim, seftriakson,
sefuroksim ve aztreonam) hidroliz edebilmektedir. Bazi aminoasit degisiklikleri de

GSBL’lere farkli substrat 6zgiilliigii saglamaktadir (29).

GSBL Tipleri

Son yillarda beta laktamazlariin sayisinin hizla arttigi ve klinik a¢idan 6énemli yeni
enzim tipleri tanimlandig1 goriilmektedir. Giintimiizde TEM tiirevi beta laktamazlarin sayisi
130’u, SHV tiirii beta laktamazlarin sayist 60’1 gecmistir (29).
GSBL’ler iki gruba ayrilabilmektedir.
1-TEM ve SHV tiirevleri
2-TEM ve SHV dis1i GSBL’ler

TEM ve SHV tiirevi enzimler, TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi enzimlerden nokta
mutasyonu ile koken almis, genis spektrumlu beta laktamlar1 hidrolize edebilen enzimlerdir

2, 6,72).

TEM Grubu

TEM-1 Gram negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve ampisiline direncli
Escherichia coli’lerin %90’1nda direngten bu sorumludur. TEM-1 ve onun kimyasal benzeri
TEM-2 enzimleri dar spektrumlu enzimlerdir; penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri
hidrolize edebilir ancak oksiimino-sefalosporinlere karsi aktiviteleri yoktur. GSBL fenotipi

gosteren ilk TEM tiirevi TEM-3’tiir ve 1987 yilinda bildirilmistir. O giinden baslayarak TEM
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grubu beta laktamazlarin say1 ve ¢esidinde biiylik bir artis gdzlenmistir. TEM enziminde
olusan aminoasit degisiklikleri sonucunda GSBL’lerin fenotiplerinde 6nemli degisiklikler
olmakta, 6rnegin belirli oksiimino-sefalosporinleri hidroliz etme 6zellikleri veya izoelektrik
noktalar degisebilmektedir (2, 6, 29, 71).

TEM grubu beta laktamazlar, E.coli ve K.pneumoniae basta olmak iizere
Enterobacter aerogenes, M.morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri ve Salmonella spp.
gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde sik bulunmaktadir ve daha nadir olarak P.aeruginosa’da

bildirilmistir (2, 6, 29, 71).

SHYV Grubu

SHV grubu enzimlerin Onciisii olan SHV-1 enzimi en sik K.pneumoniae’da
bulunmaktadir ve bu tiirde plazmid kokenli ampisilin direncinin %20’sine neden olmaktadir.
SHYV tiirii enzimlerin genis spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak
tanimlanmistir. SHV grubu enzimler K.pneumoniae’dan baska Citrobacter diversus, E.coli

ve P.aeruginosa’da bildirilmistir (2, 6, 29, 71).

CTX-M Grubu

Son yillarda GSBL’lerin arasina yeni bir grup katilmistir. CTX-M olarak tanimlanan
bu grup beta laktamazlar substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir. Seftazidimi bir miktar
hidroliz etmekle birlikte klinikte dirence yol acacak kadar 6nemli degildir. Bu enzimlerin
Oonemli bir 6zelligi de bunlara karsi tazobaktamin inhibitoér etkisinin klavulonik asit ve

sulbaktama gore fazla olmasidir (2, 6, 29, 71).
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[Ik CTX-M beta laktamaz 1989 yilinda Almanya’da E.coli’de bildirilmis, o tarihten
bugiine kadar Salmonella spp. basta olmak iizere bir cok Enterobacteriaceae tiiriinde
saptanmig ve 1995 yilindan itibaren biiyiikk bir artis gostermistir. Giiniimiizde CTX-M
ailesinde 40 enzim bulunmaktadir. CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-2 bu grupta en yaygin
olan enzimlerdir. Bu enzimler hem insanlarda hem de saglikli hayvanlarda izole
edilmislerdir. Yayilmalar1 hem plazmid hem de hareketli genetik elementlere baghdir. CTX-
M enzimleri c¢ogunlukla hastane infeksiyonlarindan izole edilen mikroorganizmalarda
bulunmaktadir, ancak SHV ve TEM enzimlerinden farkli olarak Vibrio cholerae, tifo disi
Salmonella ve Shigella spp. gibi toplumdaki infeksiyon etkenlerinde de bildirilmektedir (2,

6,29, 71).

OXA Grubu

OXA grubu enzimler Ambler grup D’de yer alan ve daha cok P.aeruginosa’da
bulunan GSBL’lerdir. Bu enzimlerin OXA-1’den OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu
enzimlerdirr. TEM ve SHV tiirevlerinde oldugu gibi aminoasit dizilerindeki nokta
mutasyonlar1 sonucu oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu enzimler
haline gelmislerdir (6, 29).

Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 enzimidir ve Tiirkiye’de izole
edilen bir P.aeruginosa susunda bulunmustur. Daha sonra yine diinyada ilk kez OXA-14,
OXA-15, OXA-16, OXA-17 beta laktamazlar1 Tiirkiye’de izole edilen P.aeruginosa
suslarinda tanimlanmustir (6, 29). Bu enzim genlerinin ¢ogunlugu plazmid, transpozon veya

integron kontroliindedir. OXA enzimleri icinde OXA-20, OXA-23, OXA-24 gibi yeni
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tanimlanan enzimler karbapenemaz aktivitesi gostermektedir, bunlar GSBL degildir (6, 29,

71, 76).

Inhibitérlere Direncli Beta Laktamazlar

Beta laktamaz inhibitorleri klinikte kullanilmaya baglandiktan sonra 1997 yilindan
itibaren baz1 amoksisilin-klavulonik aside diren¢li E.coli’ler bildirilmeye baslanmistir.
Inhibitorlere direncli olan beta laktamazlarm iiciincii kusak sefalosporinleri hidrolize
edememelerine karsin TEM ve SHV tiirii enzimlerden koken aldiklari i¢in GSBL’lerle
birlikte ele alinmaktadirlar. Giiniimiizde inhibitorlere direngli enzimlerin (IRT) sayis1 22
civarindadir. IRT’ler en sik olarak E.coli de bulunmakla birlikte K.pneumoniae, K.oxytoca,

Proteus mirabilis ve Citrobacter freundii’de de bildirilmektedir (6, 12, 29, 77).

Diger GSBL’ler

Son yillarda genislemis spektrumlu enzimlerden olup TEM, SHV, OXA veya CTX-
M beta laktamazlardan koken almamis bazi enzimler bildirilmeye baslanmistir. Bu
enzimlerden biri PER-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez Fransa’da bir Tiirk hastadan izole edilen
Pseudomonas aeruginosa susunda bulunmus, kromozomal bir enzim olarak bildirilmistir.
Kisa bir siire sonra Tiirkiye’de 14 P.aeruginosa susunda bulunan GSBL’ nin PER-1 oldugu
belirlenmis ve ilk kez plazmid kontroliinde oldugu gésterilmistir. Daha sonra Istanbul’da
Salmonella spp’lerde de gosterilmistir. PER-1 enzimi iceren P.aeruginosa’nin en belirgin
ozellikleri, izolatlarin seftazidime cok direngli olmasina karsin piperasilin i¢in daha diisiik bir

diren¢ gostermesidir. Bu enzimler klavulonik asit ve tazobaktama duyarlidir. VEB-1 enzimi
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ilk kez Vietnam’da bir E.coli susundan daha sonra Tayland’da bir P.aeruginosa susundan
elde edilmistir(6, 29). CME-1 enzimi bir Chryseobacterium meningosepticum susundan,
TLA-1 bir E.coli susundan elde edilmistir. PER-1, PER-2, VEB-1, CME-1, TLA-1 enzimleri
%50 homoloji gostermektedir ve oksiimino-sefalosporinlere o6zellikle seftazidime ve

aztreonama etkilidirler (6, 13, 29, 80).

GSBL’lerin Tam Yontemleri

GSBL iireten etkenlerle infekte hastalara genis spektrumlu beta laktam ajanlarin
uygulanmasi genel olarak tedavi basarisizligiyla sonuglanmaktadir. Bu nedenle klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin bu tip enzimleri saptamak i¢in gelistirilmis standart tarama
ve dogrulama testlerini uygulamasi ve sonuglar1 dogru yorumlamas: gerekmektedir (2).

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI=eski NCCLS), GSBL iireten suslarin
rutin antibiyotik duyarhlik testlerinde sefalosporinlere duyarli goriinseler bile biitiin
sefalosporinler, penisilinler ve aztreonama direngli olarak bildirilmesini 6nermektedir. Yanlis
GSBL pozitif bildirimler, giiniimiizde en etkili ve en ©nemli tedavi secenedi olan
karbapenemlere karsi diren¢ gelisimine, maliyet artisina, ayni zamanda yanlis negatif
bildirimler ise tedavi basarisizli§ina yol agacaktir (14, 31).

GSBL’si bulunan ve bulunmayan bakterilerle gelisen infeksiyonlar mortalite,
morbidite ve saglik giderleri acisindan karsilastirildiginda, ilk tedavi olarak karbepenemlerin
kullanildigr hastalar hari¢c GSBL iireten suslarla gelisen infeksiyonlarda mortalitenin daha
yiiksek, yatis siiresinin daha uzun ve saglik giderlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir

(71).
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Rutin laboratuvarlar ic¢in tamimlanmis GSBL saptama yontemleri, tarama ve
dogrulama testleri olarak iki kisimda incelenebilir. Bunlar disinda GSBL tiplerinin
belirlenmesi icin arastirma laboratuvarlarinda uygulanan tanimlama yontemleri de

bulunmaktadir (45, 71).

GSBL Tarama Testleri

CLSI, E.coli, K.pneumoniae, K.oxytoca izolatlarinda GSBL {iretiminin taranmas1 ve
dogrulanmas: i¢in standartlar gelistirmistir. CLSI Onerilerine gore; disk difiizyon veya
diliisyon yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime
karsi duyarlilifin azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama testleri uygulanmalidir.
Inhibisyon zonlarmin daraldifi veya MIK degerlerinin yiikseldigi durumlarda dogrulama
testleri yapilmaktadir. GSBL tarama testinde antibiyotik zon caplart ve minimum inhibitor

konsantrasyonlari tablo-1II’te sunulmustur (14).

Tablo-III: GSBL tarama testleri (14)

Antibiyotik Inhibisyon zonu(mm) MIK (ug/ml)
Sefotaksim <27 >2
Seftriakson <25 >2
Seftazidim <22 >2

Sefpodoksim <17 >2
Aztreonam <27 >2
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GSBL Dogrulama Testleri

Fenotipik dogrulama testleri klavulonik asit ve indikator sefalosporin ve/veya
monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testler,
GSBL’leri beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen Amp-C tipi enzimlerden ayirt
etmektedir.

Dogrulama amaciyla degisik yontemler tanimlanmistir. Bunlar; klavulonik asit iceren
kombinasyon disklerinin kullanimi, ¢ift disk sinerji yontemi, ii¢ boyutlu yontem, inhibitorle
giiclendirilmis disk difiizyon testi, minimum inhibit6r konsantrasyon’unun (MiK) saptandig:

diliisyon yontemleri, E-test stripleri ile MiK’ in saptanmasi gibi yontemlerdir (6, 14, 71).

Klavulonik asit iceren kombinasyon disklerinin kullanima:

Klavulonik asit iceren diskler ticari olarak bulunmakta ya da CLSI o6nerilerine gore
laboratuvarda hazirlanabilmektedir. Bu amacla klavulonik asit iceren ve icermeyen
seftazidim ve sefotaksim diskleri kullanmilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki zon,
klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla >5 mm daha genisse, izolat GSBL

tiretimi acisindan pozitif kabul edilir (14,23, 71).

Cift disk sinerji yontemi:

Bu yontemde test edilecek izolat agar disk difiizyon kurallaria gore agar yiizeyine
yayilir. Plagin ortasina bir amoksisilin klavulonik asit(tAMC) diski ile etrafina disk
merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm olacak sekilde seftazidim, seftriakson, sefotaksim,

aztreonam veya sefpodoksim diskleri yerlestirilir. Inkiibasyondan sonra sefalosporin veya
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aztreonam etrafindaki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada
bakteri tiremeyen bir sinerji alaninin bulunmasi, GSBL varligin1 gosterir (6, 36, 71).
Kromozomal ve indiiklenebilir Amp-C enzimi iireten tiirlerde, dogrulama testleri ile
ilgili giicliikler bulunmaktadir (58, 78). Klavulonik asit Amp-C tipi beta laktamazlar
indiikledigi icin, klavulonik asit yanindaki beta laktamazin etkinligini arttirmak yerine
azaltmaktadir. Bu durumda GSBL varligina bagimli sinerji ortadan kalkmaktadir. Sulbaktam
ve tazobaktam gibi siilfonlarla indiiksiyon olmadigi icin, Amp-C {ireten tiirlerde klavulonik
asit yerine bu ajanlar kullanilabilir. Sefepim, ii¢iincii kusak sefalosporinlere kiyasla Amp-C
tipi beta laktamazlardan minimal diizeyde etkilendigi i¢in bu tip enzimleri iireten suslarda
GSBL saptanmasinda daha giivenlidir. Yine Amp-C tipi beta laktamaz iireten suslarda

sefoksitine direng goriilmesi GSBL ayriminda kullanilabilecek bir parametredir (78).

Sulandirim yontemleri:

GSBL iiretiminin belirlenmesi amaciyla, beta laktamaz inhibitorleri varliginda
sefalosporin direng diizeylerindeki azalmanin gosterilmesi i¢in ayrica standart mikrodiliisyon
yontemi de kullamilabilir. Bu durumda sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek
baslarina, hem de klavulonik asit (4ug/ml) varliginda saptanir. Klavulonik asit varliginda

MIK degerlerinde >3log , (8 kat) azalma, GSBL gostergesi olarak kabul edilir (6, 14, 71).

GSBL E-test stripleri
Klavulonik asit varlhiginda MiK degerlerinde azalmay1 gosteren diger bir yontem de

GSBL E-test stripleridir. Stripler bir ucunda seftazidim, diger ucunda seftazidim ve
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klavulonik  asit  icerecek  sekilde  hazirlanmistir. Seftazidim/sefotaksim  ve
seftazidim/sefotaksim-klavulonik asit MIK degerleri birbiriyle oranlandiginda MIiK

degerinde sekiz kat azalma olmas1 GSBL varligin1 gosterir (6, 71).

Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemler enzimlerin tanimlanmasinda arastirma amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla, DNA problari, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
oligotiplendirme, ligaz zincir reaksiyonu (LCR), izoelektrik odaklama ve niikleik asit dizi
analizi gibi yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu ydntemlerin ¢ogunda sadece enzim ailesi
gosterilebilmektedir. Enzimin kesin olarak tanimlanmasi bu konuda altin standart yontem
olarak kabul edilen niikleik asit dizi analizi ile miimkiin olmaktadir. Bu yontemle farkli

enzim tipleri ve mutasyonlar saptanabilmektedir (6, 71).

GSBL’lerin Epidemiyolojik Ozellikleri

GSBL enzimleri tiim diinyada hastane infeksiyonlarinda 6nemli bir problem haline
gelmistir ve ayaktan tedavi edilen hastalarda da goriilme siklig1 artmaya baslanmistir. GSBL
prevalansi ozellikle genislemis spektrumlu sefalosporinlerin klinik tedaviye girme zamani ve
yaygin kullanimu ile iligkili oldugu i¢in GSBL iireten sus sayisi iilkeden iilkeye, sehirden
sehire, hastaneden hastaneye hatta ayn1 hastanedeki servisler arasinda degismektedir (53, 56,
71).

GSBL iireten bakteri ilk olarak 1983 yilinda Almanya’dan, ilk hastane kaynakli

salgin da 1985 yilinda Fransa’dan bildirilmistir. Daha sonra Amerika Birlesik
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Devletleri’'nden ve tiim diinyadan GSBL iireten suslarla olusan infeksiyonlar ve salginlar
rapor edilmistir (6).

GSBL Enterobacteriaceae lyelerinin bir ¢ogunda goriilse de en sik K.pneumoniae,
Klebsiella oxytoca ve E.coli’ de saptanir (6, 56, 71)

Klebsiella tiirleri kapsiilleri olmas1 nedeniyle kuruluga daha direnclidirler, cilt ve
esyalar iizerinde uzun siire kalarak capraz infeksiyonlara neden olabilirler. Bu bakteriler
arasinda degisik yollarla veya GSBL kodlayan plazmidler araciligiyla farkli suslar arasinda
direng genleri transfer edilerek yayilabilir (20).

GSBL tasiyan plazmidler 100 kb veya daha biiylik plazmidlerdir. GSBL genleri
tasiyan genler aym1 zamanda aminoglikozid, kloramfenikol, tetrasiklin ve siilfonamid direng
genlerini de tagiyabilir. Birgok merkezde bu plazmidlerin veya klonun yayilmasi ile olusan
GSBL salginlar bildirilmistir. Bazen bu yayilma o kadar yogun olabilir ki hastanede yatan
hastalarin iicte biri GSBL iireten suslarla infekte veya kolonize olurlar. Salginlar sirasinda
GSBL iireten suglar hastalarin alt gastrointestinal sisteminde yogun bir sekilde kolonize olur
ve hastalar arasinda saglik personelinin elleri ile nakledilirler. Bazi salginlar ise termometre
ve ultrason jeli gibi tibbi araglar ve gerecler aracilifiyla olmaktadir. GSBL diger beta
laktamazlar ile de birlikte bulunabilir (22, 71).

GSBL iireten mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarda bagimsiz risk faktorlerini
belirlemek i¢in bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. En sik belirlenmis olan risk faktorleri uzun siireli
hastanede kalma, yogun bakim {initesinde yatma veya daha dnceden de hastanede kalma,

yabanci materyal ve invaziv girisimler, ileri yas, malignite, diyabet, kalp hastalig1 gibi kronik
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hastaliklar ve uzun siireli antibiyotik ve dzellikle tigiincii kusak sefalosporin kullantmidir (15,

56, 71).

GSBL Ureten Bakterilerle Meydana Gelen infeksiyonlarda Tedavi Yaklasimm

GSBL direnci sonucu beta laktam antibiyotiklerin hidrolize edilmesi, GSBL pozitif
mikroorganizmalarda ek olarak aminoglikozid, trimetoprim sulfametoksazol ve kinolonlara
kars1 goriilen direng de antibiyotik se¢imini kisitlamaktadir. Kisitlayici bir diger faktor ise

mikroorganizmlarin GSBL ile birlikte farkli diren¢ mekanizmalarina da sahip olmasidir (2).

Uciincii kusak sefalosporinler

Uciincii kusak sefalosporinler (seftazidim, sefotaksim, seftriakson) GSBL pozitif
mikroorganizmalara karsi etkili degildir. GSBL pozitif mikroorganizmalar antibiyotik
duyarlilik testinde sefalosporinlere duyarli olsa bile, bu mikroorganizmalarin neden oldugu

infeksiyonlarda tigiincii kusak sefalosporinler kullanilmamalidir (52, 71).

Dordiincii kusak sefalosporinler

Sefepim o6zellikle SHV tiirii bir cok GSBL’ye in vitro etkilidir. Bununla birlikte
bakteri inokulumunun arttirtlmast ile sefepim duyarliliginda azalma goriilebilir. GSBL
pozitif mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarda sefepim kullanimi sonucu tedavi
basarisizligi veya GSBL porzitif suslarin  seleksiyonu goriilebilir.  GSBL  pozitif

mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarda kullanilmasi 6nerilmemektedir (2, 52, 71, 80)
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Sefamisinler

Sefoksitin ve sefotetan diger sefalosporinlere gore GSBL’ lerden daha az etkilenirler
ve in vitro olarak bu antibiyotiklere duyarlidirlar. Bununla birlikte GSBL pozitif
mikroorganizmalarla olusan ciddi infeksiyonlarda tedavi sirasinda porin mutasyonuna bagh
hizla diren¢ gelismesi nedeniyle tedavi basarisizlign goriilebilir. Ulkemizde yakin zamana

kadar kullanimda olan sefoksitin artik kullanimda degildir (2, 52, 71).

Beta laktam/beta laktamaz inhibitorleri

GSBL’ler genellikle, klavulonik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile inhibe olurlar. In
vitro ve in vivo yapilan calismalarda beta laktam/beta laktamaz inhibitorlerinin GSBL pozitif
mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Mikroorganizmalarda yiiksek oranda
yapilan beta laktamaz enzimi, diger beta laktamazlarin 6zellikle inhibitor direngli beta
laktamazlarin yapilmasi veya porin defekti olmasi gibi durumlarda etkisiz kalabilirler. AmpC
indiiklenebilir beta laktamazlara beta laktamaz inhibitorleri etkili degildir. Klavulonik asit
beta laktamaz indiiksiyonuna neden olabilir. Ciddi sistemik infeksiyonlarda beta laktam/beta
laktamaz inhibitor kombinasyonlarinin aminoglikozidlerle birlikte kullanilmasi tedavi

basarisini arttirabilir (2, 52, 71).

Aminoglikozidler
Aminoglikozidler GSBL pozitif mikroorganizmalarla olusabilen infeksiyonlarin

tedavisinde kullanilabilirler. Bununla birlikte GSBL tasiyan plazmidler aminoglikozid direnc
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genlerini de tasiyabilirler. GSBL pozitif suslar siklikla aminoglikozidlere de direnclidirler

(52,71).

Kinolonlar

Kinolonlar, GSBL pozitif mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilecek antibiyotiklerdir. Bununla birlikte GSBL direnci ve kinolon direncinin
birlikte goriilme siklig1 artmaktadir. GSBL pozitif suslarda %10-40 arasinda degisen kinolon

direncinin goriilmesi, kinolonlarin kullanimini kisitlamaktadir (52, 71).

Karbapenemler
Imipenem ve meropenem GSBL pozitif mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarin

tedavisinde ilk secenek antibiyotiklerdir. Tedavide tek basina kullanilabilirler (52, 71).

GSBL Direncinin Simirlandirilmasi

GSBL iireten bakterilerin olusturdugu infeksiyonlarin kontrol altina alinmasi icin
siirveyans programlarinin uygulanmasi, antibiyotik kullanimiin denetlenmesi ve direngli
suslarin hastalar arasinda yayilmasinin engellenmesi gerekmektedir (2, 6, 40).

Siirveyans

Siirveyans programlart antimikrobiyal duyarlilik oranlarini, ¢esitli mikroorganizma
topluluklarinda direncin artisini, aktarilmasini ve direng¢ genlerinin ekspresyonunu gézlemek
icin uygulanirlar. Yapilan ¢alismalar, iilkemizde GSBL iiretiminin Avrupa iilkeleri arasinda

en yiiksek diizeylere ulastigin1 gostermektedir. Bu yiiksek diizeydeki direng sorunun kontrol
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edilebilmesi i¢in saglik kurumlar1 kendi imkanlarinin izin verdigi o6lciide teknik alt yapi
olusturmak zorundadir. Saglik kurumlarn kendilerine en uygun GSBL saptama yontemini

uygulamalidir (71).

Antibiyotik Kullaniminin Kontrolii

Uygun olmayan dozlarda ve kisa siireli ya da aralikli antibiyotik kullanimi direngli
mikroorganizmalarin artmasina neden olmaktadir. Direngli mikroorganizmalarla olusan
infeksiyonlarin mortalitesi yiiksektir ve hastanede yatis siiresini uzatarak tedavi maliyetinin
de yiikselmesine yol agarlar. Yapilan caligsmalarda genis spektrumlu sefalosporinlerin
ozellikle seftazidimin yaygin kullanimi direncli suslarin seleksiyonuna ve GSBL yayilimina
neden olmaktadir. Ampirik antibiyotik tedavilerinde iiciincii kugsak sefalosporinlerin
kullaniminin kisitlanmasinin  GSBL  iireten mikroorganizma sayisinda azalmaya neden
oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir. Ancak seftazidim kullamminin kisitlandig
durumlarda tazobaktam/piperasilin gibi beta laktam/beta laktamaz kombinasyonlar1 ve
GSBL iireten mikroorganizmalarda ilk secenek olan karbapenemlere kars1 diren¢ oranlarinin
artabilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle antibiyotik kullanim politikalar
degistirilmeden 6nce iyice diisiiniilmeli ve etkileri dikkatlice hesaplanmalidir (2, 71)

izolasyon Onlemleri

[zolasyon ve bariyer onlemleri GSBL iireten mikroorganizmalarin yayilmasini
sinirlamada ve salginlarin kontroliinde 6nemli yer isgal etmektedir.
Amerika Hastaliklar1 Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) GSBL iireten bakterilerinde icinde

bulundugu ¢oklu direngli mikroorganizmalar icin bu konuda 6nerilerde bulunmustur (71).
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GSBL iireten mikroorganizmalarla infekte veya kolonize hastalar icin temas
kontrol onlemleri (71)

1-Kayit sistemi

Hastaya ait tibbi kayitlara ve yatak basi kartlarina GSBL uyaris1 eklenmelidir.

2-Egitim

Hastalarin, hastane personelinin ve ziyaretgilerin, korunma 6nlemleri ve uygulamalari
konusunda egitilmeleri gerekmektedir.

3-Temas Onlemleri

GSBL iireten suslarla infekte hastalarla miimkiinse diger hastalarla ilgilenildikten
sonra ilgilenilmelidir.

Hastayla temastan once ve sonra eller dezenfektan ile temizlenmelidir.

Hastaya dokunurken veya ilgilenirken koruyucu 6nliik ve eldiven kullanilmalidir.

Imha edilmeden 6nce tiim klinik materyal ayr1 bir bolmede muhafaza edilmelidir.

Eller yikanmadan, koruyucu giysiler degistirilmeden hastadan hastaya gecis
yapilmamalidir.

Eger miimkiinse GSBL iireten mikroorganizmalarla infekte ve kolonize hastalar icin
ayr1 tibbi cihazlar kullamilmalidir veya diger hastalar i¢in kullanmadan once dezenfekte
edilmelidir.

4-Diger boliimlere ve hastanelere nakil durumlarinda yapilmasi gerekenler

Miimkiin oldugunca hasta nakilleri ve hareketleri onlenilmelidir. Nakil gerekliyse
hastay1r kabul edecek boliim ¢apraz kontaminasyonu en aza indirmek amaciyla gerekli

onlemleri almasi icin uyarilmalidir. Eger miimkiinse hasta en kisa siirede taburcu edilmelidir.
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5-Hastanin yerlesimi
Eger sartlar uygunsa hasta tek kisilik odaya yerlestirilmelidir yada aym

mikroorganizma ile meydana gelen aktif infeksiyonlu hastalar ayn odaya yerlestirilmelidir.
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GEREC VE YONTEM

GERECLER

1-Kullanilan antibiyotikler

Disk difiizyon testlerinde kullanilanlar

Aztreonam (ATM)-30ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Seftazidim (CAZ)-30 pg (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim (CTX)-30 pug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Seftriakson (CRO)-30 pug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefepim (FEP)-30 pg (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefoksitin (FOX)-30 pg (Oxoid, Ingiltere)
Amoksisilin/klavulonat (AMC)-10/20ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Diliisyon testlerinde kullanilanlar

Seftazidim (CAZ)-(GlaxoSmithKline, ingiltere)
Sefotaksim (CTX)-(Eczacibasi, Tiirkiye)

Klavulonik asit (CA)-(Deva, Tiirkiye)

2-Besiyerleri

Eosin Metilen Blue Agar (EMB) (Biolab, Macaristan)
Mueller-Hinton Agar (Biolab, Macaristan)
Mueller-Hinton Broth-II (Lab M, Birlesik Krallik)

TSI (Three Sugar Iron) Agar (Biolab, Macaristan)
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Simmon’s Sitrat Agar (Biolab, Macaristan)
Triptofan siv1 besiyeri (Biolab, Macaristan)
Ure agar (Biolab, Macaristan)

Mio besiyeri (Difco, Fransa)

3-Kitler

API 20E (Biomerieux, Fransa)

4-Cihazlar

Otoklav (Hirayama, Japonya)

Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)

Derin dondurucu (Sanyo, Japonya)
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YONTEM

Bakterilerin Secilmesi ve Tamimlanmasi

Bu c¢alismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda, ayaktan ve yatarak tedavi olan hastalara ait ¢esitli klinik 6rneklerden elde
edilen 386 adet Enterobacteriaceae susu incelenmeye alinmistir.

Calismaya alinan Enterobacteriaceae suslar1 TSI agar, iire agar, Mio, indol ve sitrat
besiyerlerindeki reaksiyonlarina gore tamimlanmistir (30). Yine gerekli olan durumlarda API

20E (Biomereux, France) otomatik tanimlama kiti kullanilmustir.

GSBL Saptamak icin Tarama Testi

Secilen Enterobacteriaceae suslarinda CLSI M100-S16 (2006) onerilerine uygun
olarak genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) varliginin arastirilmasi i¢in tarama testi
yapilmistir.

Calismaya alinan sugslarin 0.5 Mc Farland eseline uygun olarak serum fizyolojik
icinde siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyon Mueller Hinton Agar yiizeyine
yayllmistir. Agar ylizeyine seftriakson (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftazidim (30 pg) ve
aztreonam (30 ug) diskleri yerlestirilmistir. Plaklar 18-24 saat 35 °C’de inkiibe edildikten
sonra antibiyotiklere ait inhibisyon zon c¢aplar1 Olgiilmiistiir. CLSI Onerilerine gore
inhibisyon zon ¢apinin seftriakson i¢in <25 mm, sefotaksim ve aztreonam i¢in <27 mm,

seftazidim i¢in <22 mm olmasi durumunda tarama testi olumlu olarak kabul edilmistir (14).
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Antibiyotiklerinden herhangi birine karst duyarliliginin azaldigi saptanan 100 adet bakteri

susu dogrulama testlerinin yapilmasi amaciyla ¢calismaya alinmisgtir.

GSBL Saptanmasinda Kullamilan Dogrulama Testleri

CLSI tarama testi Onerilerine gore segilen 100 bakteri susuna asagidaki dogrulama
yontemleri uygulanmistir (Sekil-1).

1-Cift disk sinerji testi

2- Ug boyutlu yontem

3- Spot(nokta) inokulasyon testi

4-Inhibitor ile giiclendirilmis disk difiizyon testi

5-Sefotaksim/klavulonik asit ve seftazidim/klavulonik asit kombine disk difiizyon
testi

6-Mikrodiliisyon yontemi

1-Cift disk sinerji testi:

CLSI o6nerilerine gore disk difiizyon yonteminin standartlarina uygun olarak 0.5 Mc
Farland eseline gore bulanikli§i ayarlanan bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agari
ylizeyine yayildiktan sonra merkeze amoksisilin-klavulonik asit (10+20ug) diski
yerlestirilerek, ¢evreye merkezden uzakligi 30 mm olacak sekilde seftazidim(30ug),
sefotaksim (30 pg), seftriakson (30ug), sefepim (30ug) ve aztreonam (30ug) diskleri
yerlestirilmigtir. Plaklar 18-24 saat 35°C’de inkiibe edilmistir. Antibiyotiklere ait inhibisyon

zonlarinin inhibitor diskine dogru genislemeleri veya iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri
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iireyen alanda iiremenin olmadigr bir bolgenin goriilmesi GSBL olumlulugu olarak
yorumlanmistir (Sekil 2-5) (36, 57).

Antibiyotik diskleri etrafindaki inhibisyon zon capimin azaldigi ve sifir oldugu
durumlarda diskler merkezden 25 mm, 20 mm ve 15 mm uzakliga yerlestirilmis ve test
tekrarlanmustir. Indiiklenebilir AmpC beta laktamaz ayriminin yapilabilmesi amaciyla
antibiyotik duyarlilik testine sefoksitin (30 ug) diski eklenmistir. Sefoksitine direngli suglarin

kromozomal AmpC beta laktamaz iirettigi diisiiniilmiistiir (56, 71, 78).

2-U¢ boyutlu yontem:

Bu yontemde GSBL varligini saptamak i¢in seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg),
seftriakson (30 pg), sefepim (30 ug) ve aztreonam (30 ug) antibiyotik diskleri kullanilmistir.
Escherichia coli ATCC 25922 susundan 0.5 Mc Farland eseline gore bulanikligi ayarlanan
bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agar yiizeyine yayilmistir. Agarin merkezine test
edilecek antibiyotik disklerinden bir tanesi yerlestirilmistir. Antibiyotik diskinden 5 mm
uzaktan baslayarak steril bir bisturi ile dis tarafa dogru besiyeri ¢izgi seklinde kesilmistir.
Test edilecek izolatin sekiz-on kolonisi steril 6ze yardimi ile toplanmis ve daha sonra 6ze ile
kesilen ¢izginin i¢ine batirilip diskten disariya dogru ekim yapilmistir. On sekiz-yirmi dort
saat 35°C’de inkiibasyondan sonra inhibisyon zonunda diizensizlik goriilmesi GSBL

olumlulugu olarak degerlendirilmistir (Sekil 6-7) (64).
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3-Nokta (Spot) inokulasyon testi:

Escherichia coli ATCC 25922 susundan 0.5 Mc Farland eseline gore hazirlanan
bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agar yiizeyine yayilmistir. Agarin merkezine test
edilecek antibiyotik (seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftriakson (30 pug), sefepim (30
pg) ve aztreonam (30 pg)) disklerinden bir tanesi yerlestirilmistir ve test biitiin antibiyotikler
icin ayn plaklarda tekrarlanmistir. Test edilecek izolatin bes-alti kolonisi steril 6ze ile
toplanarak antibiyotik diskinden 7-8 mm uzaga nokta seklinde ekilmistir. Bir gece 35°C’de
inkiibasyondan sonra antibiyotik inhibisyon zonunda diizensizlik goriilmesi GSBL

olumlulugu olarak degerlendirilmistir (Sekil 8-9) (64).

4-inhibitor ile giiclendirilmis disk difiizyon testi:

Genislemis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin klavulonik asit ile sinerji gosterip
gostermediklerinin belirlenmesi amaciyla deney uygulanmistir. Standart disk difiizyon
yontemi igin kullanilacak Mueller Hinton agar icine 4 pg/ml klavulonik asit eklenmistir.
Klavulonik asit, Mueller Hinton agar 50°C’ye sogutulduktan sonra eklenmistir ve birka¢ giin
icinde hazirlanan besiyeri kullanmilmistir. Seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftriakson
(30 pg), sefepim (30 ug) ve aztreonam (30 ug) diskleri, klavulonik asit igeren ve igermeyen
Mueller Hinton agara, 0.5 Mc Farland eseline gore ayarlanmis bakteri siispansiyonlari
yayildiktan sonra yerlestirilmistir. Plaklar bir gece 35°C’de inkube edildikten sonra
antibiyotik inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢iilmiistiir. Antibiyotiklerin herhangi birinde, klavulonik

asit icermeyen Mueller Hinton agarda saptanan zon capina gore, klavulonik asit iceren
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Mueller Hinton agardaki zon ¢apinda 10 mm ve iistii artis meydana gelmesi durumunda

bakteride GSBL iiretiminin olumlu oldugu kabul edilmistir (Sekil 10-11) (32).

S-Sefotaksim/klavulonik asit ve seftazidim/klavulonik asit kombine disk
difiizyon testi:

Testte ticari olarak bulanan sefotaksim/klavulonik asit (30ug/10ug) ve
seftazidim/klavulonik asit (30pug/10pug) kombine diskleri kullanilmistir. 0.5 Mc Farland
eseline uygun olarak hazirlanan bakteri siispansiyonu yayilan Mueller Hinton agar plaklarina
klavulonik asit iceren ve igcermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirilmistir. Bir
gece 35°C’de inkiibasyondan sonra klavulonik asit iceren ve icermeyen disklerin etrafindaki
inhibisyon zonlan 6lciilerek karsilastirilmistir. Kombinasyon diskleri etrafindaki inhibisyon
zonu, klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki inhibisyon zonuna kiyasla 5 mm veya daha

genisse, izolat GSBL iiretimi agisindan olumlu kabul edilmistir (Sekil 12-13) (14).

6-Mikrodiliisyon yontemi:

GSBL iiretiminin belirlenmesi amaciyla, beta laktamaz inhibitorleri varliginda
sefalosporin direng diizeylerindeki azalmanin gosterilmesi i¢in ayrica standart mikrodiliisyon
yontemi de kullamilmaktadir. Bu yontemde sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek
baglarina kullanilarak hem de 4 pg/ml klavulonik asit varhi§inda saptanmustir.
Antibiyotiklerin MIK degerleri katyon eklenmis Mueller Hinton sivi besiyerinde test
edilmistir. U tabanli mikrodiliisyon plaklarina ilk kuyucuklar (en soldaki sira) disindaki her

kuyucuga otomatik pipet ile 100 pul Mueller Hinton s1vi besiyeri eklenmistir. Daha sonra ilk
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kuyucuklara 100 pl antibiyotik soliisyonu eklenmistir. Ikinci kuyucuga 100 ul antibiyotik
soliisyonu eklenmis ve karigtirildiktan sonra alinan 100 pl siv1 iigiincii kuyucuga eklenmistir.
Boylece test edilecek antibiyotigin cift kat seri diliisyonlart elde edilmistir. Test edilecek
bakteri siispansiyonu Mueller Hinton sivi besiyerinde 0.5 Mc Farland eseline gore
ayarlandiktan sonra 100 kez sulandirilmistir. Son asamada negatif kontrol kuyucugu harig
olmak {iizere tiim kuyucuklara elde edilen bakteri siispansiyonu eklenmistir. Boylece her
kuyucuktaki inokulum miktar1 yaklasik 5x10° cfu/ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Mikroplaklar iistleri kapatilarak bir gece 35°C’de inkiibe edilmistir. inkubasyon siiresi
sonunda kuyucuklardaki bulamklik c¢iplak gozle degerlendirilmistir. Bulamkligin
gozlenmedigi son kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu o sus icin MIK degeri olarak
kaydedilmistir. Klavulonik asit varhginda MiK degerlerinde 3 log » (8 kat) veya daha fazla

azalma, GSBL gostergesi olarak kabul edilmistir (14, 21).

Istatiksel analiz
Bu c¢alismada, CLSI tarafindan Onerilen kombine disk difiizyon testi standart
fenotipik dogrulama testi olarak alinarak duyarlilik, 6zgiillik, pozitif prediktif ve negatif

prediktif deger hesaplamalar1 SPSS 10 programinda yapilmaistir.
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386 ADET
ENTEROBACTERIACEAE

v

GSBL TARAMA

TESTI
“ 286 SUS /

NEGATIF

100 SUS
POZITIF

!

FENOTIPIiK
DOGRULAMA
TESTI

ﬁ

1-KOMBINE DiSK DiFUZYON
TESTI

2-CiFT DiSK SiNERJi TESTi
3-UC BOYUTLU TEST

4-SPOT iNOKULASYON TESTI
5-INHIBITORLE
GUCLENDIRILMI$ DiSK
DIiFUZYON TESTI
6-MiKRODILUSYON TESTi

Sekil 1: Calismaya alinan Enterobacteriaceae suslarina uygulanan testler
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Sekil 2:Cift disk sinerji testi Sekil 3:Cift disk sinerji testi

(GSBL pozitif) (GSBL pozitif)

Sekil 4:Cift disk sinerji testi Sekil 5:Cift disk sinerji testi

(GSBL pozitif) (GSBL negatif)



37-

Sekil 6:Uc boyutlu test Sekil 7: Uc boyutlu test

(GSBL negatif) (GSBL pozitif)

Sekil 8: Spot inokulasyon testi Sekil 9: Spot inokulasyon testi

(GSBL negatif) (GSBL pozitif)
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Sekil 10: inhibitorle giiclendirilmis disk difiizyon Sekil 11: inhibitorle giiclendirilmis disk
testi-Klavulonik asit icermeyen besiyeri difiizyon testi-Klavulonik asit iceren besiyeri

(GSBL pozitif) (GSBL pozitif)

Sekil 12:Kombine disk difiizyon testi Sekil 13:Kombine disk difiizyon testi

(GSBL negatif) (GSBL pozitif)
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BULGULAR

Calismaya alinan Enterobacteriaceae (n=386) suslarimin %74.1°’1 Escherichia coli,
%12.2’si Klebsiella pneumoniae, %2.8’1 Klebsiella oxytoca, % 2.3’1 Serratia marcescens,
%1.8’1 Enterobacter aerogenes, %1.8’1 Enterobacter cloacae, %1.3’li Proteus vulgaris,
%1°1 Proteus mirabilis, %0.7’si Morganella morganii, %0.6’s1 Citrobacter freundii, %0.3’1
Serratia rubidaea, %0.3’1 Citrobacter youngae, %0.3’i Enterobacter sakazakii, %0.3’1
Serratia liquefaciens ve %0.3’1 Klebsiella terrigena olarak tanimlanmustir.

Incelenen bakterilerin 79.8°i idrar, %5.2’si yara, %5’i kan, %4.2’si balgam, %2.3’ii
katater, % 0.8’1 pii, %1’1 periton, %0.2’si beyin omurilik sivisi, %0.2’si safra sivist ve
9%0.2’si doku biyopsi kiiltiirlerinden izole edilmistir. Bakterilerin klinik 6rneklere ve tiirlere
gore dagilimi tablo IV’de sunulmustur.

CLSI onerilerine gore yapilan genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) tarama
testine gore secilen 100 susa c¢ift disk sinerji, iic boyutlu yontem, spot inokulasyon, inhibitor
ile giiclendirilmis disk difiizyon, sefotaksim/klavulonik asit ve seftazidim/klavulonik asit
kombine disk difiizyon ve mikrodiliisyon fenotipik dogrulama testleri uygulanmistir.
Fenotipik dogrulama testine alinacak GSBL iiretimi siipheli bulunan suslarin %69’u E.coli,
%18’1 K.pneumoniae, %3’i K.oxytoca, %3’ E.cloacae, %1’1 E.sakazakii, %1’1 C.youngae,
%1’'t C.freundii, %1’1 M.morganii, %1’1 S.marcescens, %1’i S.liquefaciens ve %1’i
Klebsiella terrigena idi. Tarama testi sonuclarina gére GSBL iiretimi agisindan siipheli

bulunan suslarin izole edildikleri kaynaklara gore dagilimi tablo V’de sunulmustur.
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Calismaya alinan 386 adet Enterobacteriaceae susunun %34.4’1 yatarak, %65.6’s1
ayaktan tedavi edilen hastalarin cesitli klinik 6rneklerinden izole edilmistir. GSBL iiretimi
stipheli bulunan 100 adet Enterobacteriaceae susunun % 41’1 ayaktan, %59’u yatarak tedavi

goren hastalardan izole edilmistir.

Tablo IV: GSBL tarama testine alinan Enterobacteriaceae suslarmi klinik 6rneklere
ve tiirlere gore dagilimi

Idrar | Yara | Kan | Balgam | Katater | Pii | Periton | Diger | Toplam/(%)
E.coli 252 10 10 5 4 3 1 1 286 (74.1)
K.pneumoniae | 26 1 5 7 3 1 3 1 47 (12.2)
K.oxytoca 7 - - 2 1 1 - - 11 (2.8)
S.marcescens 1 4 2 1 - - - 1 9(2.3)
E.cloacae 4 2 - 1 - - - - 7 (1.8)
E.aerogenes 6 1 - - - - - - 7 (1.8)
P.vulgaris 3 - - - 1 1 - - 5(1.3)
P.mirabilis 4 - - - - - - - 4 (1)
M.morganii 3 - - - - - - - 3(0.7)
Diger 4 - 2 - - 1 - - 7(2)
Toplam/(%) | 310 18 19 16 9 7 4 3 386
80.4)| 46)] 5 | 42) | 23) |18 | (1) | (0.7)

#Diger :C.freundii, C.youngae, E.sakazakii, S.rubidaea, S.liquefaciens, K terrigena
*Diger: Safra sivisi, doku biyopsi, beyin omurilik s1visi
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TabloV: GSBL tarama testi sonuclarina gore GSBL iiretimi acisindan siipheli bulunan
suslarin izole edildikleri kaynaklara gore dagilim

Idrar | Yara | Kan | Balgam | Katater | Pii | Periton | BOS* | Toplam
54 8 1 2 3 1 0 - 69
E.coli

K.pneumoniae 7 - 4 3 1 - 2 1 18
K.oxytoca 1 - - 2 - - - - 3
K. terrigena 1 - - - - - - - 1
E.cloacae 1 1 - 1 - - - - 3
E.sakazakii - - - - - 1 - - 1
C.youngae 1 - - - - - - - 1
C.freundii 1 - - - - - - - 1
M.morganii 1 - - - - - - - 1
S.marcescens - - - 1 - - - _ 1
S.liquefaciens - - 1 - - - - - 1

Toplam 67 9 6 9 4 2 2 1 100

*Beyin omurilik s1visi

Caligmaya aliman 386 susun sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefepim ve

aztreonam duyarliliklarn Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmistir. Test

edilen antibiyotiklerden sefotaksime %19.6,

seftriaksona %17.6,

aztreonama %16,

seftazidime %4.5, sefepime %3.9 oraninda diren¢ saptanmistir. Caligmaya alinan suslarin

tiirlerine gore antibiyotik duyarliliklar tablo VI’da sunulmustur.
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Tablo VI: Calismaya alinan Enterobacteriaceae suslarimin disk difiizyon yontemiyle
saptanan antibiyotik duyarhhk yiizdeleri

Sefotaksim(%) | Seftazidim(%) | Seftriakson(%) Sefepim(%) Aztreonam(%)
Bakteri (n)

R* | I* | S* | R* |I*¥ | S*¥ | R* | I¥ S* | R* | I* | S* | R* | I¥ S*
E.coli(286) 19 |4 |77 |13 |2 (8 |17 |3 80 |14 |2 |84 |15 |4 81
K.pneumoniae(47) | 31 |4 |65 |24 |4 |72 |28 |8 64 |17 |8 |75 |27 |8 65
K.oxytoca (11) 9 0 [91 |0 0 |[100 |9 18 |73 |18 [0 |8 |18 |9 73
S. marcescens (9) | 11 |0 | 89 11 10 |89 11 |0 89 |0 11 | 89 1 10 89
E.cloacae (7) 14 |14 |72 |14 |14 72 |14 |14 |72 |14 |0 |8 |14 |O 86
E. aerogenes (7) 0 0 [100]|0 0 [100 |0 0 100 | O 0 |[100 |0 0 100
P.vulgaris (5) 0 0 |[100]|0 0 [100 |0 0 100 | O 0 |[100 |0 0 100
P.mirabilis (4) 0 0 [100]|0 0 [100 |0 0 100 | O 0 |[100 |0 0 100
M.morganii (3) 0 33167 |0 0 [100 |0 0 100 | O 0 |[100 |0 0 100
C.freundii (2) 50 [0 |50 |50 [0 |50 |50 |O 50 |0 0 [100|50 |0 50
C.youngae (1) 1000 |0 1000 |0 100 | O 0 0 0 | 100|100 |0 0
E.sakazakii (1) 100 (0 |0 1000 |0 0 100 | O 1000 |0 0 100 | O
S.rubidaea (1) 0 0 [100]|0 0 [100 |0 0 100 | O 0 |[100 |0 0 100
S.liquefaciens (1) | 100 [0 | O 1000 |0 100 | O 0 1000 |0 100 | O 0
K.terrigena (1) 1000 |0 1000 |0 100 | O 0 0 0 | 100|100 |0 0
* R-direncli I-orta duyarh S-duyarl
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GSBL saptanmasindan sonra CLSI Onerilerilerine gore antibiyotik duyarliliklar
tekrar degerlendirildiginde sefotaksime %?24.6, seftriaksona %24.4, sefepime %?24.4,

seftazidime %?24.1, aztreonama %?24.4 oraninda direng saptanmistir (Sekil 14).

50

40

direnc yiizde (%)

CTX CAZ CRO FEP ATM

O Kirby Bauer disk difiizyon yontemine gore antibiyotik duyarhliklar:

B GSBL saptanmasindan sonra yeniden degerlendirilen antibiyotik duyarhilik
sonuclari

Sekil 14: Cahsmaya alman 386 Enterobacteriaceae susunun disk difiizyon
yontemiyle saptanan antibiyotik duyarhhklar:

Bu caligsmada fenotipik dogrulama testlerine alinan 100 Enterobacteriaceae susunun
96’sinda (%96) cift disk sinerji, 95’inde (%95) iic boyutlu test, 92’sinde (%92) kombine disk
difiizyon, 91’inde (%91) hem mikrodiliisyon hem de inhibitr ile giiclendirilmis disk

difiizyon ve 90’1inda (%90) spot inokulasyon testiyle GSBL iiretimi saptanmaistir.
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GSBL tarama testi ile secilen 100 Enterobacteriaceae susunda tiirlere gore farkh

yontemlerle GSBL saptanma oranlar tablo VII’de sunulmustur.

TabloVII:GSBL tarama testi ile secilen 100 FEnterobacteriaceae susunda farkh
yontemlerle GSBL saptanma oranlari, n (%)

Kombine | Cift disk Uc Spot Inhibitor ile | Mikrodiliisyon

Bakteri (n) disk sinerji boyutlu | inokulasyon | giiclendirilmis yontemi

difiizyon test disk diflizyon

E.coli (69) 67(97) | 69(100) | 65(94) | 62(90) 67(97) 67(97)

K.pneumoniae(18) | 18(100) | 18(100) | 17(94) 17(94) 18(100) 18(100)

K.oxytoca (3) 1(33) 1(33) | 3(100) 2(66) 1(33) 1(33)
K. terrigena (1) 1(100) | 1(100) | 1(100) 1(100) 1(100) 1(100)

E.cloacae (3) 133) | 133) | 3(100) | 2(66) 1(33) 1(33)
E.sakazakii(1) 1(100) | 1(100) | 1(100) 1(100) 1(100) 1(100)

C.youngae(1) 0(0) 0(0) | 1(100) | 1(100) 0(0) 0(0)

1(100)

C.freundii(1) 1(100) | 1(100) | 1(100) 1(100) 1(100)
M.morganii(1) 0(0) | 1(100) | 1(100) | 1(100) 0(0) 0(0)
S.marcescens(1) | 1(100) | 1(100) | 1(100) | 1(100) 1(100) 1(100)
S.liquefaciens(1) | 1(100) | 1(100) | 1(100) 1(100) 0(0) 0(0)

Toplam(100) 92(92) | 96(96) | 95(95) | 90(90) 91(91) 91(91)
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CLSTI’nin standart fenotipik dogrulama testi olarak onerdigi kombine disk difiizyon
testi ile olumlu bulunan suslarin GSBL iirettigi kabul edilmistir. Bu teste gore caligmaya
alman 386 Enterobacteriaceae susunun %?23.8’inde GSBL iiretimi saptanmistir E.coli,
Klebsiella pneumoniae, K.oxytoca ve bunlar disinda kalan suslarda GSBL iiretim oranlar1
sekil 15’de sunulmustur.

Yatan hastalardan izole edilen suslarin %42’sinde, poliklinik hastalarindan izole

edilen suslarin %14.2’sinde GSBL iiretimi saptanmistir.

45
40
35
30
25
20

234
14,2
15
9,1
10
5 .
0 . .

K.pneumoniae E.coli Diger suslar K. oxytoca

38,2

yiizde(%)

Sekil 15:Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL iiretim oranlar:
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Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL iiretimi saptanmayan bir K.oxytoca ve bir
Enterobacter cloacae susunda ii¢ boyutlu test, bir C.youngae, bir E.cloacae susunda ii¢
boyutlu ve spot inokulasyon testiyle, bir M.morganii, bir K.oxytoca susunda ii¢ boyutlu, spot
inokulasyon ve cift disk sinerji testleriyle, bir E.coli susunda ii¢ boyutlu ve cift disk sinerji
testleriyle ve bir E.coli susunda cift disk sinerji testi ile GSBL iiretimi saptanmistir.

Cift disk sinerji testinin duyarhilign %100 ve ozgilligii %50, ii¢ boyutlu testin
duyarliign %95.7 ve ozgiilliigii %12.5, spot inokulasyon testinin duyarliligt %93.5 ve
ozgiilligi %50, inhibitorle giliclendirilmis disk difiizyon testinin duyarliligt %98.9 ve
ozgiilligii %100, mikrodiliisyon testinin duyarlilifi %98.9 ve 6zgiilliigii %100 bulunmustur
(Tablo VIII). Fenotipik dogrulama testlerinin pozitif ve negatif prediktif degerleri tablo

VIII’de sunulmustur

TabloVIII: Fenotipik dogrulama testlerinin duyarhhk, ozgiilliik, pozitif prediktif (PPD)

ve negatif prediktif(NPD) degerleri

TEST Duyarlilik(%) | Ozgiilliik(%) PPD(%) NPD(%)
Cift disk 100 50 95,8 100
sinerji
Ug boyutlu test 95,7 12,5 92,6 20
Spot
inokulasyon 93,5 50 95,6 40
Inhibitorle
giiclendirilmis 98,9 100 100 88,9
disk difiizyon
Mikrodiliisyon 98,9 100 100 88,9
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Cift disk sinerji testinde antibiyotikler arasi uzaklik 30 mm’ye ayarlandirildiginda
100 susun 17’sinde test olumlu olarak bulunmustur. Kalan 83 susta diskler arasi1 uzaklik 25
mm’ ye indirilip test tekrarlifinda ek olarak 33 susta GSBL saptanmistir. Yine kalan 50 susta
diskler arasi uzaklik 20 mm’ye indirildiginde ise 43 susta daha GSBL saptanmistir.
Calismaya alinan 100 sustan kalan yedi tanesi ise diskler aras1 mesafel5 mm’ ye diisiiriilerek
tekrar test edildiginde ii¢ susta daha GSBL saptanmistir. 100 susun dordiinde ise ¢ift disk

sinerji testi ile GSBL iiretimi saptanmamustir (Sekil 16).
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CIiFT DiSK SINERJI TESTi
100 SUS

17 SUS 83 SUS
POZITIF NEGATIF

POZITIF NEGATIF

}

20 mm

“ 33 SUS I 50 SUS

43 SUS

POZITIF NEGATIF

—

7 SUS “

15 mm

bl

3SUS

POZITIF

4 SUS
NEGATIF

—

Sekil 16:Cift disk sinerji test sonuclarina diskler arasi uzakhgin etkileri
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Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL {iiretimi saptanmayan dort susta (bir
Morganella morganii, iki E.coli, bir K.oxytoca) ¢ift disk sinerji yontemiyle GSBL iiretimi
olumlu bulunmustur. Cift disk sinerji testinde kullanilan antibiyotiklerin 6zgiillik ve
duyarliliklan sekil 17°de sunulmustur. Test edilen antibiyotiklerin negatif ve pozitif prediktif

degerleri tablo IX’da sunulmustur.

I Duyarlilik
—o— Ozgiilliik

Sekil 17:Cift disk sinerji testinde kullanilan antibiyotiklerin duyarhlik ve ozgiilliikleri

Tablo IX: Cift disk sinerji testinde kullanmilan antibiyotiklerin duyarhlk, ozgiilliik,
pozitif prediktif(PPD) ve negatif prediktif(PPD) degerleri

Antibiyotik Duyarlilik(%) Ozgiilliik(%) PPD(%) NPD(%)
CTX 48,9 75 95,7 11,3
CAZ 71,7 87,5 98,5 21,2
CRO 67,4 87,5 98,4 18,9
FEP 65,2 50 93,8 11,1
ATM 78,3 75 97,3 23,1
CTX+CAZ 83,7 75 97,5 28,6
CTX+CAZ+FEP 92,4 50 95,5 36,4
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Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL iirettigi bulunan dort sus (ii¢ E.coli, bir
Klebsiella pneumoniae) ii¢ boyutlu testle saptanamazken, standart testle saptanamayan yedi
susta (bir C.youngae, iki K.oxytoca, iki E.cloacae, bir M.morganii, bir E.coli) ise bu
yontemle GSBL iiretimi olumlu bulunmustur. Ug boyutlu testte kullanilan antibiyotiklerin
ozgiillik ve duyarliliklar1 sekil 18’de sunulmustur. Test edilen antibiyotiklerin negatif ve

pozitif prediktif degerleri tablo X’da sunulmustur.

100
90 -
80
70 A
60 -
50 A
40 1
30 A
20 A
10 1

I Duyarlilik
—o— Ozgiilliik

Sekil 18: Ug boyutlu testte kullanilan antibiyotiklerin duyarhhk ve 6zgiilliikleri

Tablo X:Uc boyutlu testte kullanilan antibiyotiklerin duyarhhk, ozgiilliik, pozitif
prediktif(PPD) ve negatif prediktif(PPD) degerleri

Antibiyotik Duyarlhilik(%) Ozgiilliik(%) PPD(%) NPD(%)
CTX 81,5 25 92,6 10,5
CAZ 13 75 85,7 7
CRO 80,4 25 92,5 10
FEP 55,4 62,5 94,4 10,9
ATM 19,6 87,5 94,7 8,6
CTX+CAZ 84,8 25 92,9 12,5
CTX+CRO 90,2 12,5 92,2 10
FEP+CTX 90,2 25 93,3 18,2
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Spot inokulasyon testinde kullanilan antibiyotiklerin 6zgiilliik ve duyarliliklar sekil
19°da sunulmustur. Test edilen antibiyotiklerin negatif ve pozitif prediktif degerleri tablo

XI’da sunulmustur.

I Duyarlhilik
—o— Ozgiillik

Sekil 19:Spot inokulasyon testinde kullamilan antibiyotiklerin duyarhlik ve ozgiilliikleri

Tablo XI:Spot inokulasyon testinde kullanilan antibiyotiklerin duyarhhk, ozgiilliik,
pozitif prediktif(PPD) ve negatif prediktif(PPD) degerleri

Antibiyotik Duyarlhilik(%) Ozgiilliik(%) PPD(%) NPD(%)
CTX 84,8 50 95,1 22,2
CAZ 9,8 75 81,8 6,7
CRO 88 50 95,3 26,7
FEP 54 62,5 94,3 10,6
ATM 18,5 87,5 94,4 8,5
CTX+CAZ 85,9 50 95,2 23,5
CTX+CRO 92,4 50 95,5 36,4
CTX+FEP 87 50 95,2 25
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Inhibitorle giiclendirilmis disk difiizyon testi, kombine disk difiizyon testiyle GSBL

iiretimi saptanan bir S./iquefaciens susunda enzim tiretimini saptayamamistir. Disk difiizyon

testinde kullanilan antibiyotiklerin 6zgiilliikk ve duyarliliklar sekil 20’de sunulmustur. Test

edilen antibiyotiklerin negatif ve pozitif prediktif degerleri tablo XII’da sunulmustur.

120
100 -
80 -
60 -

40 A

CTX CAZ

CRO FEP

I Duyarliik
—o— Ozgillik

ATM

Sekil 20:inhibitorle giiclendirilmis disk difiizyon testinde kullamilan antibiyotiklerin
duyarhlik ve ozgilliikleri

Tablo XII:inhibitorle giiclendirilmis disk difiizyon testinde testinde kullamlan
antibiyotiklerin duyarhhk, ozgiilliik, pozitif prediktif(PPD) ve negatif prediktif(PPD)

degerleri
Antibiyotik Duyarlilik(%) Ozgiilliik(%) PPD(%) NPD(%)
CTX 96,7 100 96,7 72,7
CAZ 81,5 100 100 32
CRO 97,8 100 100 80
FEP 95,7 100 100 66,7
ATM 97,8 100 100 80
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Mikrodiliisyon testi, kombine disk difiizyon testiyle GSBL {iretimi saptanan bir
Serratia liquefaciens susunda GSBL iiretimini saptayamamistir. Sefotaksim ve seftazidimin
duyarliliklan1 %92.4, ozgiilliikleri %87.5 pozitif prediktif degerleri %98.8, negatif prediktif
degerleri %50 bulunmustur. Mikrodiliisyon testine goére 100 susun sefotaksim ve

seftazidimin duyarliliklar sekil 21°de sunulmustur.

@ Sefotaksim
B Seftazidim

yiizde (%)

Duyarh Orta duyarh Direncli

Sekil 21:Fenotipik dogrulama testine aliman 100 Enterobacteriaceae susunun

mikrodiliisyon yontemiyle sefotaksim ve seftazidim duyarhhklari
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TARTISMA

Son yillarda antimikrobiyallere karsi gelisen diren¢ diinyanin bir ¢ok bolgesinde
giderek artmaktadir (84). Beta laktam antibiyotiklere kars1 gelisen direng te Gram negatif
bakterilerin olusturduklar1 infeksiyonlarin tedavisinde soruna yol ag¢maktadir (71).
Giiniimiizde kullanimda olan bir ¢ok beta laktam antibiyotigi hidrolize etme 6zelligine sahip
genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) bu sorunun ©Onemli bir kismini
olusturmaktadir (71).

IIk beta laktamaz enzimi 1940 yilinda bir E.coli susundan izole edilmistir. Yeni
sentezlenen genis spektrumlu beta laktamlar1 hidroliz edebilen ilk enzim olan SHV-2 1983
yilinda Almanya’da bir Klebsiella ozaenae susunda bulunmustur ve birka¢ yil i¢inde tiim
diinyaya yayilan GSBL enzimlerinin say1s1 giiniimiizde 350’yi gecmistir (6, 41, 79).

GSBL’ler tiim diinyada saptanmalarina ragmen bu enzimi iireten
mikroorganizmalarin sikligi bolgeden bolgeye, iilkeden iilkeye hatta hastaneden hastaneye
farklilik gostermektedir (5). Yine GSBL enzimleri Enterobacteriaceae ailesinin bir ¢ok
iiyesinde goriilmekle beraber en sik K.pneumoniae suglarindan izole edilmektedir (6).

SENTRY antimikrobiyal surveyans programi kapsaminda 1998-1999 yillarinda
Giiney Afrika ve Asya Pasifik bolgesinde yapilan ¢calismada E.coli suslarinda GSBL siklig1
%0 ile %35 arasinda bulunmustur. En yiiksek GSBL iiretim sikligi %35 ile Cin’de
saptanirken, Avustralya’daki bir merkezde izole edilen suslarda GSBL iiretimi
saptanmamigtir. Ayn1 calisma kapsaminda Gliney Afrika, Cin ve Japonya’da izole edilen

Klebsiella pneumoniae suslarinda %20’nin {izerinde GSBL iiretimi bildirilmistir. SENTRY
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antimikrobiyal surveyans programi kapsaminda 1997-1999 yillarinda yapilan caligmada ise
GSBL siklign K.pneumoniae suslarinda Latin Amerika’da %45, Bati Pasifik bolgesinde
9%24.6, Avrupa’da %23, Amerika’da %8 ve Kanada’da %5, E.coli suslarinda Latin
Amerika’da % 8.5, Bat1 Pasifik bolgesinde %7.9, Avrupa’da %5.3, Amerika’da %3.3 ve
Kanada’da % 4.2 olarak bulunmustur (5, 83).

Avrupa’da da GSBL iretim sikligi acisindan iilkeler arasinda farklilik
gozlenmektedir. Almanya’da 1999 yilinda yapilan bir calismada E.coli ve K.pneumoniae
suslarinda %]1’in altinda, 1998 yilinda Ispanya’da yapilan bir baska ¢alismada ise yogun
bakim iinitelerinden izole edilen K.pneumoniae suslarinda %40 oraninda GSBL iiretimi
saptanmistir (54, 70). 2006 yilinda Cek Cumbhuriyeti’nde yapilan bir calismada hastanede
yatan hastalardan izole edilen K.pneumoniae suslarininin %?24.2°sinde GSBL iiretimi
saptanmustir (42).

Pakistan’da 2003 yilinda Shah ve arkadaslar1 nozokomiyal E.coli suslarinda %?28.5,
Klebsiella pneumoniae’de %70, poliklinik izolatlarinda E.coli’de %6.25 ve K.pneumonia’de
9%77.32 oraninda GSBL iiretimi saptamiglardir (63).

Ulkemizde yapilan calismalarda da GSBL iiretim sikhigi farklilk gostermektedir.
1998-2005 yillart arasinda yapilan farkli calismalarda E.coli suslarinda %0-63, Klebsiella
pneumoniae suglarinda %15-77 oraninda GSBL iiretimi saptanmustir. (1, 3, 11, 17, 19, 38,
39, 51).

1998 yilinda GATA Haydarpasa Egitim hastanesinde izole edilen K.pneumoniae
suslarinda %15, aym yil Ankara Universitesinde %44 ve Pamukkale Universitesinde %47

oraninda GSBL iiretimi saptanmistir (3, 17, 39).
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1999 yilinda Tiirkiye’de yapilan ve 9 iiniversite hastanesi laboratuvarinin katildigi
calismada, Gram negatif bakterilerin beta laktam antibiyotiklere duyarliliklar1 E-test
yontemiyle saptanmistir. Yapilan bu calismada E.coli, Klebsiella ve Enterobacter suglarinda
sefepime %1.1-2.7, sefotaksime %7.6-26.9, seftazidime %15.7-45.7 arasinda direng
saptanmistir (55).

Koseoglu ve arkadaglari’'mmn 2001 yilinda Hacettepe Universitesinde yaptiklari
calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen E.coli suslarinda % 36.5, K.pneumoniae suslarinda
%35.1 ve Enterobacter suslarinda % 8.8 oraninda GSBL iiretimi saptanmustir (43).

Biiliic ve arkadasglari 2003 yilinda Istanbul Universitesinde yaptiklar1 calismada
Klebsiella pneumoniae suslarinin %48, E.coli suslarinin %14 ve K.oxytoca suslarinin %40
oraninda GSBL olusturdugunu saptamislardir (11).

Ulkemizde 2003 yilinda yapilan ¢ok merkezli bir calismada (MYSTIC 2003) hastane
kaynakli E.coli suslarinda %31, K.pneumoniae suslarinda %48 ve K.oxytoca suslarinda %26
oraninda GSBL iiretimi saptanmistir. Aym1 zamanda E.coli ve K.pneumoniae suslarinda
strastyla seftazidime %35-39.5, sefotaksime %40.6-50.7 ve sefepime %34.8-35.5 oraninda
diren¢ gozlenmistir (27).

2004 yilinda yapilan baska bir ¢ok merkezli calismada (HITIT 2004) E.coli ve
Klebsiella pneumoniae suslarinda sirasiyla seftriakson, seftazidim ve sefepime %25-36.4
oraninda direng saptanmistir (27).

2005 yilinda Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesinde Cetinkaya ve arkadaslar
tarafindan yapilan calismada hastane kaynakli 68 Klebsiella spp. susunun 13 (%19)’iliniin

GSBL olusturdugu saptanmistir. Ayni ¢calisma kapsaminda klinik izolatlardan izole edilen 78
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Klebsiella susunun sefotaksime %19, seftazidime ve sefepime %23 oraninda direngli oldugu
bulunmustur (16).

Delialioglu ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklan ¢alismada klinik hastalardan izole
edilen E.coli suslarinda %29, K. pneumoniae’de %35.8, K.oxytoca’da %6.7 ve poliklinik
hastalarindan izole edilen E.coli suslarinda %7.7, K.pneumoniae’de %15.4 oraninda GSBL
tiretimi saptanmistir (19).

Hastanemizde 2000 yilinda Rota ve arkadaslar1 yaptiklart arastirmada E.coli
suslarinda %21.4, 2005 yilinda Kagmaz ve arkadaslar ise hastane kaynakli infeksiyonlardan
elde edilen K.pneumoniae suslarinda %77, E.coli suslarinda %63 ve K.oxytoca suslarinda
%64 oraninda GSBL iiretimi saptamislardir (38, 60)

Calismamizda 386 Enterobacteriaceae susunun %?23.8’inde GSBL iiretimi
saptanmistir. Calismaya alinan K.pneumoniae suslarinin %38.2°nin, E.coli suglarinin
%?23.4’tiniin, K.oxytoca suslarinin % 9.1°nin ve bunlar disindaki suslarin %14.2’sinin GSBL
olusturdugu saptanmistir. GSBL olusturmanin; hastanede yatan hastalardan izole edilen
Escherichia coli suslarinda %42.2, K.pneumoniae’de %61.5 ve poliklinik hastalarindan izole
edilen E.coli suslarinda %15.7, K.pneumoniae’de %9.5 oraninda pozitif oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda disk diflizyon yoOntemiyle E.coli ve K.pneumoniae suslarinda sirasiyla
sefepime %14-17, sefotaksime %19-31, seftazidime %13-24, seftriaksona %17-28 oraninda
diren¢ gozlenmistir.

Hastanemizde saptanan bu oranlarin Tiirkiye’de yapilan ¢ok merkezli calismalarla,
benzer hasta populasyonlarma ve yogun bakim kapasitesine sahip bilyiik {niversite

hastaneleriyle uyumlu oldugu gozlenmistir. Ancak arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz
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GSBL oranlar1 Amerika ve Kanada gibi gelismis iilkelere gore yiiksek, yine iilkemiz gibi
gelismekte olan iilkelerle uyumlu olarak bulunmustur. Bazi diinya iilkelerine gore nispeten
yiikksek olarak saptanan bu GSBL iiretim oranlarinin, toplum kokenli infeksiyonlar ve
hastane infeksiyonlarinda ampirik tedavide genis spektrumlu sefalosporinlerin sikc¢a
kullanimina ve yine genis spektrumlu antibiyotiklerin regetesiz olarak toplumumuz
tarafindan gelisigiizel kullanimina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

GSBL enzimleri, penisilinleri, birinci kusak sefalosporinleri, seftazidim, sefotaksim,
seftriakson gibi genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami inhibe etmektedir (6).
Bakterilerin GSBL iiretimi rutin antibiyotik duyarlilik testleriyle saptanamamaktadir (57).
GSBL iireten suslarin biiyiik cogunlugu in vitro testlerde sefalosporinlere ya diisiik diizeyde
diren¢ gostermekte ya da tamamen duyarl olarak saptanmaktadir. Bu nedenle rutin testlere
dayanilarak direngli suslar yanlis olarak sefalosporinlere duyarli olarak degerlendirilmektedir
(35).

Sirot ve arkadaslarmin 1992 yilinda Fransa’da yaptiklarn  caligmada
Enterobacteriaceae suslarinda sefalosporin duyarliliklarinin  rutin  duyarhilik testlerine
dayanilarak rapor edildiginde sonuglarin yarisinin yanls degerlendirildigini farketmislerdir.
GSBL saptanmasindan sonra suglarin yarisinin aslinda sefalosporinlere direngli olarak
bildirilmesi gerektigini saptamiglardir (66).

Giilay ve arkadaslart yaptiklart calismada GSBL iireten suglarda disk difiizyon
testiyle sefotaksim ig¢in %46.2, seftazidim igin %35.9, aztreonam i¢in %?28.2 oraninda

yalanci duyarlilik saptamiglardir (24).
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Calismamizda GSBL saptanmasindan sonra disk difiizyon yontemiyle bulunan direng
oranlarinda, sefotaksim ve seftriksonda %5’lik, seftazidim ve sefepimde %10’luk,
aztreonamda ise %8’lik artig goriilmiistiir.

Genislemis spektrumlu beta laktamaz sentezleyen bakterilerle infekte hastalarda
morbidite ve mortalite artmistir ve bu enzimler plazmidler araciligiyla 6zellikle hastane
kaynakli suslar arasinda hizla yayilarak salginlara yol acabilmektedir. Bu nedenle bu
enzimlerin en kisa zamanda ve dogru olarak saptanmasi cok dnemlidir (71).

Gram negatif bakterilerde GSBL saptanmas i¢in farkli testler gelistirilmistir. CLSI
GSBL dogrulama testi olarak sefalosporin ve sefalosporinle kombine klavulonik asit
disklerinin kullanmildig1 disk difiizyon ve mikrodiliisyon testlerini onermektedir (14). Bu
testlerin yani sira farkli arastirmacilar tarafindan gelistirilmis testler de giiniimiizde hem
arastirma amacl laboratuvarlarda hem de rutin laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Bu
testlerden {i¢ boyutlu test, spot inokulasyon testi, ¢ift disk sinerji testi, inhibitorle
giiclendirilmis disk difiizyon testi ve CLSI tarafindan Onerilen testler arastirmamizda
degerlendirilmistir.

Kombine disk difiizyon yontemi CLSI tarafindan E. coli, K.pneumoniae, K.oxytoca
suslar1 icin Onerilen fenotipik GSBL dogrulama testidir. CLSI bunlar disidaki
Enterobacteriaceae suslarinda GSBL saptanmasi i¢in herhangi bir yontem dnermemektedir
(14). Test, beta laktamaz inhibitérii eklenmis sefalosporin diskleri etrafinda, sadece
sefalosporin iceren disklere gore zon genislemesi esasina dayanmaktadir. Bu caligmada
kombine disk difiizyon yontemi E.coli, K.pneumoniae, K.oxytoca ve bunlar disindaki

Enterobacteriaceae suslarina da uygulanmistir. Kombine disk difiizyon yontemiyle tarama
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testi olumlu bulunan 69 E.coli susunun 67 (%97)’sinde, 18 K.pneumoniae susunun 18
(%100)’inde, ¢ Koxytoca susunun birinde (%33) ve bunlar disindaki on
Enterobacteriaceae sugunun altisinda (%60) GSBL iiretimi saptanmistir.

Kombine disk difiizyon yontemi rutin disk difiizyon yontemiyle aymi anda
uygulanabilen kolay bir testtir. Yontemde kullanilan sefotaksim/klavulonat ve
seftazidim/klavulonat diskleri rutin disk difiizyon testiyle ayn1 anda tek plaga uygulanabilir.
Rutin yontemlere ek bir isleme gerek yoktur. Diskler etrafindaki zon capinin 6l¢iiliip, beta
laktamaz icermeyen seftazidim ve sefotaksim disklerine gore zon ¢apinda 5 mm ve iizerinde
genisleme olup olmadifinin saptanmasi yeterlidir. Ozel egitimli personel ve ek zaman
gerektirmemektedir. Kullanilan diskler laboratuvarda hazirlanabildigi gibi, ticari olarak da
saglanabilir. Ancak bu test CLSI tarafindan E.coli ve K.pneumoniae, K.oxytoca disimdaki
Enterobacteriaceae suslari icin Onerilmemektedir. Bu suslar i¢in CLSI tarafindan kabul
edilen ve dogrulugu onaylanmis fenotipik test bulunmamaktadir. Ancak bir ¢cok arastirmaci
kabul goren fenotipik yontemleri bu suslar iizerinde denemektedir.

Amerika’da 2004 yilinda Schawaber ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada
Escherichia coli, K.pneumoniae ve K.oxytoca disindaki 690 Enterobacteriaceae susunun
355’inde (%51,4) GSBL tarama olumlu bulunmus ve 15’inde (%1,7) GSBL iiretimi kombine
disk difiizyon yontemiyle dogrulanmistir. GSBL iiretimi saptanamayan suslarin %80’inde ise
AmpC beta laktamaz iiretimi saptanmistir. Fenotipik olarak GSBL iirettigi saptanan 15 susu
PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile incelediklerinde dort susta bla TEM ve bla SHV, bir
susta sadece bla TEM ve bir susta sadece bla SHV genleri saptamiglardir. Bu alt1 susta

izoelektrik odaklama yontemiyle de TEM ve SHV beta laktamazla uyumlu bantlar
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saptanmustir. Fenotipik olarak GSBL iiretimi saptanan dokuz susta ise izoelektrik odaklama
yontemiyle beta laktamaz bandi saptanamamustir (62).

GSBL dogrulama testi pozitif bulunan suslarda, AmpC enzimlerinin yan1 sira GSBL
dis1 beta laktamazlar da bulunabilmektedir. Ornegin Citrobacter diversus’ta GSBL olarak
siniflandirilamayan, kromozamal kaynakli ve klavulonik asitle inhibe olan genis spektrumlu
beta laktamazlar bulunabilmektedir. Yine Serratia marcescens ve Enterobacter cloacae’da
bulunan OHIO-1 enzimi bu tip beta laktamazlara 6rnektir (62).

Calismamizda E.coli, K.pneumoniae ve K.oxytoca dis1 42 Enterobacteriaceae susuna
GSBL tarama testi uygulanmistir. Bu suslarin %23’tinde (n=10) tarama testi olumlu
bulunmustur ve bunlarin %60’1inda (n=6) GSBL iiretimi saptanmistir. GSBL tarama testi
olumlu bulunan suslarin doérdiinde kombine disk difiizyon yontemiyle klavulonik asit etkisi
gozlenmistir. Kombine disk difiizyon yontemiyle negatif bulunan dort susun ise diger
dogrulama yontemleriyle GSBL iirettigi bulunmustur. Kombine disk difiizyon yontemiyle
GSBL saptanmayan dort susun iicii ( C.youngae (1), E.cloacae (2)) sefoksitine direngli,
sefepime duyarli bulunmustur. Bu ti¢ susun sefepime duyarl olup sefoksitine direng
gostermesi AmpC beta laktamaz iiretimi lehine yorumlanmistir. Bir adet M. morganii
susunda ise sefoksitine diren¢ gdzlenmemistir. Aym1 anda GSBLve AmpC beta
laktamazlarim beraber iireten suslarda klavulonik aside diren¢ gozlendiginden klavulonik
asit etkisi gbzlenememektedir. E.coli, K. pneumoniae, K.oxytoca dis1 Enterobacteriaceae
suslarinda GSBL disinda bagka beta laktamaz icermeleri durumunda tarama testleri ve
fenotipik dogrulama yontemleri yetersiz kalmakta, yanlis negatif veya yanlis pozitif

sonuclara neden olmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 rutin laboratuvarlarda bu gibi suslar i¢in
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CLSI'nin 6nerdigi fenotipik yontemler basarisiz olmaktadir ve bu suslarin kesin tanisi i¢in
molekiiler yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir.

GSBL saptanmasinda en yaygin kullanilan yontem olan ¢ift disk sinerji testi ilk kez
1988 yilinda Jarlier tarafindan tanmimlanmistir. Bu test amoksisilin klavulonik asit diskinin
etrafina yerlestirilen sefalosporin disklerinin zonlarinda klavulonik asit diskine dogru
genisleme goriilmesi esasina dayanmaktadir. Bu testin yapilabilmesi icin beta laktamaz
iceren bir antibiyotik diski ile sefalosporin diskleri yeterli olmaktadir. Testte yer alan
disklerin ¢ogu zaten rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan ve test edilmesi
gereken antibiyotiklere ait oldugu i¢in ek mali yiikk getirmez ve fazladan zaman
harcanmasina gerek yoktur. Ancak amoksisilin klavulonat ve sefalosporin diskleri arasindaki
uzaklik ve enzim substrat profili testin duyarliliim1 6nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir (25,
36, 67).

Cift disk sinerji yonteminde diskler uygun uzaklikta yerlestirilmediginde sinerjik etki
gozlenememekte ve bu da testin tekrarina veya sonuclarin yanhs olarak negatif
degerlendirilmesine sebep olmaktadir.

Thomson ve arkadaslarn yaptiklan ¢alismada cift disk sinerji testinde diskler arasi
uzaklik 30 mm’den 20 mm’ye yaklastirildiginda testin duyarliliginin %79’dan %82’ye
ciktigin1 bulmuslardir (76).

Ho ve arkadaslar1 2000 yilinda E.coli ve Klebsiella suglar ile yaptiklari aragtirmada
cift disk sinerji testinde uzaklik 30 mm’den 25 mm’ye yaklastirildiginda duyarliligin
%83.8’den %97.9’a ¢ciktigini ve kalan suglar 20 mm uzaklikta tekrar test edildiginde ii¢ susta

daha GSBL iiretimini saptamislardir (33).
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Calismamizda sefalosporin diskleri 30 mm uzaga yerlestirildiginde testin duyarlilig
%18.5, 25 mm’de ise %52 olarak bulunmustur. Diskler arasi uzaklik 20 mm’ye
indirildiginde duyarhilik biiyiik bir artis gostererek %97.8’e ¢ikmistir. Calismamizdan elde
edilen bu verilere dayanilarak cift disk sinerji testinde diskler arasit uzakligin 20 mm olarak
uygulanmasinin dogru olacagi diisiiniilmiistiir. Bununla beraber calismamizda test edilen
suslarin bircogunun antibiyotik inhibisyon zon ¢aplarinin ¢ok dar oldugu gozlenmistir. Bu
suslarin rutin disk difiizyon yontemiyle de direngli olduklar1 saptanmistir. Bu nedenle diskler
arast uzaklik 30 mm’ye ayarlandifinda GSBL pozitif 92 susun ancak 17 tanesinde test
olumlu sonu¢ vermistir.

Mac Kenzie ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, ¢ift diskj sinerji testinde sefaperazon
ve sefpodoksimin en duyarli (%91) antibiyotikler olduklar1 bulmuslardir. Ayrica
sefotaksimin duyarlilifi %81, seftazidimin duyarlilifn %70, seftriaksonun duyarhilifis %78 ve
sefepimin duyarlilig1r %82 olarak bulunmustur (46).

Ho ve arkadaslan ise aztreonam ve seftriaksonun duyarliligim %73.9, seftazidimin
duyarliligimi %?25.4 olarak bulmuslardir (33).

Giilay ve arkadaslarinin kontrol suslariyla yaptiklari calismada, cift disk sinerji
testinde duyarlilik, seftazidim icin %79, aztreonam icin %95 olarak bulunmustur (25).

Bu calismada tek baglarina kullanmildiklarinda antibiyotiklerin duyarliliklarinin
sefotaksim i¢in %48.9, seftazidim i¢in %71.7, aztreonam i¢in ise %78.3 oldugu gozlenmistir.
Daha o©nce yapilan c¢aligmalarla karsilagtirildiginda sefotaksimin duyarhilifinin diisiik,
seftazidimin duyarliliginin ise yiiksek olarak bulunmasinin bakterilerin enzim substrat

profilinin farkli olmasina bagli olabilecegi diistintilmiistiir (46, 33).
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GSBL saptanmas1 i¢in farkli antibiyotik kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. CLSI
birden fazla antimikrobiyal ajanin kullanilmasinin duyarhilig: arttiracagimi belirtmistir (14).
Calismamizda cift disk sinerji testinde duyarlilik sefotaksim ve seftazidim kombinasyonu
icin %83.7, sefotaksim, seftrazidim ve sefepim kombinasyonu i¢in %92.4 olarak saptanmigtir

Bu calismada c¢ift disk sinerji testinin duyarlilign %100 olmasina ragmen ozgilluigii
ise %50 olarak bulunmustur. Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL iiretimi saptanmayan
dort susta (bir M.morganii, iki E.coli, bir K.oxytoca) cift disk sinerji yontemiyle GSBL
iiretimi olumlu bulunmustur. Cift disk sinerji testinin GSBL iiretimine spesifik olmadigini
bildiren yayinlar bulunmaktadir. Bazi Enterobacteriaceae suslar iiciincii  kusak
sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edip aym1 zamanda klavulonatla inhibe olabilen
kromozomal beta laktamazlari ¢ok miktarda sentezleyebilmektedir. Bu tip enzimler
sentezleyen suslarda cift disk sinerji testinde GSBL iiretimine benzer goriintiiler ortaya
cikabilmekte ve yanlislikla GSBL iiretimi lehine yorumlanmaktadir. Bu enzimler GSBL
olmamalarina ragmen bu suslarin {igiincii kusak sefalosporinlere direngli olarak bildirilmeleri
yanlis olmayacaktir. Bu cok kiiciik bir hata payr olarak goriilebilir ancak epidemiyolojik
calismalarda bu suslarin molekiiler yontemler gibi daha ileri tekniklerle arastirilmasi ve
enzim tiplendirilmesinin yapilmasi dogru olacaktir (46, 62, 67).

Calismamizda cift disk sinerji testinin rutin disk difiizyon testiyle ayni anda
uygulanabilecek, ek mali harcama ve zaman gerektirmeyen, rutin laboratuvarlarda kolaylikla
kullanilabilecek duyarli bir test oldugu sonucuna varilmistir. Ancak diskler aras1 uzakligin ve
enzim substrat profillerinin testin 6zgiilliiglini Onemli oranda degistirecegi igin,

laboratuvarlarin diskler arasi uzakligi ve testte kullanilacak antibiyotikleri bulundugu bolge
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ve hastanenin genel diren¢ oranlarini, enzim tiplerini géz Oniine alarak belirlemesinin dogru
olacag diisiiniilmiistiir.

Uc boyutlu test ilk kez Thomson tarafindan 1984 yilinda tanmimlanmis ve
kullanilmigtir. Orijinal teknikte besiyerinin dairesel sekilde kesilmesi i¢in plagin iizerine
yerlestirildigi doner bir tablaya ihtiya¢ duyuluyordu. Daha sonraki yillarda Vercauten ve
arkadaslan bakteri siispansiyonunun veya enzim ekstraktinin besiyerinde silindir seklinde bir
kuyucuga yerlestirildigi yeni bir teknik gelistirdiler ancak bu teknikte de kuyucugun
besiyerinde acilmasi ve uygun sekilde doldurulmasi olduk¢a zordu. Plaklarin inkubasyonu
sirasinda bakteri siispansiyonun besiyeri yiizeyine yayilmast durumunda testin tekrarlanmasi
gerekiyordu (48, 75, 81). Calismamizda bu iki teknikten daha kolay uygulandig: diisiiniilen
Shahid ve ark. tarafindan uyarlanan ii¢ boyutlu test kullamilmistir. Bu teknikte besiyeri bir
bistiiri yardimiyla ¢izgi seklinde kesildikten sonra toplanan bakteri kolonileri 6ze yardimi ile
bu kesinin i¢ine batirilarak ekim yapilmaktadir (64).

Shahid ve ark yaptiklar1 calismada, CLSI’in 6nerdigi fenotipik dogrulama testleriyle
GSBL iirettigi saptanan suglar iizerinde Vercauten ve ark. kullandigi yontem ile kendi
uyarladiklar yontemi karsilastirmislardir. Calisma sonucunda kendi uyarladiklar ii¢ boyutlu
testin tiim suslar1 dogru olarak saptadigin1 bulmuslar ve uygulamanin daha kolay oldugunu
belirtmislerdir (64).

Menon ve ark. yaptiklart calismada test ettikleri suslarin %85.7’sinin ii¢ boyutlu
yontemle saptanirken cift disk sinerji testiyle sadece %14.2’sinin saptanabildigini

bulmuslardir (50).
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Datta ve ark. ¢esitli beta laktam antibiyotiklere direncli 300 Enterobacteriaceae susu
kullanarak yaptiklart calismada ii¢ boyutlu testle 23, cift disk sinerji testiyle 15, inhibitorle
giiclendirilmis disk difiizyon testiyle 34 susta GSBL iiretimi saptamiglardir (18).

Thomson ve ark 1992 yilinda yaptiklar ¢alismada izoelektrik odaklama yontemiyle
GSBL iiretimi dogrulanan Enterobacteriaceae suslarinin %93’tinde ii¢ boyutlu test,
9%79’unda ise cift disk sinerji testiyle enzimi saptamiglardir (76).

Thomson ve arkadaslarinin aksine Vercauteren ve ark yaptiklari calismada cift disk
sinerji testinin (%96.9) iic boyutlu testten (%90.6) daha duyarl oldugunu bulmuslardir (81).

Ulkemizde yapilan ¢calismalarda Akyildiz ve arkadaslari ii¢ boyutlu ve ¢ift disk sinerji
testleriyle %13 oraninda, Hosgor ve arkadagslar ise ¢ift disk sinerji testiyle %30, ii¢ boyutlu
testle %35 oraninda GSBL iiretimi saptamislardir (3, 34).

Calismamizda suglarin %?24.6 sinda ii¢ boyutlu test ile, %24.8’sinde cift disk sinerji
testi ile ve %23.8’inde komdine disk difiizyon yontemiyle GSBL iiretimi saptanirken,
kombine testle karsilastirldiginda ii¢ boyutlu testin duyarlilign %95.7, ¢ift disk sinerji
testinin duyarlilig1 ise %100 olarak bulunmustur.

Yapilan calismalarda {ic boyutlu testte sefotaksim ve seftriakson disklerinin
seftazidime gore daha duyarli bulundugu bildirilmistir (18, 46, 76). Calismamizda da bu
calismalar ile uyumlu olarak seftazidimin duyarlilig1 oldukcga diisiik (%14), bunun yanisira
sefotaksim (%81.5) ve seftriaksonun (%80.4) tek baslarina kullanildiklarinda testin en
duyarli oldugu bulunmustur. Sefotaksim ve seftriakson yada sefepimin kombine kullanilmasi

durumunda ise testin duyarliliginin %90’lara ulastig1 gézlenmistir.
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Kombine disk difiizyon yontemiyle GSBL iirettigi bulunan dort sus (iic E.coli, bir
Klebsiella pneumoniae) ii¢ boyutlu testle saptanamazken, standart testle saptanamayan yedi
susta (bir C.youngae, iki K.oxytoca, iki E.cloacae, bir M.morganii, bir E.coli) ise bu
yontemle GSBL iiretimi olumlu bulunmustur

Uc boyutlu test diger yontemlerle karsilastirildiginda yontemin uygulanabilmesi icin
fazla miktarda bakteriye ihtiya¢ duyulmaktadir, bu nedenle az miktarda iireme olan
durumlarda dogrudan Kkiiltiirden caligmanin zor oldugu ve bakterinin g¢ogaltilmasi icin
fazladan bir giin gerektigi gozlemlenmistir. Calismamizda kullanilan {i¢ boyutlu testin
duyarliliginin %95.7 olmasi, ayn1 zamanda Thomson ve Vercauteren tarafindan gelistirilen
iic boyutlu testlerden daha uygulanabilir goériinmesine ragmen 6zgiilliigiiniin (%12.5) diger
testlerle karsilastirnnldiginda oldukga diisiik olmasi, sonuglarin bir veya iki giin ge¢ alinmasi,
rutin duyarhilik testlerine ek olarak islem gerektirmesi nedeniyle rutin laboratuvarda
kullanilmasinin uygun olmadig diistintilmiistiir.

Spot inokulasyon testi Shahid ve arkadaslar tarafindan 2004 yilinda tanimlanmustir.
Daha 6nce GSBL iiretimi saptanmis suslar kullanarak yaptiklar1 ¢calismada modifiye edilmis
ic boyutlu yontemi ve spot inokulasyon testini kargilagtirmislardir. Spot inokulasyon testinin
tiim suslar1 dogru olarak saptayan tek test oldugunu bulmuslardir (64). Ancak literatiirde bu
yontem kullanilarak yapilan bagka calismaya rastlanmamastir.

Calismamizda spot inokulasyon testinin duyarliligt %93.5, 6zgiilligii %50 olarak
bulunmustur. Spot inokulasyon testi ¢alismada arastirilan diger yontemler arasinda
duyarhilig1 en diisiik bulunan test olmustur. Kombine disk difiizyonla GSBL iiretimi saptanan

alt1 susu (bes E.coli, bir K.pneumoniae) saptayamazken, kombine disk difiizyon yontemiyle
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GSBL saptanmayan dort susta (bir C.youngae,bir E.cloacae,bir K.oxytoca, bir M.morganii)
spot inokulasyon testiyle GSBL iiretimi olumlu bulunmugtur

Uc boyutlu testte oldugu gibi bu testte de diger testlere oranla daha fazla miktarda
bakteri gerekmektedir. Tek bir antibiyotik diski ve tek plakta birden fazla bakteri ayn1 anda
test edilebilmektedir. Spot inokulasyon testi ii¢ boyutlu testle karsilastirildiginda daha kolay
uygulanabilmektedir, ancak yine de teknik olarak diger yontemlerden daha zordur ve daha
uzun zaman harcanmasina neden olmaktadir. Bu nedenlerle spot inokulasyon testinin rutin
laboratuvarlarda kullaniminin uygun olmadig diisiiniilmiistiir.

Inihibitorle giiclendirilmis disk difiizyon testi (IPDDT) Mueller Hinton agara eklenen
klavulonik asidin sefalosporin diskleri etrafindaki inhibisyon zonunda genislemeye neden
olmasi esasina dayanir. Yapilan calismalarda GSBL saptanmasinda IPDD testinin
duyarliliginin ve 6zgiilliigiiniin oldukca yiiksek oldugu bulunmustur (32, 33, 60).

Ho ve arkadaslann 81 E.coli ve K.pneumoniae susuyla yaptiklarn calismada IPDD
testinin ¢ift disk sinerji testinden daha duyarli oldugunu saptamiglardir. Ayrica tek basina
seftazidim kullanildiginda duyarlilign %93 olarak bulunurken sefotaksim ve seftazidim
kombinasyonu kullanildiginda duyarliligin %100’e ulastigin1 gozlemlemislerdir (32).

Yine Ho ve arkadaglarmin yaptiklar baska bir ¢alismada cift disk sinerji ve IPDD
testi arasinda bir karsilastirma yaptiklarinda cift disk sinerji testinin diskler arasi uzaklik
sabit tutuldugunda duyarliliginin daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. [IPDD testinin rutin
laboratuvarlarda GSBL dogrulanmasinda  kullanilabilecek ikincil test oldugunu

savunmuslardir (33).
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Rota ve arkadaslar1 2000 yilinda 168 klinik E.coli izolati ile yaptiklari caligmada
GSBL iiretiminin saptanmasinda hem cift disk sinerji hem de IPDD testiyle benzer sonuglar
elde etmisler ve testin rutin laboratuvarlarda kullanilmasini1 6nermislerdir (60).

Calismamizda IPDD testinin duyarlilign  %98.9, ozgiillugii ise %100 olarak
bulunmustur. Cift disk sinerji testiyle karsilastirildiginda duyarliliklarin benzer oldugu
goriiliirken bu testin Ozgiilliigiiniin yiiksek olusu cift disk sinerji testine gore bir avantaj
olarak goze carpmaktadir. Ancak teknik olarak bazi dezavantajlari bulunmaktadir.

Besiyerine eklenen klavulonik asit miktarinin ¢ok az olmasi (4 mg/L) hassas terazi
kullanilmasim gerektirmektedir ve hata yapilma olasilig1 yiiksektir. Toz halindeki klavulonik
asit antibiyotik disklerine gore ticari olarak kolay elde edilebilen bir madde degildir ve
saklama kosullarina ¢ok dikkat edilmesi gerekmektedir. Hava ve nem gecirmeyen, soguk
ortamlarda saklanmadiginda potensini kisa siirede kaybetmektedir. Kullanilacak biitiin
sefalosporin diskleri tek plakta test edilebilir ancak rutin disk difiizyon testine ek olarak
klavulonik asit iceren plak kullanilmasim gerektirmektedir. Kombine disk difiizyon ve cift
disk sinerji testiyle karsilastirlldiginda rutin duyarlilik testlerine gore iki kat besiyeri ve
antibiyotik diski kullanimini gerektirdiginden hem harcanan zamanin hem de maliyetin
artmasina neden olacag1 gozlenmistir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda
IPD testinin kombine disk difiizyon ve cift disk sinerji testiyle sonu¢ alinamayan siipheli
suslarda kullanilabilecek giivenilir bir ikincil test oldugu diisiiniilmiistiir.

Sefalosporin  MIK degerlerinin tek baglarina ve klavulonik asit varliginda
belirlenmesiyle ~GSBL  saptanmast CLSI tarafindan Onerilen GSBL  saptama

yontemlerindendir (14). Calismamizda, mikrodiliisyon testi kombine disk difiizyon testiyle
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GSBL iiretimi saptanan bir S.liguefaciens susunda GSBL {iretimini saptayamamuistir.
Kombine disk difiizyon testiyle karsilastirildiginda duyarhiliginin %98.9, 6zgiilliigiiniin
%100 oldugu bulunmustur. Giivenilir bir test olmasina ragmen rutin laboratuvarlarda
uygulanabilecek diger fenotipik testlere gore teknik olarak daha zordur. Mikroplaktaki her
kuyucukta 4 mg/L klavulonik asit bulunmasi icin kullanilmasi gereken miktar ¢ok iyi
hesaplanmalidir. Klavulonik asitin pH’1 ayarlannmis fosfat tamponunda c¢oziilmesi
gerekmektedir. Bu tamponun da hazirlanmasi zaman almaktadir. inokulum miktari da testin
sonuclarini degistirebilir. Inokulum miktar1 artii zaman direng oranlarinda degisiklik
goriilmektedir. Testin dogru yorumlanabilmesi icin inokulum miktarmin dogru olarak
ayarlanmasi gerekmektedir. Sefalosporinlerin MIK degerleri test edilen smirlar disinda
olabilmektedir. MIK degeri 0.5 pg/ml altinda veya 256 pg/ml iizerinde oldugunda testin
degerlendirilmesi zorlagsmakta ve tekrarlanmasi1 gerekmektedir (4, 69).

Sonu¢ olarak genislemis spektrumlu beta laktamazlarin (GSBL) Gram negatif
bakterilerde olusturdugu antibiyotik direnci infeksiyonlarin tedavisinde onemli bir sorunu
giindeme getirmektedir. Bu sorunun ¢oziilmesinde mikrobiyoloji laboratuvarinin rolit GSBL
iireten bakterilerin dogru olarak, miimkiin olan en kisa siirede saptanmasi ve klinisyene
bildirilmesidir. Bu calismadan elde ettigimiz verilere dayanarak cift disk sinerji testinin
kisith imkanlara sahip laboratuvarlarda bile uygulanabilecek ucuz, kisa siirede sonu¢ veren

giivenilir bir test oldugu sonucuna varilmistir.
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