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Aragtirma

Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae Suglarmda GSBL
Uretiminin Saptanmasinda VITEK- 2 Otomatize Sistemi ile
Cift Disk Siner;ji Testinin Kargilagtiriimasi®

Serpil GENC, Devrim DUNDAR

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Amag: CLSI ve EUCAST in yenilenen dokiimanlarinda
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varliginin
arastirdmast rutin olarak dnerilmese de, hdlen enfeksiyon
kontrolii amaci ile ve epidemiyolojik ¢alismalarda aragsti-
rimast onerilmektedir. Bu ¢calismada, GSBL varligin sap-
tamada VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) tam otomatize sis-
temi ile Cift Disk Sinerji (CDS) testi arasinda fark olup
olmadigimin arastirilmas1 amaglanmgtir.

Gereg ve Yontem: Cegitli klinik orneklerden 2014 yili ice-
risinde enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 95 Escherichia
coli ve 61 Klebsiella pneumoniae susu ¢calismaya alinmug-
tir. Daha once VITEK 2 sistemi ile duyarlilik testleri yapil-
mis olan suglar stoktan ¢ikarildiktan sonra iki kez pasaj-
lanmig ve CDS testi uygulanmustir. VITEK 2 ile GSBL
pozitif bulunan alti K. pneumoniae ve iki E. coli susu CDS
testinde tiim antibiyotiklere direngli bulundugundan, deger-
lendirmeye alinmanugtir.

Bulgular: VITEK 2’nin GSBL negatif sonug verdigi bir
E. coli ve ii¢ K. pneumoniae susu CDS testi ile GSBL pozi-
tif; VITEK 2’nin GSBL pozitif sonug verdigi on iki E. coli
ve dort K. pneumoniae susu ise CDS testi ile negatif bulun-
mugtur. CDS testi altin standart olarak kabul edildiginde,
VITEK 2’nin duyarliigt %93.3, ozgiilliigii %81.8, yanlis
pozitiflik orant %18.1, yanlis negatiflik orant %6.6 ve dog-
ruluk orant %86 4 olarak saptanmugtir.

Sonug¢: Calismamizda elde ettigimiz verilere gore, VITEK
2 otomatize sistemi ile GSBL saptanmasinda yalanci nega-
tif ve yalanci pozitif sonuglar alinabilmekle birlikte, duyar-
lilik ve ozgiilliigiiniin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak
bunun referans yontem olmadigr unutulmamali, uyumsuz
sonuglarda ikinci bir test ile GSBL varligi/yoklugu dogru-
lanmalidir.

Anahtar kelimeler: Cift disk sinerji testi, GSBL, VITEK 2

SUMMARY

Comparison of VITEK-2 Automated System and Double
Disk Synergy Test for Detection of ESBL Production of
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae Strains

Objective: Although routine investigation of the presence
of the ESBL is not recommended in the new CLSI and
EUCAST guidelines, it is recommended to test ESBL as a
part of infection control and for epidemiological purposes.
The aim of this study was to compare Disk Approximation
Method (DAM) and VITEK 2 (bioMérieux, France) fully
automated test system fort he determination of ESBL in
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains.

Materials and Methods: A total of 95 E.coli and 61
K. pneumoniae strains isolated from various clinical
specimens in 2014 were included in the study. The antibiotic
susceptibility testing of the isolates were previously
performed by VITEK 2 system. DAM was performed on the
strains which were grown from the stock series. Six
K. pneumoniae and two E. coli strains which were ESBL
(+) with VITEK 2, were found to be resistant to all antibi-
otics with DAM and these isolates were not assessed.

Results: One E. coli and three K. pneumoniae strains were
found ESBL negative with VITEK-2, but were positive with
DAM, twelve E. coli and four K. pneumoniae strains were
found ESBL positive with VITEK-2, but were negative with
DAM. Sensitivity, specificity, false positive, false negative
and accuracy rates of VITEK-2 were 93.3%, 81.8%,
18.1%, 6.6% and 86.4% respectively when DAM was
accepted as the gold standard test.

Conclusion: According to the data obtained in this study it
was concluded that although VITEK 2 automated system
vielded false negative and false positive results, it revealed
high sensitivity and specificity for ESBL detection. However,
since automated systems are not considered as reference
methods, discordant ESBL results should be verified with a
second test.
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GIRIS

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)’lar;
penisilinleri, 1.-4. kusak sefalosporinleri ve
monobaktamlart hidrolize eden enzimlerdir ve
bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olur-
lar. Klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi
beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olurlar.
Sefamisinler ve karbapenemler bu enzimlerden
etkilenmez. GSBL’ler ilk kez 1983 yilinda
tanimlanmistir ve diinya genelinde yaygin ola-
rak goriilmektedir”. GSBL iiretimi genellikle
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Proteus mirabilis basta olmak lizere enterik bak-
terilerde goriilmekle birlikte, Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi
non fermentatif bakterilerde de gozlenmek-
tedir®®. GSBL enzimleri kromozomal ve bakte-
riler arasinda aktarilabilen plazmidler iizerinde
kodlanmaktadir®. GSBL’lerin TEM, SHYVY,
CTX-M, OXA, PER, GES gibi cesitli tipleri
bulunmaktadir ve giliniimiizde 250’den fazla
GSBL enzimi tanimlanmistir’”. GSBL iireten
bakteriler ¢ogul diren¢li oldugundan, neden
olduklar1 enfeksiyonlarda kullanilabilecek anti-
biyotikler kisitlanmakta ve tedavileri zorlagmak-
tadir. Hastalarin hastanede yatis siiresi uzamakta
ve beraberinde hastane enfeksiyonu gelisimine
zemin hazirlamaktadir.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) ve EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing)’in yenile-
nen dokiimanlarinda GSBL varliginin aragstiril-
masi1 rutin olarak Onerilmese de, halen enfeksi-
yon kontrolii amaci ile ve epidemiyolojik calis-
malarda arastirilmasi Onerilmektedir!?. GSBL
saptanmasi amactyla tarama ve dogrulama test-
leri Onerilmektedir. Tarama testi olarak sefotak-
sim, seftriakson, seftazidim, sefpodoksim ile
disk difiizyon testiyle inhibisyon ¢ap1 veya agar/
broth dilisyon yontemi ile minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) saptanir. Saptanan zon
caplari, test edilen antibiyotikler icin uluslararasi

kaynaklarda belirlenen sinir degerlerinden kiigiik
veya MIK degerleri simir degerlerinden biiyiik
cikarsa dogrulama testi yapilmalidir. Dogrulama
testleri ise, kombinasyon disk testi (KDT), cift
disk sinerji testi (CDS), GSBL gradiyent strip
testi ve sivi mikrodiliisyon testi gibi fenotipik
testler ile PCR gibi genotipik testlerdir" 2. Cesitli
ticari kitler ve otomatize sistemler de GSBL
varligini saptayabilmektedir”.

CDS testi ucuz, uygulama ve degerlendirmesi-
nin kolay olmasi nedeniyle GSBL saptanmasi
icin laboratuvarlarda sik kullanilan yontemler-
den biridir7®.

Calismamizda, GSBL varliin1 saptamada
VITEK 2 (bioM¢érieux, Fransa) tam otomatize
sistemi ile CDS testinin karsilastirilmasi amacg-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM

Cesitli klinik orneklerden 2014 yili igerisinde
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 95 E. coli
ve 61 K. pneumoniae susu ¢aligmaya alinmigtir.
Daha 6nce VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) siste-
mi ile duyarlilik testleri yapilmis ve -80°C’de
saklanmakta olan suglar stoktan cikarildiktan
sonra iki kez pasajlanmis ve CDS testi uygulan-
migtir. Bunun igin taze bakteri kiiltiirtindeki
kolonilerden 0.5 McFarland bulanikligma esit
olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanip,
Mueller Hinton Agar plagina inokiile edilmistir.
Ug antibiyotik diski [aztreonam (30 pg), seftri-
akson (30 pg), seftazidim (30 pg)] amoksisilin-
klavulanik asit (20/10 pg) diskinin merkezinden
20 mm uzaga konularak, 35°C’de 18 saat inkiibe
edilmigstir™'¥. VITEK 2 ve CDS testi arasinda
uyumsuzluk bulunan 13 E. coli ve 7 K. pneumoniae
susu i¢in CDS testi 2 kez yinelenmis ve ayni
sonuglar alinmustir.

VITEK 2 ile GSBL pozitif bulunan alt1
K. pneumoniae ve iki E. coli susu CDS

37



testinde tiim antibiyotiklere direncli bulundu-
gundan degerlendirmeye alinmamuistir.

Antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlarinin
amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genis-
leme gostermesi veya diskler arasindaki bolgede
inhibisyon alani gdzlenmesi GSBL iiretimi ola-
rak degerlendirilmistirt).

Calismada kullanilan tiim antibiyotik diskleri
Oxoid (Oxoid Ltd, Basingstoke, Birlesik
Krallik) firmasindan saglanmistir. GSBL varli-
ginin degerlendirilmesinde pozitif kontrol susu
olarak K. pneumoniae ATCC 700603, negatif
kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922
kullanilmigtir™®.

BULGULAR

Calisilan suslarin 90’1 idrar, 26’s1 deri-yumusgak
doku, 21’1 solunum sistemi, 13’i steril viicut
s1visi, 6’s1 kan-kateter orneklerinden izole edil-
mistir (Tablo 1).

VITEK 2 ve CDS testlerine gore GSBL sonug-
lar1 Tablo 2’de goriilmektedir. VITEK 2’nin
GSBL negatif sonug verdigi bir E. coli ve ii¢
K. pneumoniae sugsu CDS testi ile GSBL pozi-
tif, VITEK 2’nin GSBL pozitif sonu¢ verdigi
on iki E. coli ve dort K. pneumoniae susu ise
CDS testi ile negatif bulunmustur (Tablo
2).

CDS testi referans alinarak yapilan degerlen-
dirmede, VITEK 2’nin duyarlilign %93.3,
ozgiilliigii %81.8, yanlis pozitiflik orani
%18.1, yanlis negatiflik oran1 %6.6 ve dogru-
luk orani %86.4 olarak saptanmistir.

Tablo 1. izolatlarin 6rnek tiiriine gore dagilimi.
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Tablo 2. VITEK 2 ve CDS testlerine gore GSBL sonuclari (sus
sayilari).

Cift Disk Sinerji testi

GSBL (+) GSBL (-) Toplam
VITEK-2 GSBL (+) 56 16 72
GSBL (-) 4 72 76
Toplam 60 88 148

TARTISMA

Sefalosporinler 1980’lerin basindan itibaren
kullanima girmistir ve yaygin olarak kullanilma-
st ile de mikroorganizmalardaki GSBL enzimi
tiretimi son yillarda artis géstermektedir. GSBL
varliginda tiim penisilinlere, sefalosporinlere
(sefamisinler hari¢) ve monobaktamlara karsi
direng gelismektedir. Bu durum tedavi bagarisiz-
ligina yol agmaktadir'®. Rutin hasta hizmeti
veren laboratuvarlarin ¢cogunda, is yiikiiniin fazla
olmasi nedeniyle GSBL varlig1 otomatize sis-
temler ile arastirilmaktadir. Eski CLSI ve
EUCAST kaynaklarinda, 6zellikle K. pneumoniae,
E. coli ve P. mirabilis icin GSBL tarama ve dog-
rulama testlerinin yapilmasi gerektigi bildiril-
mekte iken“”, yenilenen dokiimanlarda sefalos-
porinler ve aztreonamin sinir degerleri revize
edildiginden, GSBL taranmasi rutin olarak one-
rilmemektedir. Ancak, enzim varligimin bilinme-
sinin enfeksiyon kontrolii a¢isindan yararh ola-
cag1 vurgulanmaktadir®-.

Diinyanin pek cok bolgesinde GSBL iiretimini
saptayan yontemler ile ilgili cesitli ¢aligmalar
yapilmistir. Cesitli otomatize sistemler ve CDS
testi kullanilarak 150 enterik bakteri ile yapilmig
karsilagtirmal1 bir ¢aligmada, molekiiler metotlar
referans olarak alindiginda, VITEK 2 (bioMérieux,
Fransa), Phoenix Automated Microbiology

Deri ve Yamusak Doku Solunum Kan-Kateter Steril Viicut S1vis1 idrar
K. pneumoniae 11 4 2 29
E. coli 15 2 11 61
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System (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD,
ABD), MicroScan WalkAway-96 System (Dade
Behring, Inc., West Sacramento, CA, ABD),
CDS testi ve E-test yontemlerinin GSBL saptan-
masinda duyarhliklar1 sirasiyla %84.5, %100,
%98.6, %944, %98.6, ozgiilliikleri ise %93.9,
%51.5, %51.5, %97, %72.7 olarak bulunmusg ve
CDS testinin rutin laboratuvarlar i¢cin daha uygun
bir yontem olabilecegi sonucuna vartlmigtir".

Daha 6nce molekiiler yontemler ile caligilmig
olan 94 GSBL pozitif ve 71 GSBL negatif ente-
rik bakteri ile yapilan bir ¢alismada, VITEK
2’nin duyarliligt %90.5, 6zgiilligli %100, CDS
testinin duyarliligi %100, ozgiilligi %97.4,
kombine disk testinin duyarliligi %90.5, 6zgiil-
liigii %100 olarak saptanmigtir!®.

GSBL pozitifligi kombinasyon disk difiizyon
testi ile belirlenmis olan 117 enterik bakteri ile
yapilan bir calismada, VITEK-2 ile suslarin
%91°1, CDS testi ile ise %97°si GSBL pozitif
olarak saptanmis ve VITEK 2’nin yalanci nega-
tif sonuglar verebilmesine ragmen, laboratuvar-
larda rutin olarak kullanilabilecegi belirtil-
migtir®.

Murat Mehli ve ark.!® tarafindan 321 enterik
bakteri ile yapilan bir calismada ise, GSBL sap-
tamada CDS testi ile karsilagtirildiginda VITEK
2’nin duyarlilik ve ozgiilliigii sirasiyla %100,
%94.1 olarak saptanmustir.

Molekiiler metodlar referans alinarak 1129 ente-
rik bakteri ile yapilan bir bagka calismada ise,
VITEK-2’nin duyarliligt %98.1, ozgiilligi
%99.7 olarak saptanmig ve VITEK 2 otomatize
sisteminin GSBL saptamada rutin olarak kulla-
nilabilecegi sonucuna varilmigtir'”,

E. coli suglarinda GSBL saptanmasi i¢in ¢esitli
yontemlerin karsilagtirildigr bir calismada, ¢ali-
stlan 42 sustan 20’si CDS testi ile, 15’1 VITEK
2 ile GSBL pozitif olarak saptanmistir. En fazla

pozitifligi 40 sugla ChromID®ESBL (bioMérieux,
Fransa) yontemiyle saptamalarina ragmen, CDS
testinin fenotipik metotlar arasinda, E. coli susg-
larinda GSBL saptanmasi i¢in en uygun metot
oldugunu belirtilmigtir'®.

Calismamizda, CDS testi ile karsilagtirildiginda
VITEK 2’nin duyarlilign %93.3, ozgiilliigii
%81.8, yanlis pozitiflik orant %18.1, yanlis
negatiflik oran1 %6.6 ve dogruluk oran1 %86.4
olarak saptanmistir. Ancak CDS testinin de
giivenilirliginin azaldig1 baz1 durumlarin oldugu
unutulmamalidir. GSBL ile birlikte yiiksek
diizey AmpC beta laktamaz, MBL (metallo beta
laktamaz) ve KPC (K. pneumoniae beta lakta-
maz) gibi karbapenemazlarin iiretimi, digaatim
mekanizmalar1 ve gecirgenlik azalmasi gibi
farkli diren¢ mekanizmalarinin birlikte bulun-
mast GSBL varlifim1 maskeleyebilir. Ayrica
klavulanik asite direngli olan bakteriler de CDS
testi ile degerlendirilemez"®. Bu verilere gore,
VITEK 2 otomatize sistemi ile GSBL saptanma-
sinda yalanci negatif ve yalanci pozitif sonuclar
almabilmekle birlikte, duyarlilik ve 6zgiilliigii-
niin yliksek oldugu goriilmektedir. Ancak bunun
referans yontem olmadig1 unutulmamali, uyum-
suz sonuglarda ikinci bir test ile GSBL varligi/
yoklugu dogrulanmalidir.
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