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KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN KLEBSIELLA PNEUMONIAE
SUSLARINDA GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZLARIN
BELIRLENMESINDE UC YONTEMIN KARSILASTIRILMASI
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OZET

Yatan hastalarin kan kiiltiir orneklerinden soyutlanan Klebsiella pneumoniae suglarinda GSBL siklig1, GSBL saptan-
masinda ¢ift disk sinerji testi (CDST), kombine (modifiye) disk sinerji testi ve CT/CTL E-testin karsilagtirilmasi amaglanmig-
tir.

Laboratuvarimizda izole edilen 102 Klebsiella pneumoniae susunda kombine (modifiye) disk sinerji testi ile % 63.7 ora-
nminda GSBL varligi tespit edilmigtir. CDST ve E-test yontemlerinin kombine disk yontemine gore segicilikleri % 100, duyar-
liliklar ise ¢ift disk sinerji testinde % 96.9, CT/CTL E-test yonteminde ise % 93.9 olarak saptanmgstir. Ug yontemin tutarli-
lik analizlerinde istatistiksel olarak birbirleriyle uyumlu oldugu goriilmiis, gozlenen tutarhiliklart % 95'in iizerinde bulun-
mugtur (p<0.05).

GSBL tespitinde, rutin antibiyogramda disk dizilimleri degistirilerek uygulanan CDST; hizli, ucuz ve giivenilir bir
yontem olarak degerlendirilmis ve kuskulu suslara ek olarak kombine (modifiye) disk sinerji testinin de uygulanmasi ile du-
yarlihi§im daha da yiikselebilecegi sonucuna varilmigstir.

Anahtar sozciikler: ¢ift disk sinerji testi, E-test, geniglemis spektrumlu beta-laktamaz, kombine disk sinerji testi
SUMMARY

Comparison of Three Methods in Detection of Extended-Spectrum Beta-lactamases in Klebsiella pneumoniae
Strains Isolated from Blood Cultures

This study was carried out to compare the double disk synergy test, combined (modified) disk synergy test, CT/CTL E-
test methods for detection of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) in Klebsiella pneumoniae strains isolated from hos-
pitalized patient’s blood cultures.

One hundred and two Klebsiella pneumoniae strains were isolated from blood samples sent from different clinical de-
partments. GSBL was observed in 63.7 % of isolates with combined disk synergy test. The specificity of double disk synergy
test and E-test methods with respect to combined disk synergy test was 100 %, sensitivity was 96.9 % in double disk synergy
test and 93.9 % in E-test. All three methods were statistically consistent with each other with a 95 % consistency (p<0.05).

For GSBL detection; double disk synergy test is cost-effective, simple and sensitive but especially for suspected strains
combined disk synergy test could be used with double disk synergy test to increase the sensitivity of the tests.

Keywords: combined disk synergy test, double disk synergy method, E-test, extended-spectrum beta-lactamase

GIRIS onemli mekanizma beta-laktamaz tiretimidir.

Beta-laktamaz enzimi tireten Gram negatif bak-

Guniumiizde bakterilerin beta-laktam anti- teriler, penisilinleri ve 1. kusak sefalosporinleri
biyotiklere karsi direng gelistirmesindeki en aktif bir bicimde parcaladiklari halde sefotak-
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sim, seftazidim ve aztreonam gibi genis spek-
trumlu beta-laktam ajanlara etkileri yetersizdir.
Fakat 1980°1li yillardan baslayarak genis spek-
trumlu beta-laktam ajanlarin kliniklerde yaygin
kullanimlar1 sonucunda, bu ana enzimleri kod-
layan genlerdeki nokta mutasyonlarina baglh
olarak yeni enzimler tiiremistir. Bu enzimler
“genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL)” olarak adlandirilmaktadir’.8). GSBL'ler
genis spektrumlu penisilinazlarin tiirevleridir
ve cogu TEM ya da SHV enzimlerinden koken
almaktadir®. Son yillarda aminoasit sekansla-
ma calismalar1 sonucunda GSBL 9 farkl yapisal
veya gelisimsel grup iginde arastirilmaktadir.
Bunlar TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER, VEB,
GES, TLA ve BES aileleridir. Bunlar da kendi
icinde alt tiplere ayrilmaktadir. Ornegin; yakla-
sik 90'in tizerinde TEM-tipi ve 25'in {izerinde
SHV-tipi beta-laktamaz enzimi bulunmakta-
dir®).

GSBL salgilayan suslarin saptanmasi igin
klavulanik asidin bu enzimlerin aktivitesini in-
hibe etmesi temeline dayanan cesitli yontemler
kullanilmaktadir. GSBL saptanmasinda kullani-
lan yontemlerin duyarlilik ve ozgiilliikleri de
degismektedir. Standart disk difiizyon testleri
GSBL iiretimini % 48 oraninda yakalayabilmek-
tedir. Bu nedenle bu enzimleri tespit etmek icin
ilave testlere ihtiyag vardir. GSBL tiretimini be-
lirlemek icin en sik uygulanan test cift disk si-
nerji testi (CDST)’dir. Ancak bu testin optimal
disk uzakligr konusunda tam bir standardizas-
yon yoktur®.

Bu calismada, yatan hastalarin kan kultiir-
lerinden izole edilen Klebsiella pneumoniae susla-
rinda GSBL varliginin tespitinde cift disk sinerji
testi ve GSBL E-test yonteminin, CLSI'nin feno-
tipik dogrulama testi olarak onerdigi kombine
(modifiye) disk diflizyon testine gore ozgiillii-
guniin ve duyarliliginin belirlenmesi amaglan-
magtir.

GEREC VE YONTEM
Nisan 2005 - Ekim 2006 tarihleri arasinda

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Mer-
kez Mikrobiyoloji Laboratuvari Bakteriyoloji
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Boltimiine gesitli kliniklerden gelen yatan hasta-
lara ait kan kiltiir 6rnekleri incelenmistir.

Orneklerin isleme alinmast:

Cesitli kliniklerden hastalara ait kan kiil-
tiir ornekleri Bakteriyoloji Laboratuvarma oto-
matize kan kiltiri siseleri ile (aerobik
BacT/ALERT FA bottle, bioMerieux, France)
gonderilmistir. Otomatize sistemde BacT/ALERT
3D (bioMerieux, France) 5 giin tutulan kan kl-
tiir orneklerinde tireme sinyali veren siselerden,
steril kogullarda kanli agar (Oxoid) ve EMB aga-
ra (Oxoid) pasaj yapilarak, 35°C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Ureyen mikroorganizmalarin
besiyerinde koloni morfolojilerine gore, mukoid
goriinlimde olanlardan Gram negatif ozellige
uyan koloniler segilerek incelenmeye almmustur.

Bir hastadan ikinci kez ayn1 bakteri tirese
bile sadece biri ¢alismaya alinmustir.

Suslarin identifikasyonu:

EMB besiyerinde tireyen bakteri kolonile-
rinden konvansiyonel yontemler ile Klebsiella
olarak belirlenen izolatlar, API ID 32E (bioMe-
rieux, Fransa) panelleri ile tiir diizeyinde tanim-
lanmustir. Bu bakteriler daha sonra yapilacak in-
celemeler i¢in saklanmak amaci ile, cryobank
(Mastdiagnostics) boncuklar: iginde -20°C’de
stoklanmuistur.

Tim testlerde kontrol i¢in ATCC 25922
Escherichia coli ve ATCC 700603 K.pneumoniae
standart suslar1 kullanilmistir.

GSBL varliginin ¢ift disk sinerji testi
(CDST) ile arastirilmasz:

Bu yontemde 0.5 McFarland standardina
uygun hazirlanan bakteri slispansiyonundan
Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerine ekiiv-
yonla stirlintii ekim yapilmistir. Besiyeri plagi-
nin tam ortasima amoksisilin-klavulanik asit dis-
ki (AMC; 20/10 pg) ile etrafina disk merkezleri
arasindaki uzaklik 25 mm olacak sekilde seftazi-
dim (CAZ), seftriakson (CRO), sefotaksim
(CTX), aztreonam (ATM), imipenem (IPM)
diskleri yerlestirilmistir. 35°C’de 18-24 saat in-
kiibasyondan sonra, sefalosporinlerin veya
ATM etrafindaki inhibisyon zonunun AMC dis-
kine dogru genislemesi veya arada bakterinin
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tiremedigi bir sinerji alaninin bulunmasi GSBL
varligini, aksi durum ise GSBL negatif oldugu-
nu gostermistir. Inhibisyon zonu olusmadigin-
da veya kiiciik zon olustugunda disk arasi
uzaklik 20 mm’ye diistiriilmiis, ¢ok genis zon
caplar olustugunda ise diskler aras1 uzaklik 30
mm’ye gikarilmigtir®.

GSBL varliginin kombine disk (modifiye
disk) sinerji ile arastirilmasi:

CLSI'nin® fenotipik dogrulama testi ola-
rak Onerdigi kombine disk (modifiye) sinerji
yonteminde ise yine MHA bulunan plaklara sii-
riintii ekim yapilarak, oda sicakliginda 15 daki-
ka bekletilmistir. Ekim yapilan plaklara seftazi-
dim (30 pg), sefotaksim (30 ng), seftazidim-kla-
vulanik asit (30/10 pg) ve sefotaksim-klavula-
nik asit (30/10 pg) diskleri yerlestirilmistir.
35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra, sefo-
taksim ve seftazidim diskinin inhibisyon zon
capinin, CLSI onerileri dogrultusunda klavula-
nik asit ile test edildiginde tek basina test edil-
mesine gore >5 mm artmasi GSBL pozitif kabul
edilmistir®).

GSBL varliginin E-test yontemi ile arasti-
rilmasi:

Ticari olarak hazirlanmis ve tek stripin bir
tarafina sefotaksim diger tarafina sefotaksim-
klavulanik asit (CT/CTL) emdirilmis olan E-test
(AB Biodisk, Solna, Isvec) seritleri kullanilmis-
tir. 0.5 McFarland standardina uygun hazirla-
nan bakteri siispansiyonlar1 Mueller-Hinton be-
siyerlerine ekiivyonla ekilmistir. Ekim yapilan
plaklara sefotaksim/sefotaksim-klavulanik asit
E-test seridi yerlestirilmistir. 35°C’de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra, sefotaksim MIK degeri-
nin, sefotaksim/klavulanik asit MIK degerin-
den en az 8 kat fazla olmas1 GSBL pozitif, aksi
ise GSBL negatif kabul edilmistir(®.

Istatistiksel analiz:

Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde;
Statistical Package for Social Sciences version
13.0 (SPSS) bilgisayar programi kullanilmaistir.
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BULGULAR

izole edilen 102 K.pneumoniae susunun
CLSI'nun fenotipik dogrulama testi olarak oner-
digi kombine disk (modifiye) sinerji testi ile
65'inde (% 63.7) GSBL varlig1 belirlenmistir. Bu
suslarin 63’tinde CDST ile, 61'inde CT/CTL E-
test ile GSBL varlig1 saptanmuistir. Suslarin 61’in-
de her ti¢ yontem ile GSBL pozitifligi bulun-
mustur (Tablo 1).

Tablo 1: GSBL pozitiflik oranlarinin yontemlere gore dagilimi.

Yontem GSBL pozitif GSBL negatif
CDST 63 (% 61.8) 39 (% 38.2)
CT/CTL E-test 61 (% 59.8) 41 (% 40.2)
Kombine disk sinerji 65 (% 63.7) 37 (% 36.3)
Her 1ic test ile 61 (% 59.8) 41 (% 40.2)

Cift disk sinerji testi ve CT/CTL E-test
yontemlerinin kombine disk ydntemine gore
duyarlilik ve segicilik oranlari tablo 2’de sunul-
mustur. Iki yontemin de secicilikleri kombine
disk yontemine gore % 100, duyarhiliklar: ise gift
disk sinerji testinde % 96.9, CT/CTL E-test yon-
teminde ise % 93.9 olarak saptanmistir. Ug yon-
temin de tutarlilik analizlerinde istatistiksel ola-
rak birbirleriyle uyumlu oldugu gorilmiistiir
(p<0.05) (Tablo 3).

Tablo 2: CDST ve E-test yontemlerinin, kombine disk yontemine
gore duyarlilik ve segicilikleri.

Yontem Duyarhilik  Segicilik ~ Pozitif =~ Negatif
prediktif prediktif
deger deger
CDST % 96.9 %100 %100 % 94.9
CT/CTL E-Test % 93.9 %100 %939 % 90.2

Tablo 3: GSBL belirlenmesinde kullanilan yontemlerin kargilag-
tirllmasi (Tutarhilik analizi).

Yontemler Gozlenen Kappa Anlamlilik
tutarlilik degeri (p)

1-2 0.98 0.958 0.0001

2-3 0.98 0.959 0.0001

1-3 0.96 0.917 0.0002

1: Kombine disk difiizyon testi; 2: Cift disk sinerji testi;
3: CT/CTL E-test.
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TARTISMA

Hastane ve toplum kokenli infeksiyonlara
neden olan mikroorganizmalarda GSBL varligi-
nin belirlenmesi 6nemlidir. Cilinkii buna gore
antibiyotik tedavi rejimine karar verilerek infek-
siyonlarin yayilmasi engellenecek, tedavi mali-
yeti diistirtilecek, mortalite ve morbidite azala-
caktir. Bunun igin en basta bakterinin tirettigi
GSBL enziminin dogru olarak saptanmas: ge-
reklidir®.

GSBL'lerin rutin laboratuvarlarda tanim-
lanmalarinin gerekliligi tartismali olsa da yuka-
ridaki nedenlere bakildiginda klinik mikrobiyo-
loji laboratuvarlarinda rutin olarak GSBL sapta-
ma yontemleri uygulanmali ve sonuglar buna
gore yorumlanmalidir. GSBL saptama yontem-
leri, tarama ve dogrulama testleri olarak iki ki-
simda incelenebilir. Disk difiizyon ve diltisyon
tarama testlerinde CLSI'min 6nerdigi gibi farkl
genis spektrumlu beta-laktamlar kullanilarak
testin duyarlilig belirgin olgtide arttirilir. Feno-
tipik dogrulama testleri klavulanik asit ve indi-
kator sefalosporin ve/veya monobaktam ara-
sindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayan-
maktadir. Bu testler GSBL'leri beta-laktamaz in-
hibitorlerinden etkilenmeyen AmpC tipi enzim-
lerden ayirmaktadir. Dogrulama amaciyla sik
olarak kullanilan yontemler arasinda; klavula-
nik asit iceren kombinasyon diskleri, ift disk si-
nerji testi, MIK’in saptandig1 diliisyon yéntem-
leri, E-testin GSBL stripleri ile MIK saptanmast
sayilabilir(14).

GSBL olusturan Klebsiella tirlerinin in-vit-
ro tespit edilebilmesi i¢in CLSI, beta-laktam /be-
ta-laktamaz inhibitorii sinerjisinin gosterilmesi
temeline dayanan tarama ve fenotipik dogrula-
ma testini 6nermistir®. Ancak GSBL tayininde,
CDST halen en yaygin, en ucuz ve en kolay yon-
tem oldugu i¢in tilkemizde ve pek ¢ok mikrobi-
yoloji laboratuvarinda kullanilmaktadir(3,17),
Bazi yazarlarca CDST’nin ¢ok diistik diizeydeki
beta-laktamaz tiretimini bile belirleyebildigi ve
bu nedenle 6nerilebilir bir yontem oldugu belir-
tilmistir1®). CDST, laboratuvarlarda rutin anti-
biyogram disklerinin dizilimleri degistirilerek,
GSBL tarama testi olarak uygulanmaktadir. An-
cak diskler arasindaki mesafe konusunda halen
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standardizasyon sorunu vardir ve test tiim
GSBL'leri saptayamamaktadir. CDST'nin giive-
nilirligini azaltan gesitli faktorler bulunmakta-
dir. Ornegin bazi suslar tarafindan yiiksek dii-
zeyde olusturulan sefalosporinazlar, sinerjik et-
kinin goriilmesini engelleyebilmektedir. Diskler
arasmdaki uzakligin da deneyin sonucunu etki-
ledigi, bazen GSBL olusturan suslarla yapilan
ve diskler arasindaki uzakligin 30 mm olarak
ayarlandig1 deneylerde yanlis negatif sonuglar
elde edildigi bildirilmektedir. Ayrica klavulanat
diskinde meydana gelebilecek potens kaybinin
da dikkate almmmasi gerektigi belirtilmekte-
dir(12), E-test yontemi ise disk difiizyon ve mik-
rodiliisyon yontemlerinin kombinasyonudur ve
yakin zamanda kullanima girmistir.

Ulkemizde bu konu ile ilgili benzer galis-
ma yapan Eskitiirk ve ark.(10) hastalardan izole
ettikleri K.pneumoniae suslarinda CDST yontemi
ile GSBL oranini % 52, E-test metodu ile de % 52
olarak bulmuslardir. Hastane infeksiyonu izola-
t1 K.pneumoniae suslarinda Abacioglu ve ark(D.
CDST ile % 50, E-test ile de % 62.5 GSBL pozitif-
ligi bulmuglardir. Hastane infeksiyonu etkeni
K.pneumoniae izolatlarinda Yiicesoy ve ark.(22)
ise E-test metoduyla % 57.1 oraninda GSBL tes-
pit etmiglerdir. Kagmaz ve ark.(13 hastane in-
feksiyonu etkeni Klebsiella spp. ve E.coli'de
CDST'nin duyarhiligimi % 82, 6zgiilliigiinii ise
% 85 olarak bulmuslardir. Ak¢am ve ark.
GSBL tiretimini saptamada CDST ve E-test yon-
temlerini karsilastirmis ve anlaml bir fark bula-
mamuglardir.

Yurt disinda yapilan ¢alismalarda Steward
ve ark.20) 139 GSBL pozitif K.pneumoniae susun-
dan 117 (% 84) izolat1 kombine (modifiye) disk
sinerji yontemle pozitif bulmuslardir. Bunlarin
104’tinde (% 89) hem sefotaksim hem de seftazi-
dim GSBL'yi belirlemekte, 11’inde (% 9) sadece
seftazidim ve 2’sinde (% 2) sefotaksimin GSBL’yi
belirlemede etkili oldugunu ifade etmisler-
dir@0. Vercauteren ve ark.D ise, GSBL tirettigi
bilinen suslarin E-test GSBL stripleri ile % 81'i
saptanabilirken, bu oranuin CDST igin % 97, tig
boyutlu test i¢in ise % 91 oldugunu bildirmisler-
dir.

Yaptigmmiz calismada kan kiltiirii izolat:
K.pneumoniae suslarinda GSBL tretim orani
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kombine (modifiye) disk sinerji testi ile % 63.7
olarak bulunmustur. Bu oranin yurt igi (11,15,16)
ve baz1 yurt dis119 galismalarla uyumlu oldugu
gortlmisttr. Izole ettigimiz suslarda, CDST
yontemiyle % 61.8, CT/CTL E-test yontemiyle
% 59.8’inde GSBL varlig: tespit edilmistir. Kom-
bine (modifiye) disk sinerji testine gore duyarl-
liklar;; CDST’de % 96.9, CT/CTL E-test yonte-
minde % 93.9 olarak bulunmustur. Secicilikleri
ise; her iki test icin % 100’d{ir.

Calismamizda CDST’de yiiksek oranda
duyarlilik ve seciciligin belirlenmesinin sebebi;
diskler aras1 mesafeye dikkat edilmesi ve gerek-
tiginde uzakligin 20 mm’ye indirilerek tekrar
calisiilmasindandir. Diger bir faktor de indikator
antibiyotiklerin tiimiiniin (aztreonam, seftriak-
son, seftazidim, sefotaksim) CDST’inde kulla-
nilmasi olabilir. Buna ragmen CDST’inde iki sus
dogrulama testine gore yalanci negatiflik gos-
termistir.

Hem CDST'nin hem de E-testin dogrula-
ma testine gore yiiksek duyarlilik ve segicilik
gostermesine ragmen E-testteki (% 59.8) farklili-
gin sebebi; E-testin diisiik miktardaki GSBL leri
saptayamamasi ve sadece CT/CTL E-test strip-
leriyle calisiimasinin olabilecegi tahmin edil-
migtir. Seftazidim/seftazidim-klavulanik asit
(TZ/TZL) E-test ile birlikte kullanildiginda du-
yarlihgin biraz daha artabilecegi diigtiniilmiis-
tiir. Ancak E-testin maliyetinin yiiksek olmasi
kullanimini engellemektedir(210.13),

Calismamizda CDST ve E-testinin, kombi-
ne (modifiye) disk sinerji testine gore duyarhilik
ve secicilikleri arasinda anlaml bir fark bulun-
mamustir. Bu sonug yapilan diger calismalarla
uyumlu bulunmustur21013). CDST'nin, kolay
ve ucuz bir yontem oldugu, ancak GSBL saptan-
masinda tek basina kullanildiginda tiim
GSBL’leri saptayamadigl goriilmiistiir. E-test
ise pahali bir yontem olmasina ragmen diisiik
diizeydeki GSBL’leri belirleyememektedir. Mo-
lekiiler testler disinda hicbir test GSBL belirlen-
mesinde tek basina % 100 duyarlilikta degildir.
Bu c¢alismada imkan saglanamadig: icin mole-
kiiler yontemlerle GSBL oranlari ve tipleri aras-
tirlamamustir.

Sonug olarak; tedavisi pahal1 ve gii¢ hasta-
ne infeksiyonlarma neden olan K.pneumoniae
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suslarinda GSBL tretim oranlariin stirekli iz-
lenmesi, yayilimlarinin Onlenmesi igin genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin dikkat-
li kullanilmasi, kolonize veya infekte hastalarin
izolasyonu, risk altindaki hastane boliimlerinde
dikkatli ve ayrmtili siirveyans g¢alismalarinin
yapilmasi gereklidir. GSBL belirlenmesinde ise
E-testin pahali olmasi nedeni ile rutinde uygula-
namayacagi, buna karsilik rutin antibiyogram
disklerinin dizilimlerinin degistirilip CDST ola-
rak yapilmasi ve siipheli suslara dogrulama tes-
ti olarak kombine (modifiye) disk sinerji testinin
uygulanmasiin dogru olacag diistiniilmiisttir.

Tesekkiir: Bu calisma Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma
Proje Koordinatorliigli tarafindan desteklenen (BAP Proje
No: 06102014) proje kapsaminda gergeklestirilmistir. Katki-
larindan dolay1 tesekkiir ederiz.
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