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Araştırma

ÖZET

Amaç: CLSI ve EUCAST’ın yenilenen dökümanlarında 
genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varlığının 
araştırılması rutin olarak önerilmese de, hâlen enfeksiyon 
kontrolü amacı ile ve epidemiyolojik çalışmalarda araştı-
rılması önerilmektedir. Bu çalışmada, GSBL varlığını sap-
tamada VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) tam otomatize sis-
temi ile Çift Disk Sinerji (ÇDS) testi arasında fark olup 
olmadığının araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çeşitli klinik örneklerden 2014 yılı içe-
risinde enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 95 Escherichia 
coli ve 61 Klebsiella pneumoniae suşu çalışmaya alınmış-
tır. Daha önce VITEK 2 sistemi ile duyarlılık testleri yapıl-
mış olan suşlar stoktan çıkarıldıktan sonra iki kez pasaj-
lanmış ve ÇDS testi uygulanmıştır. VITEK 2 ile GSBL 
pozitif bulunan altı K. pneumoniae ve iki E. coli suşu ÇDS 
testinde tüm antibiyotiklere dirençli bulunduğundan, değer-
lendirmeye alınmamıştır. 

Bulgular: VITEK 2’nin GSBL negatif sonuç verdiği bir 
E. coli ve üç K. pneumoniae suşu ÇDS testi ile GSBL pozi-
tif; VITEK 2’nin GSBL pozitif sonuç verdiği on iki E. coli 
ve dört K. pneumoniae suşu ise ÇDS testi ile negatif bulun-
muştur. ÇDS testi altın standart olarak kabul edildiğinde, 
VITEK 2’nin duyarlılığı %93.3, özgüllüğü %81.8, yanlış 
pozitiflik oranı %18.1, yanlış negatiflik oranı %6.6 ve doğ-
ruluk oranı %86.4 olarak saptanmıştır.

Sonuç: Çalışmamızda elde ettiğimiz verilere göre, VITEK 
2 otomatize sistemi ile GSBL saptanmasında yalancı nega-
tif ve yalancı pozitif sonuçlar alınabilmekle birlikte, duyar-
lılık ve özgüllüğünün yüksek olduğu görülmektedir. Ancak 
bunun referans yöntem olmadığı unutulmamalı, uyumsuz 
sonuçlarda ikinci bir test ile GSBL varlığı/yokluğu doğru-
lanmalıdır.

Anahtar kelimeler: Çift 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 
yielded 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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GİRİŞ

Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)’lar; 
penisilinleri, 1.-4. kuşak sefalosporinleri ve 
monobaktamları hidrolize eden enzimlerdir ve 
bu antibiyotiklere direnç gelişimine neden olur-
lar. Klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi 
beta-laktamaz inhibitörleri ile inhibe olurlar. 
Sefamisinler ve karbapenemler bu enzimlerden 
etkilenmez. GSBL’ler ilk kez 1983 yılında 
tanımlanmıştır ve dünya genelinde yaygın ola-
rak görülmektedir(1). GSBL üretimi genellikle 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve 
Proteus mirabilis başta olmak üzere enterik bak-
terilerde görülmekle birlikte, Pseudomonas 
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi 
non fermentatif bakterilerde de gözlenmek-
tedir(2,6). GSBL enzimleri kromozomal ve bakte-
riler arasında aktarılabilen plazmidler üzerinde 
kodlanmaktadır(9). GSBL’lerin TEM, SHV, 
CTX-M, OXA, PER, GES gibi çeşitli tipleri 
bulunmaktadır ve günümüzde 250’den fazla 
GSBL enzimi tanımlanmıştır(10). GSBL üreten 
bakteriler çoğul dirençli olduğundan, neden 
oldukları enfeksiyonlarda kullanılabilecek anti-
biyotikler kısıtlanmakta ve tedavileri zorlaşmak-
tadır. Hastaların hastanede yatış süresi uzamakta 
ve beraberinde hastane enfeksiyonu gelişimine 
zemin hazırlamaktadır.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards 
Institute) ve EUCAST (European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing)’ın yenile-
nen dökümanlarında GSBL varlığının araştırıl-
ması rutin olarak önerilmese de, hâlen enfeksi-
yon kontrolü amacı ile ve epidemiyolojik çalış-
malarda araştırılması önerilmektedir(1,2). GSBL 
saptanması amacıyla tarama ve doğrulama test-
leri önerilmektedir. Tarama testi olarak sefotak-
sim, seftriakson, seftazidim, sefpodoksim ile 
disk difüzyon testiyle inhibisyon çapı veya agar/
broth dilüsyon yöntemi ile minimum inhibitör 
konsantrasyon (MİK) saptanır. Saptanan zon 
çapları, test edilen antibiyotikler için uluslararası 

kaynaklarda belirlenen sınır değerlerinden küçük 
veya MİK değerleri sınır değerlerinden büyük 
çıkarsa doğrulama testi yapılmalıdır. Doğrulama 
testleri ise, kombinasyon disk testi (KDT), çift 
disk sinerji testi (ÇDS), GSBL gradiyent strip 
testi ve sıvı mikrodilüsyon testi gibi fenotipik 
testler ile PCR gibi genotipik testlerdir(1,2). Çeşitli 
ticari kitler ve otomatize sistemler de GSBL 
varlığını saptayabilmektedir(7). 

ÇDS testi ucuz, uygulama ve değerlendirmesi-
nin kolay olması nedeniyle GSBL saptanması 
için laboratuvarlarda sık kullanılan yöntemler-
den biridir(7,8). 

Çalışmamızda, GSBL varlığını saptamada 
VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) tam otomatize 
sistemi ile ÇDS testinin karşılaştırılması amaç-
lanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çeşitli klinik örneklerden 2014 yılı içerisinde 
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 95 E. coli 
ve 61 K. pneumoniae suşu çalışmaya alınmıştır. 
Daha önce VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) siste-
mi ile duyarlılık testleri yapılmış ve -80°C’de 
saklanmakta olan suşlar stoktan çıkarıldıktan 
sonra iki kez pasajlanmış ve ÇDS testi uygulan-
mıştır. Bunun için taze bakteri kültüründeki 
kolonilerden 0.5 McFarland bulanıklığına eşit 
olacak şekilde bakteri süspansiyonu hazırlanıp, 
Mueller Hinton Agar plağına inoküle edilmiştir. 
Üç antibiyotik diski [aztreonam (30 μg), seftri-
akson (30 μg), seftazidim (30 μg)] amoksisilin-
klavulanik asit (20/10 μg) diskinin merkezinden 
20 mm uzağa konularak, 35°C’de 18 saat inkübe 
edilmiştir(1,15). VITEK 2 ve ÇDS testi arasında 
uyumsuzluk bulunan 13 E. coli ve 7 K. pneumoniae 
suşu için ÇDS testi 2 kez yinelenmiş ve aynı 
sonuçlar alınmıştır.

VITEK 2 ile GSBL pozitif bulunan altı 
K. pneumoniae ve iki E. coli  suşu ÇDS 
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testinde tüm antibiyotiklere dirençli bulundu-
ğundan değerlendirmeye alınmamıştır.

Antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlarının 
amoksisilin-klavulanik asit diskine doğru geniş-
leme göstermesi veya diskler arasındaki bölgede 
inhibisyon alanı gözlenmesi GSBL üretimi ola-
rak değerlendirilmiştir(1).

Çalışmada kullanılan tüm antibiyotik diskleri 
Oxoid (Oxoid Ltd, Basingstoke, Birleşik 
Krallık) firmasından sağlanmıştır. GSBL varlı-
ğının değerlendirilmesinde pozitif kontrol suşu 
olarak K. pneumoniae ATCC 700603, negatif 
kontrol suşu olarak E. coli ATCC 25922 
kullanılmıştır(1).

BULGULAR 

Çalışılan suşların 90’ı idrar, 26’sı deri-yumuşak 
doku, 21’i solunum sistemi, 13’ü steril vücut 
sıvısı, 6’sı kan-kateter örneklerinden izole edil-
miştir (Tablo 1).

VITEK 2 ve ÇDS testlerine göre GSBL sonuç-
ları Tablo 2’de görülmektedir. VITEK 2’nin 
GSBL negatif sonuç verdiği bir E. coli ve üç 
K. pneumoniae suşu ÇDS testi ile GSBL pozi-
tif, VITEK 2’nin GSBL pozitif sonuç verdiği 
on iki E. coli ve dört K. pneumoniae suşu ise 
ÇDS testi ile negatif bulunmuştur (Tablo 
2).

ÇDS testi referans alınarak yapılan değerlen-
dirmede, VITEK 2’nin duyarlılığı %93.3, 
özgüllüğü %81.8, yanlış pozitiflik oranı 
%18.1, yanlış negatiflik oranı %6.6 ve doğru-
luk oranı %86.4 olarak saptanmıştır.

TARTIŞMA

Sefalosporinler 1980’lerin başından itibaren 
kullanıma girmiştir ve yaygın olarak kullanılma-
sı ile de mikroorganizmalardaki GSBL enzimi 
üretimi son yıllarda artış göstermektedir. GSBL 
varlığında tüm penisilinlere, sefalosporinlere 
(sefamisinler hariç) ve monobaktamlara karşı 
direnç gelişmektedir. Bu durum tedavi başarısız-
lığına yol açmaktadır(12). Rutin hasta hizmeti 
veren laboratuvarların çoğunda, iş yükünün fazla 
olması nedeniyle GSBL varlığı otomatize sis-
temler ile araştırılmaktadır. Eski CLSI ve 
EUCAST kaynaklarında, özellikle K. pneumoniae, 
E. coli ve P. mirabilis için GSBL tarama ve doğ-
rulama testlerinin yapılması gerektiği bildiril-
mekte iken(4,5), yenilenen dökümanlarda sefalos-
porinler ve aztreonamın sınır değerleri revize 
edildiğinden, GSBL taranması rutin olarak öne-
rilmemektedir. Ancak, enzim varlığının bilinme-
sinin enfeksiyon kontrolü açısından yararlı ola-
cağı vurgulanmaktadır(2,3). 

Dünyanın pek çok bölgesinde GSBL üretimini 
saptayan yöntemler ile ilgili çeşitli çalışmalar 
yapılmıştır. Çeşitli otomatize sistemler ve ÇDS 
testi kullanılarak 150 enterik bakteri ile yapılmış 
karşılaştırmalı bir çalışmada, moleküler metotlar 
referans olarak alındığında, VITEK 2 (bioMérieux, 
Fransa), Phoenix Automated Microbiology 

Tablo 1. İzolatların örnek türüne göre dağılımı.

K. pneumoniae
E. coli

Deri ve Yumuşak Doku

11
15

Solunum

15
  6

Kan-Kateter

4
2

Steril Vücut Sıvısı

  2
11

İdrar

29
61

Tablo 2. VITEK 2 ve ÇDS testlerine göre GSBL sonuçları (suş 
sayıları).

VITEK-2 GSBL (+)
GSBL (-)

Toplam

GSBL (+)

56
4

60

GSBL (-)

16
72

88

Toplam

  72
  76

148

Çift Disk Sinerji testi
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System (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD, 
ABD), MicroScan WalkAway-96 System (Dade 
Behring, Inc., West Sacramento, CA, ABD), 
ÇDS testi ve E-test yöntemlerinin GSBL saptan-
masında duyarlılıkları sırasıyla %84.5, %100, 
%98.6, %94.4, %98.6, özgüllükleri ise %93.9, 
%51.5, %51.5, %97, %72.7 olarak bulunmuş ve 
ÇDS testinin rutin laboratuvarlar için daha uygun 
bir yöntem olabileceği sonucuna varılmıştır(11). 

Daha önce moleküler yöntemler ile çalışılmış 
olan 94 GSBL pozitif ve 71 GSBL negatif ente-
rik bakteri ile yapılan bir çalışmada, VITEK 
2’nin duyarlılığı %90.5, özgüllüğü %100, ÇDS 
testinin duyarlılığı %100, özgüllüğü %97.4, 
kombine disk testinin duyarlılığı %90.5, özgül-
lüğü %100 olarak saptanmıştır(13).

GSBL pozitifliği kombinasyon disk difüzyon 
testi ile belirlenmiş olan 117 enterik bakteri ile 
yapılan bir çalışmada, VITEK-2 ile suşların 
%91’i, ÇDS testi ile ise %97’si GSBL pozitif 
olarak saptanmış ve VITEK 2’nin yalancı nega-
tif sonuçlar verebilmesine rağmen, laboratuvar-
larda rutin olarak kullanılabileceği belirtil-
miştir(14).

Murat Mehli ve ark.(16) tarafından 321 enterik 
bakteri ile yapılan bir çalışmada ise, GSBL sap-
tamada ÇDS testi ile karşılaştırıldığında VITEK 
2’nin duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla %100, 
%94.1 olarak saptanmıştır. 

Moleküler metodlar referans alınarak 1129 ente-
rik bakteri ile yapılan bir başka çalışmada ise, 
VITEK-2’nin duyarlılığı %98.1, özgüllüğü 
%99.7 olarak saptanmış ve VITEK 2 otomatize 
sisteminin GSBL saptamada rutin olarak kulla-
nılabileceği sonucuna varılmıştır(17).

E. coli suşlarında GSBL saptanması için çeşitli 
yöntemlerin karşılaştırıldığı bir çalışmada, çalı-
şılan 42 suştan 20’si ÇDS testi ile, 15’i VITEK 
2 ile GSBL pozitif olarak saptanmıştır. En fazla 

pozitifliği 40 suşla ChromID®ESBL (bioMérieux, 
Fransa) yöntemiyle saptamalarına rağmen, ÇDS 
testinin fenotipik metotlar arasında, E. coli suş-
larında GSBL saptanması için en uygun metot 
olduğunu belirtilmiştir(18).

Çalışmamızda, ÇDS testi ile karşılaştırıldığında 
VITEK 2’nin duyarlılığı %93.3, özgüllüğü 
%81.8, yanlış pozitiflik oranı %18.1, yanlış 
negatiflik oranı %6.6 ve doğruluk oranı %86.4 
olarak saptanmıştır. Ancak ÇDS testinin de 
güvenilirliğinin azaldığı bazı durumların olduğu 
unutulmamalıdır. GSBL ile birlikte yüksek 
düzey AmpC beta laktamaz, MBL (metallo beta 
laktamaz) ve KPC (K. pneumoniae beta lakta-
maz) gibi karbapenemazların üretimi, dışaatım 
mekanizmaları ve geçirgenlik azalması gibi 
farklı direnç mekanizmalarının birlikte bulun-
ması GSBL varlığını maskeleyebilir. Ayrıca 
klavulanik asite dirençli olan bakteriler de ÇDS 
testi ile değerlendirilemez(1,8). Bu verilere göre, 
VITEK 2 otomatize sistemi ile GSBL saptanma-
sında yalancı negatif ve yalancı pozitif sonuçlar 
alınabilmekle birlikte, duyarlılık ve özgüllüğü-
nün yüksek olduğu görülmektedir. Ancak bunun 
referans yöntem olmadığı unutulmamalı, uyum-
suz sonuçlarda ikinci bir test ile GSBL varlığı/
yokluğu doğrulanmalıdır.
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