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ÖZET

 Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimi bazı Gram negatif bakterilerde sefalosporinlere, geniş spektrum-
lu penisilinlere ve monobaktamlara karşı direnç sorununa neden olmaktadır. Tedavi başarısını arttırmak için bu enzimlerin 
varlığı çeşitli yöntemlerle araştırılmaktadır. Çalışmamızda Düzce Üniversitesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi  Klinik 
Mikrobiyoloji Laboratuvarında üretilen Escherichia coli ve Klebsiella suşlarında GSBL saptanmasında kullanılan fenotipik 
testlerin [disk difüzyon tarama testi (DDTT), çift disk sinerji testi (ÇDST), E-test] etkinliği karşılaştırılmıştır. Klebsiella spp. 
ve K.pneumoniae suşlarında, tarama testi ve E-test benzer sonuçlar vermiş iken ÇDST diğer testlerin saptayabildiği 
GSBL’lerin hepsini saptayamamıştır. Bu testin etkinliği, E-test ile karşılaştırıldığında Klebsiella spp. için p=0.002 ve K.
pneumoniae için p=0.041 düzeyinde ve tarama testi ile karşılaştırıldığında Klebsiella spp. için p=0.001 ve K.pneumoniae için 
p=0.041 düzeyinde, anlamlı olarak düşük bulunmuştur. E.coli suşlarında ise farklı olarak; ÇDST ile E-test sonuçları benzer 
iken (p=0.187), tarama testi ÇDST’ne göre anlamlı derecede daha etkin bulunmuştur (p<0.05). Sonuç olarak, Gram negatif 
bakteri kaynaklı infeksiyonların tedavisinde antibiyotiklerin hastaya uygulanıp uygulanmaması konusunda karar verirken 
ÇDST’nin tek başına kullanılmaması gerektiği, DDTT yapılmasının çok önemli olduğu ve E-test ile doğrulanması gerektiği 
düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: çift disk sinerji testi, disk difüzyon tarama testi, E-test, genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz, GSBL

SUMMARY

Comparison of Various Phenotypic Methods in Detection of Extended-spectrum Beta-lactamases

 Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) enzymes of some gram-negative bacteria cause resistance to cephalosporins, 
broad-spectrum penicillins and monobactams. The presence of these enzymes must be investigated by various methods for the 
success of the treatment. In this study, the effectiveness of various phenotypic methods for detection of extended-spectrum 
beta-lactamases [disk diffusion screening test (DDTT), double-disk synergy test (DDST), and E-test] in Escherichia coli and 
Klebsiella strains isolated in Clinical Microbiology Laboratory of Duzce University, Medical Faculty were compared. Similar 
results were obtained with screening test and E-test, whereas DDST was found insufficient in detecting ESBL’s that were 
determined by other methods. The effectivity of this test was found significantly low, when compared with E-test, with results   
for Klebsiella spp. (p=0.002)  and K.pneumoniae (p=0.041) and screening test, with results   for the  Klebsiella spp. (p=0.001) 
and  K.pneumoniae (p=0.041). For E.coli strains,  results obtained with   DDST and E-test (p=0.187) were found similar but, 
screening test was significantly effective than DDST (p<0.05).  As a result, for the decision of the choice of antibiotics in the 
treatment of Gram-negative bacterial infections, DDST should not be used alone. Use of DDTT is very important and E-test 
should be used for verification.
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GİRİŞ

 Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz 
üretimi, kromozomlar, plazmidler ya da trans-
pozonlar aracılığı ile sentez edilen ve beta-
laktam antibiyotiklerdeki amid bağlarını parça-
layan enzimlerdir(12,19) ve günümüzde 200’den 
fazla genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz 
(GSBL) enzimi bilinmektedir(17). Genişlemiş 
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere, in-vitro 
testlerde duyarlılık saptansa da, bu antibiyotik-
ler GSBL üreten bakterilerin infeksiyonlarında 
kullanılmamalıdır(8). İnokülüm etkisi denilen bu 
durum şöyle açıklanabilir; antibiyotik duyarlılık 
testlerinde önerilen inokülüm düzeylerinde 
(örneğin 5x105 bakteri/ml) duyarlı bulunan bak-
teri topluluğu, infeksiyon bölgesinde bakterile-
rin yoğunluğunun artmasıyla (örneğin 107 bak-
teri/ml) antibiyotiğin minimal intibitör kon-
santrasyon (MİK) düzeylerinin yükselmesine 
neden olmaktadır(7). Bu sebeple GSBL varlığının 
saptanabilmesi çok önemlidir. GSBL üreten suş-
larda test sonuçları duyarlı gibi görünse de tüm 
penisilinlere, sefalosporinlere ve aztreonama 
dirençli şeklinde verilmelidir(2). Klinik mikrobi-
yoloji laboratuvarlarında GSBL varlığı çeşitli 
fenotipik yöntemlerle araştırılmaktadır. GSBL 
salgılayan suşların saptanması için klavulanik 
asidin bu enzimlerin aktivitesini inhibe etmesi 
temeline dayanan çeşitli yöntemler kullanılmak-
tadır. GSBL saptanmasında kullanılan yöntem-
lerin duyarlılık ve özgüllükleri de değişmekte-
dir(9,21). Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), Escherichia coli ve Klebisella spp. 
için GSBL tespitinde tarama ve doğrulama test-
leri önerilerini yayınlamıştır. Buna göre bir tara-
ma testi yapılması ve pozitif bulunanların doğ-
rulanması önerilmektedir(2). Tarama testi olarak 
disk difüzyon yöntemi kullanılmaktadır. Buna 
göre zon çapı seftazidim için ≤ 22 mm veya  
sefotaksim için ≤ 27 mm veya seftriakson için ≤ 
25 mm veya aztreonam için  ≤ 27 mm veya sef-
podoksim için ≤ 17 mm bulunursa GSBL kuşku-
su vardır(7). GSBL doğrulama testi olarak ise 
hem seftazidim, seftazidim-klavulanik asit hem 
de sefotaksim, sefotaksim-klavulanik asit disk-
lerinin kullanıldığı disk difüzyon testi (kombine 
disk metodu) ve hem seftazidim, seftazidim-
klavulanik asit hem de sefotaksim, sefotaksim-

klavulanik asidin test edildiği sıvı mikrodilüs-
yon yöntemi kullanılması önerilmektedir(2). 
Doğrulama amacıyla kullanılan E-test yöntemi 
ise, yayılım temeline dayanan ancak diskler 
yerine plastik stripler üzerinde bulunan anti-
mikrobial ajanın, minimal inhibitör konsantras-
yonunun saptanabildiği bir yöntemdir(6).
 Bu çalışmada, klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarımızda üretilen E.coli ve Klebsiella suşların-
da GSBL saptanmasında kullanılan fenotipik 
testlerden disk difüzyon tarama testi,  E-test ve 
CLSI’nın yayınladığı yeni doğrulama yöntemle-
ri arasında yer almayan ancak birçok laboratu-
varda hâlâ kullanılmakta olan ÇDST(1,9,10,22,24)’nin 
karşılaştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

 Bu çalışmada, örneklerin toplanması, bak-
terilerin identifikasyonu ve testlerin çalışılması 
Düzce Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji 
laboratuvarında 2007 yılında yapılmıştır. 
Laboratuvarımıza gönderilen klinik örnekler-
den elde edilen 110 Gram negatif enterik çomak 
API 20E (bioMérieux, S.A. Etoile, Fransa) siste-
mi ile tanımlanmıştır. GSBL saptanmasında kul-
lanılan fenotipik testler (disk difüzyon tarama 
testi,  çift disk sinerji testi ve E-test) karşılaştırıl-
mıştır. Seftazidim, seftriakson ve sefotaksim için 
30 µg, amoksisilin-klavulanik asit için 20-10 µg 
antibiyotik içeren diskler (Bioanalyse, Türkiye) 
kullanılmıştır.
 Disk difüzyon tarama testi ile GSBL var-
lığının saptanması: McFarland 0.5 bulanıklığın-
da bakteri süspansiyonları hazırlandıktan sonra 
petri kutularına 4 mm kalınlığında dökülmüş 
Mueller-Hinton agar (GBL,Türkiye) yüzeyine 
inoküle edilmiştir. Aralarında 2 cm olacak şekil-
de antibiyotik diskleri yerleştirilmiştir. Antibi-
yotik zon çapları ölçüldüğünde seftazidim için < 
22 mm, seftriakson için < 25 mm, sefotaksim için  
< 27 mm olması GSBL pozitif şüphesi olarak 
değerlendirilmiştir(2).
 Çift disk sinerji testi (ÇDST) ile GSBL 
varlığının saptanması: ÇDST için suşlar, stan-
dart disk difüzyon yöntemi kurallarına uyula-
rak Mueller-Hinton agar besiyerine yayılmıştır. 
Merkeze amoksisilin-klavulanik asit ve çevresi-
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ne merkezler arası uzaklıklar 20 mm olacak 
şekilde seftazidim, seftriakson ve sefotaksim 
diskleri yerleştirilerek 37°C’de 18-24 saat inkü-
basyondan sonra sonuçlar değerlendirilmiştir. 
Seftazidim, seftriakson ve sefotaksim diskleri-
nin etrafında oluşan inhibisyon zonunun, 
amoksisilin-klavulanik asit diskine doğru geniş-
lemesi GSBL varlığı olarak kabul edilmiştir(15). 
 E-test (AB Biodisk, İsveç) yöntemi ile 
GSBL varlığının saptanması: McFarland 0.5 
standardına uygun hazırlanan bakteri süspansi-
yonları Mueller-Hinton agar yüzeyine eküvyon-
la ekilmiştir. Ekim yapılan plaklara sefotaksim 
(0.25-16 µg/ml) ve sefotaksim (0.016-1 µg/ml)-
klavulanik asit (4 µg/ml) E-test şeritleri yerleşti-
rilmiştir. 35°C’de 18-24 saat inkübasyondan 
sonra, sefotaksim MİK değerinin, sefotaksim-
klavulanik asit MİK değerinden en az 8 kat fazla 
olması GSBL pozitif olarak kabul edilmiştir(2).
 İstatistiksel analiz, bağımlı iki oran farkına 
ait t-testi kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen 
p<0.05 değerleri önemli kabul edilmiştir.

BULGULAR

 Çalışmamızda test edilen 110 Gram nega-
tif bakterinin 75 (% 68)’i E.coli, 18 (% 16)’i 
Klebsiella spp., 17 (% 16)’si K.pneumoniae olarak 
izole edilmiştir. GSBL tespitinde kullanılan test-
lerin bakteri türlerine göre dağılımı Tablo 1’de 
gösterilmiştir.

 
 
 
 
 

 Çalışmamızda, GSBL saptanmasında kul-
lanılan yöntemler istatistiksel olarak karşılaştı-
rıldığında E-test yöntemi ile tarama testi arasın-
da anlamlı fark bulunmamıştır. Tarama testinde 
kullanılan seftazidim, seftriakson  ve sefotaksim 
disklerinin kendi aralarında yapılan istatistiksel 
analizinde de anlamlı fark saptanmamıştır 
(p>0.05). 

 Bu yöntemlerle GSBL saptanması konu-
sunda bakteriler ayrı ayrı incelendiğinde; 
Klebsiella spp. ve K.pneumoniae suşlarında, tara-
ma testi ve E-test benzer sonuçlar vermiş iken 
ÇDST diğer testlerin saptayabildiği GSBL’lerin 
hepsini saptayamamıştır. Bu testin etkinliği, 
E-test ile karşılaştırıldığında Klebsiella spp. için 
p=0.002 ve K. pneumoniae için p=0.041 düzeyin-
de ve tarama testi ile karşılaştırıldığında Klebsiella 
spp. için p=0.001 ve K. pneumoniae için p=0.041 
düzeyinde, anlamlı olarak düşük bulunmuştur. 
E.coli suşlarında ise farklı olarak; ÇDST ile E-test 
sonuçları benzer iken (p=0.187), tarama testi 
ÇDST’ne göre anlamlı derecede daha etkin 
bulunmuştur (p<0.05). Çalışmamızda kullanılan 
fenotipik yöntemlerin toplu olarak istatistiksel 
karşılaştırılması Tablo 2’de gösterilmiştir.

TARTIŞMA

 Genişletilmiş spektrumlu beta-laktamazla-
rı kodlayan genler sıklıkla birden fazla antibiyo-
tiğe dirençten sorumlu plazmidlerce taşınarak 
Enterobacteriaceae ailesinindeki türler arasında 
kolaylıkla transfer edilebilmektedir. GSBL üre-
ten suşlarla oluşan infeksiyonlar penisilinler ve 
sefalosporinlerle tedavi edilemez. Bu nedenle 
hastanelerde bu tip mikroorganizmaların tanım-
lanması, uygun şekilde tedavi edilmesi ve gerek-
li tedbirlerin alınması gerekmektedir(18). GSBL’ler 
en sık K.pneumoniae ve takiben E.coli suşlarında 
görülmekte olup, bunları diğer bakteriler izle-
mektedir(4,20). GSBL enzimlerinin Klebsiella spp. 
türlerinde sık görülmesinin başlıca nedenleri, 
deri ve yüzeylerde diğer enterik bakterilere göre 
daha uzun süre canlı kalabilmeleri, plazmid ile 
gen aktarımı ve spontan mutasyonların daha sık 
görülmesidir(23). GSBL saptanmasında tarama 
testi olarak, geniş spektrumlu beta-laktam anti-
biyotiklerin yer aldığı disk difuzyon ve dilüsyon 

Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz tespitinde kullanılan bazı fenotipik testlerin karşılaştırılması

Tablo 1. Bakteri türlerine göre GSBL pozitiflik sayı ve oranları-
nın dağılımı [n(%)].

Bakteri

E.coli n:75
Klebsiella spp. 
n:18
K.pneumoniae 
n:17

E-test

20 (27)
10 (56)

  5 (29)

ÇDST

15 (20)
  2 (11)

  1  (6)

Seftazidim

  25 (33)
  10 (56)

    5 (29)

Seftriakson

  25 (33)
  13 (72)

    5 (29)

Sefotaksim

  25 (33)
  13 (72)

    5 (29)

Tablo 2. Çalışmamızda kullanılan fenotipik yöntemlerin istatis-
tiksel olarak karşılaştırılması.

E-test
ÇDST
CAZ
CRO

ÇDST

p=0.001
   -
   -
   -

CAZ

p=0.305
p=0.001
   -
   -

CRO

p=0.191
p=0.001
p=0.358
   -

CTX

p=0.191
p=0.001
p=0.358
p=1

P<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı fark var.



yöntemleri kullanılmaktadır. Fenotipik doğrula-
ma testleri klavulanik asit ve indikatör sefalos-
porin ve/veya monobaktam arasındaki sinerji-
nin gösterilmesi temeline dayanmaktadır. Bu 
testler GSBL’leri beta-laktamaz inhibitörlerin-
den etkilenmeyen AmpC tipi enzimlerden ayır-
maktadır. Doğrulama amacıyla sık olarak kulla-
nılan yöntemler arasında, klavulanik asit içeren 
kombinasyon diskleri, çift disk sinerji testi, 
MİK’in saptandığı dilüsyon yöntemleri, E-testin 
GSBL stripleri ile MİK saptanması sayıla-
bilir(9,11,15). 
 Disk difüzyon testinde seftazidim, aztreo-
nam, sefotaksim ve seftriaksona karşı direnç 
durumunun incelenmesi esasına dayanan test, 
CLSI tarafından başlangıçta bir tarama testi ola-
rak önerilmiştir(13). Fakat daha sonra bakterilerin 
bu antibiyotiklere duyarlı olduğu durumda bile 
GSBL üretebildiği görülmüş ve bu antibiyotikle-
rin zon çaplarının belli bir sınırda ya da altında 
olması, daha duyarlı bir tarama testi olarak 
kabul görmüştür(14). Fincancı ve ark(3). yaptıkları 
çalışmada GSBL varlığını saptamada zon çapı 
ölçümüne dayanan tarama testini,  ÇDST ve 
E-test yöntemlerine göre anlamlı derecede 
duyarlı bulmuşlardır. Çalışmamızda, zon çapı 
ölçümüne dayanan tarama testi, GSBL saptama 
konusunda E-test ile uyumlu, ÇDST’inden daha 
etkin bulunmuştur. 
 Tarama testlerinde kullanılan beta-laktam 
antibiyotiklerin GSBL saptama konusunda han-
gisinin daha etkin olduğu ile ilgili yapılan bir 
çalışmada, tarama testinde kullanılan sefalospo-
rinler içinde, en iyi indikatörün seftazidim oldu-
ğu vurgulanmış, ayrıca yanlış negatiflikleri 
önlemek için disk difüzyon tarama testinde en 
az iki sefalosporinin değerlendirilmesinin uygun 
olacağı belirtilmiştir(10).  Çalışmamızda tarama 
testinde kullandığımız sefalosporinlerin kendi 
aralarında üstünlükleri saptanmamış olup sefta-
zidim, seftriakson ya da sefotaksimden iki tane-
sinin tarama amaçlı kullanılmasının yeterli ola-
cağı düşünülmüştür.  
 Çift disk sinerj testi, GSBL saptanmasında 
laboratuvarlarda rutin antibiyogram disk dizi-
limleri değiştirilerek uygulanan,  ülkemizde 
halen yaygın olarak kullanılan(1,9,10,22,24), ucuz ve 
kolay bir yöntemdir. Ancak diskler arasındaki 
mesafe konusunda tam bir standardizasyonun 

olmaması, tüm GSBL’leri saptayamaması, bu 
yöntemin zayıf noktalarıdır. Özellikle indükle-
nebilir kromozomal AmpC beta-laktamazı yük-
sek düzeyde sentezleyen Enterobacteriaceae suş-
larında inhibisyon zonu oluşmaması veya küçük 
inhibisyon zonu oluşması nedeniyle negatif 
sonuç verebilmesi, klavulanat diskinde meyda-
na gelebilecek potens kaybı, ÇDST’nin güveni-
lirliğini azaltan faktörlerdendir(9,10). Bazı çalış-
malarda aynı suşlar üzerinde disk uzaklıklarını 
değiştirerek GSBL taraması yapılmış, diskler 
arası mesafe fazla olduğunda düşük düzeyde 
saptanan GSBL oranları, mesafe daraltıldığında 
anlamlı olarak yüksek düzeyde bulunduğu 
bildirilmiştir(3,5). Çalışmamızda diskler arası 
mesafe 20 mm olarak alınmasına rağmen disk 
difüzyon tarama testi ile ortalama % 38 ve E-test 
ile % 32 oranlarında bulunan GSBL pozitifliği, 
ÇDST ile % 16 olarak saptanmıştır. Bu sonucun, 
ÇDST’nin standardizasyonu olmayan ve değer-
lendiren kişinin yorumuna açık bir test olmasın-
dan kaynaklandığı düşünülmüştür. 
 Bakterilerde antibiyotiklere duyarlılık test 
edilirken, minimal inhibitör konsantrasyon 
düzeylerinin saptanması klasik olarak sıvı mik-
rodilüsyon yöntemiyle yapılabildiği gibi E-test 
ile de kolaylıkla saptanabilmektedir. GSBL sap-
tanmasında, sefotaksim/sefotaksim-klavulanik 
asit (CT/CTL) ve seftazidim/seftazidim-
klavulanik asit (TZ/TZL) E-test stripleri kullanı-
labilmektedir.  Zarakolu ve ark(25). Pseudomonas 
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suşlarında 
GSBL varlığını farklı fenotipik yöntemler kulla-
narak değerlendirmişler ve E-test yöntemini, 
ÇDST ile kombine disk sinerji testlerine göre 
daha duyarlı bulmuşlardır. Palasubramaniam 
ve Parasakthi(16) seftazidim dirençli K.pneumoniae 
suşlarında GSBL varlığını ÇDST, inhibitör etkili 
disk difüzyon ve E-test yöntemleri kullanarak 
araştırmışlar ve E-test yönteminin GSBL saptan-
masında en etkin yöntem olduğu sonucuna 
varmışlardır. GSBL varlığını saptamada ÇDST 
ve E-test yöntemleri arasında fark olmadığını 
gösteren çalışmalar da mevcuttur. Örneğin Yavuz 
ve ark.(24) yaptıkları çalışmada, Enterobacteriaceae 
suşlarında GSBL üretimini ÇDST ve E-test yön-
temleri ile araştırmışlar ve iki yöntem arasında 
anlamlı fark saptamamışlardır. Yurtman ve ark.
(22)’nın yaptığı çalışmada, GSBL saptamada kul-
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lanılan fenotipik yöntemler karşılaştırılmış, 
ÇDST ve E-test yöntemleri arasında fark bulun-
madığı bildirilmiştir. Yine Akçam ve ark.(1)’nın 
yaptığı çalışmada, hastane infeksiyonu etkeni 
çeşitli Gram negatif bakterilerde GSBL varlığı 
ÇDST ve E-test yöntemleri ile araştırılmış, iki 
yöntem arasında anlamlı fark saptanmamıştır. 
Işık ve ark.(9) yaptıkları bir çalışmada, yatan has-
taların kan kültür örneklerinden soyutlanan K.
pneumoniae suşlarında GSBL sıklığını ÇDST, 
E-test ve kombine disk sinerji ile araştırmışlar, 
üç yöntemin de birbiriyle uyumlu olduğunu 
bulmuşlardır. Yaptığımız çalışmada ise; Klebsiella 
suşlarında E-test yöntemi ve tarama testi, ÇDST 
yöntemine göre daha etkin bulunmuşken, E.coli 
suşlarında her üç yöntem uyumlu bulunmuş-
tur. 
 Sonuç olarak, Gram negatif bakteri kay-
naklı infeksiyonların tedavisinde rol alan antibi-
yotiklerin hastaya uygulanması ya da uygulan-
maması konusunda karar verirken, tarama testi-
nin yapılmasının çok önemli olduğu ve E-test ile 
doğrulanması gerektiği kanısına varılmıştır. 
ÇDST ise, maliyeti ve uygulama kolaylığı nede-
niyle birçok laboratuvarda hâlâ kullanılmasına 
rağmen, CLSI’nın önerdiği yeni doğrulama yön-
temleri arasında yer almaması ve çalışmamızda 
da saptadığımız gibi etkinliğinin düşük olması 
nedeniyle, rutin uygulamada dikkatli kullanıl-
ması gerektiği ve diskler arasındaki mesafe 
azaltılarak, tarama testleri ile birlikte kullanıldı-
ğında GSBL saptama oranının arttırılabileceği 
düşünülmüştür. 
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