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ÖZET

Çe�itli klinik örneklerden hastane infeksiyon etkeni olarak izole edilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve

Klebsiella oxytoca türlerinde geni�letilmi� spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varlı�ı ara�tırılmı�tır. GSBL üretimini saptamak

için çift disk sinerji (ÇDS), disk difüzyon tarama ve fenotipik do�rulama testleri kullanılmı�tır. Fenotipik do�rulama testine

göre di�er iki testin duyarlılık, özgüllük ve te�his do�rulukları de�erlendirilmi�tir.

�ncelenen bakterilerde % 66 oranında GSBL üretimi saptanmı�tır. E.coli ve K.oxytoca’ya göre K.pneumoniae

izolatlarında daha yüksek oranda GSBL üretimi bulunmu�tur. ÇDS testinin duyarlılık, özgüllük ve te�his do�rulukları

sırasıyla % 82, % 85 ve % 83 oranında tespit edilmi�tir. 1997’de yayınlanan NCCLS disk difüzyon de�erlendirme

kriterlerinin 1997’den önce yayınlanan kriterlere göre GSBL üretimini göstermede daha duyarlı oldu�u saptanmı�tır. En

duyarlı indikatör antibiyoti�in seftazidim oldu�u gösterilmi�tir. Bununla birlikte disk difüzyon tarama testinde en az iki

geni� spektrumlu beta-laktam kullanılmasıyla yanlı� negatiflik oranlarının azalaca�ı sonucuna varılmı�tır.

Anahtar sözcükler: çift disk sinerji, Enterobacteriaceae, geni�letilmi� spektrumlu beta-laktamaz, tarama ve do�rulama testleri

SUMMARY

Detection of Extended Spectrum Beta-lactamase Production in Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca Strains Isolated from Nosocomial Infections

The presence of extended spectrum beta-laktamase (ESBL) in the nosocomial isolates of Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae ve Klebsiella oxytoca was investigated. To detect ESBL production, double-disk synergy (DDS), disk diffusion

screening and phenotypical confirmation tests were used. The sensitivity, specificity and diagnostic reliability of the other

two tests were evaluated according to phenotypical confirmation test results.

There was 66 % ESBL production in the bacteria studied. In K.pneumoniae isolates, there was a higher rate of ESBL

production than in E. coli and K. oxytoca isolates. The sensitivity, specificity and diagnostic reliability of DDS test were

82 %, 85 % and 83 %, respectively. NCCLS disk diffusion criteria published in 1997 were found to be more sensitive in

revealing ESBL production than those published before 1997. Ceftazidime was shown to be the most sensitive indicator

antibiotic. In addition, it was concluded that by the use of at least two wide-spectrum beta-lactams in disk diffusion screening

test, the rate of false negativity could be decreased.
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G�R��

Hastane infeksiyon etkeni olan mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci önemli bir sorundur. Bu durum hastaların
ekonomik olarak tedavi yükünü arttırırken aynı zamanda
mortalite ve morbidite oranlarının da artmasına neden olur(2).

Geni�letilmi� spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)
plazmidlerle ta�ınan oksiiminosefalosporinlere ve aztreonam
gibi monobaktamlara direnç geli�imine yol açan enzimlerdir.
GSBL’ler en sık Klebsiella türleri ve Escherichia coli’de
görülmesine ra�men Enterobacteriaceae familyasının di�er
üyelerinde ve Pseudomonos aeruginosa’da da saptanmı�tır(17).

Geni�letilmi� spektrumlu beta-laktamaz üreten bakteriler
rutin duyarlılık deneylerinde sefotaksim (CTX), seftriakson
(CRO), seftazidim (CAZ) ve/veya aztreonama (AZT) direnç
görülmesi ile belirlenebilir. Ancak bazen GSBL olu�turan
kökenlerle yapılan duyarlılık deneylerinde bu bakterilere
direnç saptanamaz ve bu durum da klinikte tedavi
ba�arısızlıklarına yol açar(18). Bu nedenle GSBL üreten klinik
izolatların laboratuvarda güvenilir bir �ekilde tespit edilebilmesi
için bazı yöntemler geli�tirilmi�tir. Bunlardan bazıları çift
disk sinerji (ÇDS) testi, üç boyutlu test, dilüsyon yöntemleri,
otomatize sistemler (Vitek) ve E-test’dir(3). 1996 yılında
yayınlanan çalı�malarda GSBL üreten su�ların geni� spektrumlu
sefalosporinlere direncini belirlemede National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) kriterlerinin
yetersiz kaldı�ı bildirilmi�tir(8,11). 1997 yılında da NCCLS
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve E.coli’de
GSBL’yi tespit etmek için tarama ve fenotipik do�rulama
testlerini yayınlamı�tır. Buna göre tarama testinde geni�
spektrumlu beta-laktam ajanların  (sefpodoksim, CAZ, AZT,
CTX ve CRO) minimal inhibitör konsantrasyonlarının (M�K)
>2 mg/l olmasının veya inhibisyon zon çaplarının sefpodoksim
için �22 mm, AZT için �27 mm, CAZ için �22mm, CTX için
�27 mm ve CRO için �25 mm olmasının bakteride GSBL
üretimi �üphesini dü�ündürmelidir. Tarama testinde GSBL
üretimi �üphesi olan bakterilere fenotipik do�rulama testi
uygulanmalıdır. Fenotipik do�rulama testinde hem CTX hem
de CAZ tek ba�ına ve klavulanik asit (KA) ile birlikte test
edilmelidir. �lacın zon çapının KA ile test edildi�inde tek
ba�ına test edildi�ine göre �5 mm artması GSBL pozitifli�ini
göstermektedir(13).

Bu çalı�maya Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi �nfeksiyon
Kontrol Komitesince hastane infeksiyonu tanısı konulan
hastaların de�i�ik klinik örneklerinden izole edilen
K.pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli su�ları alınmı�tır. Bu
su�larda GSBL varlı�ı ÇDS testi ve disk difüzyon tarama testi
ile ara�tırılmı�, bu sonuçların fenotipik do�rulama testine göre
duyarlılık, özgüllük  ve te�his do�rulukları de�erlendirilmi�tir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalı�mada toplam 100 K.pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli

su�u kullanılmı�tır. Bu su�lar 2003 yılı içerisinde çe�itli nedenlerle
hastanemizde yatarak tedavi gören ve Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) kriterlerine göre hastane infeksiyonu tanısı
konulan rastgele seçilmi� 100 hastanın de�i�ik örneklerinden
izole edilmi�tir. Bakteriler klasik biyokimyasal testler ve BD
BBL Crystal Gram Negative ID System/GN (Becton, Dickinson
and Company, USA) ile tanımlanmı�tır. Her hastanın tek bir
izolatı çalı�mada kullanılmı�tır. Su�larda GSBLvarlı�ını saptamak
amacıyla ÇDS, disk difüzyon tarama ve fenotipik do�rulama
testi uygulanmı�tır. Kontrol su�u olarak E.coli 25922 kullanılmı�tır.

Çift disk sinerji testi: Burada McFarland 0.5’e göre ayarlanan
bakteri süspansiyonu, Mueller Hinton agara ekilip ardından
amoksisilin (20 μg) / KA (10 μg) diskinin çevresine CAZ (30
μg), CTX (30 μg), CRO (30 μg) veAZT (30 μg) (Oxoid) diskleri
merkezden merkeze uzaklık 25 mm olacak �ekilde yerle�tirilmi�tir.
Yirmi dört saatlik inkübasyon sonunda amoksisilin/KA diskinin
etrafındaki disklerden birinin inhibisyon zonunda KA içeren
diske do�ru geni�lemesi GSBL yapımı lehine yorumlanmı�tır(9).

Disk difüzyon tarama testi: GSBL saptanmasında gösterge
olan antibiyotiklerden CAZ, AZT, CRO ve CTX duyarlılıkları
disk difüzyon yöntemiyle ara�tırılmı�tır. Sonuçların
de�erlendirilmesinde 1997 öncesi(12) ve 1997’de(13) yayınlanan
NCCLS kriterleri kullanılmı�tır.

Disk difüzyon fenotipik do�rulama testi: Bakteriler CTX
ve CTX+KA, CAZ ve CAZ+KA ile standart disk difüzyon
önerileri do�rultusunda test edilmi�tir. �lacın zon çapının KA ile
test edildi�inde tek ba�ına test edildi�ine göre �5 mm
artması GSBL varlı�ı için pozitif kabul edilmi�tir(13).

Sonuçlar duyarlılık = do�ru pozitiflik/do�ru pozitiflik+
yanlı� negatiflik, özgüllük = do�ru negatiflik/do�ru
negatiflik+yanlı� pozitiflik ve te�his do�rulu�u = do�ru
pozitiflik+do�ru negatiflik/çalı�ılan bakteri sayısı formülleri
kullanılarak de�erlendirilmi�tir.

BULGULAR

Çalı�maya toplam 100 hastadan izole edilen 100 farklı
bakteri alınmı�tır. Hastaların 46’sı erkek, 54’ü kadın idi.
Çalı�mada izole edilen bakterilerin klinik örneklere ve türlere
göre da�ılımı tablo 1’de sunulmu�tur.

Tablo 1: Bakterilerin türlere ve klinik örneklere göre da�ılımı.

*= di�er vücut sıvıları (plevra, periton, beyin omurilik sıvısı)

B Kaçmaz ve ark.
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Bakteri �drar Kan   DVS* Yara Toplam

E.coli 40 7 2 15 64
K.pneumoniae 13 3 5 1 22
K.oxytoca 4 - 2 8 14
Toplam 57  10 9 24 100



Fenotipik do�rulama testine göre 100 bakterinin 66’sında
GSBL üretimi saptanmı�tır. Bu bakterilerin 40’ı (% 61) E.coli,
17’si (% 26) K.pneumoniae ve 9’u (% 13) K.oxytoca su�larıdır.
GSBL üretiminin bakteri türlerine göre da�ılımı tablo 2’de
sunulmu�tur.

Tablo 2: GSBL üretiminin bakteri türlerine göre da�ılımı.

* n (%)

Fenotipik do�rulama testine göre GSBL üretimi saptanan
66 su�un 1997 öncesi ve 1997 yılı NCCLS disk difüzyon testi
kriterleri ile de�erlendirildi�inde saptanan duyarlılık, özgüllük
ve te�his do�rulu�u yüzde oranları tablo 3’de sunulmu�tur.

1997 yılı öncesi disk difüzyon de�erlendirme kriterleri
esas alındı�ında test edilen antibiyotik disklerinin hiçbirinde
yanlı� pozitiflik saptanmamı�tır. Böylelikle hepsinin
özgüllükleri % 100, duyarlılıkları ise % 76-63 arasında de�i�en
oranlarda bulunmu�tur. 1997 yılında yayınlanan GSBL disk
difüzyon tarama testi de�erlendirme kriterleri dikkate
alındı�ında duyarlılık oranlarının arttı�ı saptanmı�tır. Özellikle
CAZ’daki duyarlılık artı�ı di�er antibiyotiklere göre daha
belirgin olmu�tur. Antibiyotiklerin te�his do�rulu�u her iki
yıla ait kriterlerle hesaplandı�ında en yüksek oranın CAZ’da
oldu�u görülmü�tür.

Çift disk sinerji testinin duyarlılı�ı % 82, özgüllü�ü %
85, te�his do�rulu�u ise % 83 olarak saptanmı�tır.

TARTI�MA

Geni�letilmi� spektrumlu beta-laktamazlar E.coli ve
Klebsiella türlerinde penisilin ve sefalosporinlere kar�ı en
önemli direnç mekanizmalarından biridir. Bu enzimleri
kodlayan genler sıklıkla birden fazla antibiyoti�e dirençten
sorumlu plazmidlerle ta�ınır ve Enterobacteriaceae ailesinin
de�i�ik türleri arasında kolaylıkla transfer edilir. GSBL üreten
patojenlerle olu�an infeksiyonlar penisilin ve sefalosporinlerle
tedavi edilemez. Bu nedenle hastanelerde bu tip mikroor-

ganizmaların tanımlanması, uygun �ekilde tedavi edilmesi ve
kontrol önlemlerinin alınması gerekmektedir(16).

GSBL olu�turan E.coli ve Klebsiella türlerinin in-vitro
ko�ullarda tanınabilmesi için NCCLS beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitörü sinerjisinin gösterilmesi esasına dayanan
tarama ve fenotipik do�rulama testini yayınlamı�tır(13). GSBL
üretti�i saptanan mikroorganizmalar penisilinlere, sefamisinler
hariç tüm sefalosporinlere ve aztreonama dirençli olarak rapor
edilmelidir(16).

Bu çalı�mada E.coli, K.pneumoniae ve K.oxytoca

türlerinde GSBL olu�umu disk difüzyon yöntemi ile NCCLS
önerileri do�rultusunda fenotipik do�rulama testi uygulanarak
saptanmı�tır. Hastane infeksiyon etkeni olarak çe�itli klinik
materyallerden izole edilen 100 su�un 66’sında GSBL üretimi
fenotipik olarak do�rulanmı�tır. GSBL üreten mikroorganiz-
maların, ço�unlukla hastane infeksiyon etkeni olan izolatlar
oldu�unu dikkate alırsak bu oranın yüksekli�ini açıklayabiliriz
(5). Çalı�ılan izolatlar arasında GSBL oranının K.

pneumoniae’de di�er iki türe göre daha yüksek oldu�u
gözlenmi�tir. Ülkemizde de GSBL oranını K. pneumoniae’de
di�er iki türe göre daha yüksek oldu�unu saptayan çalı�malar
vardır(4,6). GSBL’ların en sık saptandı�ı su�ların K.pneumoniae

izolatları olmasının nedeni spontan mutasyonların daha sık
olmasına ba�lanabilir(19).

Bu çalı�mada aynı zamanda fenotipik do�rulama testi
ile ÇDS testi ve disk difüzyon tarama testi de�erlendirme
kriterleri ile kar�ıla�tırılmı�tır. ÇDS testi GSBL tayininde
halen en yaygın, en ucuz ve en kolay yöntem oldu�u için
ülkemizde pek çok mikrobiyoloji laboratuvarında kullanılmak-
tadır(1,10). Bu çalı�mada ÇDS testinin fenotipik do�rulama
testine göre duyarlılık ve özgüllü�ü sırasıyla % 82 ve % 85
olarak bulunmu�tur. ÇDS testinin güvenilirli�ini azaltan çe�itli
faktörler bulunmaktadır. Örne�in bazı su�lar tarafından yüksek
düzeyde olu�turulan sefalosporinazlar sinerjik etkinin
görülmesini önleyebilmektedir. Diskler arasındaki uzaklı�ın
da deneyin sonucunu etkiledi�i, bazen GSBL olu�turan su�larla
yapılan ve diskler arasındaki uzaklı�ın 30 mm olarak
ayarlandı�ı deneylerde yanlı� negatif sonuçlar elde edildi�i
bildirilmektedir. Özellikle indüklenebilir kromozomal AmpC
beta- laktamazın ı yüksek düzeyde sent ez leyen
Enterobacteriaceae su�larında, inhibisyon zonu olu�maması
veya küçük inhibisyon zonu olu�ması nedeniyle sinerji testi
negatif sonuç verebilmektedir. Böyle durumlarda diskler arası

Hastane kaynaklı infeksiyonlardan izole edilen E. coli, K. pneumoniae ve K. oxytoca türlerinde geni�letilmi� spektrumlu beta-laktamaz saptanması
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Bakteri (n) GSBL(pozitif)* GSBL(negatif)*

E.coli (64) 40 (63) 24 (37)
K.pneumoniae (22) 17 (77) 5 (23)
K.oxytoca (14)   9  (64) 5 (36)
Toplam (100) 66  (66) 34 (34)

CAZ AZT CTX CRO
Kriter duyar özgül td. duyar özgül td. duyar özgül td. duyar özgül td.

1997 öncesi 76 100 85 71 100 81 68 100 79 63 100 76
1997 92 95 93 2 85 83 76 80 78 79 100 86

Tablo 3: GSBL varlı�ı saptanan su�ların 1997 öncesi ve 1997 yılı NCCLS disk difüzyon testi kriterleri ile de�erlendirilmesi (%).

duyar=duyarlılık, özgül= özgüllük, td.=te�his do�rulu�u



mesafenin 20 mm tutulması veya kromozomal beta-
laktamazlardan çok az etkilenen sefepim veya sefpirom
disklerinin kullanılması ile deneyin tekrarlanması önerilmek-
tedir. Ayrıca klavulanat diskinde meydana gelebilecek potens
kaybının da dikkate alınması gerekti�i belirtilmektedir. Son
zamanlarda TEM ve SHV dı�ı bazı GSBL’ların klavulanata
dirençli oldu�u bildirilmi�tir. Bu tür GSBL ta�ıyan bakteriler
bu yöntemle saptanamamaktadır(15).

ÇDS testinde 66 bakterinin 54’ünde GSBL saptanmı�tır.
Yukarıda sayılan nedenlerden dolayı bu oranın saptanandan
biraz daha yüksek olması beklenebilir.

Bu çalı�mada da 1997 yılı öncesi disk difüzyon de�erlen-
dirme sınırları dikkate alındı�ında antibiyotiklerin duyarlılık-
larının % 63-76, te�his do�ruluklarının ise % 76-85 arasında
de�i�ti�i görülmü�tür. Buna kar�ılık 1997 yılında yayınlanan
disk difüzyon tarama testi sınırlarına göre ise antibiyotiklerin
hem duyarlılık oranlarının, hem de te�his do�rulu�u oranlarının
yükseldi�i saptanmı�tır. En iyi indikatör antibiyoti�in ise CAZ
oldu�u bulunmu�tur. Bu çalı�maya benzer olarak Ho ve ark.(7),
Winokur ve ark.(20) da yaptıkları çalı�mada disk difüzyon
tarama testinde en iyi endikatör antibiyotik diskinin CAZ
oldu�unu rapor etmi�lerdir. Buna kar�ılık Navon-Venezia ve
ark.(14) ise CTX’in di�er test ettikleri geni� spektrumlu
sefalosporinlerden (CAZ, CRO) ve aztreonamdan daha üstün
oldu�unu bulmu�lardır. Bu farklı sonuçları de�i�ik co�rafi
bölgelerde baskın olan enzimlerin de�i�kenli�iyle
açıklayabiliriz. GSBL sustrat profillerindeki farklılıklardan
dolayı üçüncü ku�ak sefalosporinlerden hiçbirinin tek ba�ına
bütün GSBL üreten su�ları saptamayaca�ı bilinmelidir. Bu
nedenle yanlı� negatiflikleri önlemek için disk difüzyon tarama
testinde en az iki sefalosporinin de�erlendirilmesinin uygun
olaca�ını dü�ünüyoruz.

Sonuç olarak bu çalı�mada hastane infeksiyon etkeni
olan E.coli ve Klebsiella su�larında GSBL üretimi % 66 gibi
yüksek oranda bulunmu�tur. Özellikle K.pneumoniae

izolatlarında GSBL di�er iki türe göre daha yüksek oranda
saptanmı�tır. Klinik izolatların GSBL yönünden klinik
mikrobiyoloji laboratuvarında rutin olarak taranması
gerekmektedir. Bu mikroorganizmaların tespit edilmesi, erken
dönemde infeksiyon kontrol önlemlerinin alınmasını ve
hastaların uygun �ekilde tedavi edilmesini sa�lar. GSBL
tespitinde klinik mikrobiyoloji laboratuvarı en güvenilir
yöntemi tercih etmelidir. Bu çalı�mada 1997 yılında yayınlanan
disk difüzyon tarama testi kriterlerinin ÇDS testine ve 1997
yılı öncesi yayınlanan disk difüzyon de�erlendirme kriterlerine
göre daha duyarlı oldu�u saptanmı�tır. Özellikle GSBL
tespitinde kullanılan dört geni� spektrumlu sefalosporinden
CAZ’ın en iyi indikatör oldu�u gözlenmi�tir. Buna ra�men
disk difüzyon tarama testinin güvenilirli�ini arttırmak için en
az iki geni� spektrumlu sefalosporin kullanılmasının daha
uygun olaca�ı saptanmı�tır. Klavulanata dirençli GSBL’ların

bu yöntemlerle gözden kaçabilece�i unutulmamalıdır. GSBL
üretiminin sık olarak görüldü�ü mikroorganizmaların neden
oldu�u infeksiyonlu hastaların antibiyotik tedavisine verdi�i
yanıtlar yakından takip edilmelidir.
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