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ÖZET
 
 Beta-laktamaz enzimlerinin sentezi, Gram negatif bakterilerde görülen direnç mekanizmalarının en sık nedenlerinden-
dir. AmpC tipi beta-laktamaz genlerinin plazmidler aracılığı ile diğer bakterilere aktarılması ve sıklığının artmasına bağlı 
olarak hastane epidemilerine yol açması klinik açıdan önemli bir sorundur. Bu çalışmanın amacı 2010-2011 yıllarında çeşitli 
klinik örneklerden izole edilen sefoksitin orta duyarlı veya dirençli Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae suşlarında plaz-
midik AmpC (pAmpC) tipi beta-laktamaz varlığının fenotipik yöntemlerle araştırılmasıdır.
 Çalışmada pAmpC tipi beta-laktamaz varlığını araştırmak için; Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemiyle CLSI’nın 
Enterobacteriaceae için önerdiği zon çapı değerleri doğrultusunda sefoksitin (30 μg) direnci incelenmiştir. Sefoksitine dirençli 
(≤ 14 mm) ve orta duyarlı (15-17 mm) olan suşlarda pAmpC beta-laktamaz varlığının araştırılması için, kombine disk testi 
ve Modifiye Hodge Testi (MHT) yapılmıştır. Kombine disk testi veya MHT ile pozitif bulunan suşlara sefotetan ± kloksasilin 
stripleri ile E-test (AB Biodisk, İsveç) yapılmış ve sefotetan + kloksasilin MİK değeri kloksasilinsiz tarafa göre ≥ 8 kat azalma 
görülen suşlarda pAmpC varlığı fenotipik olarak doğrulanmıştır. Çalışmaya dahil edilen sefoksitine dirençli 42 E.coli suşun-
dan dokuzunda MHT ile, sekizinde kombine disk testi ile AmpC beta-laktamaz pozitif bulunmuştur. Kombine disk testi ile 
pozitif olan sekiz E.coli suşu E-test ile de pozitif olarak saptanmıştır. MHT ile pAmpC beta-laktamaz pozitif bulunan bir 
E.coli suşu kombine disk testi ve E-test ile negatif olarak saptanmıştır. K.pneumoniae suşlarında ise pAmpC pozitifliği sap-
tanmamıştır.
 Sonuç olarak, beta-laktam antibiyotiklerin sık kullanıldığı ülkemizde, pAmpC tipi beta-laktamaz yaygınlığının saptan-
ması, bu dirence sahip etkenlerle oluşan infeksiyon hastalıklarının tedavisinde uygun ampirik tedavinin başlanmasında ve 
epidemiyolojik veri oluşturulmasında önemlidir. pAmpC beta-laktamaz varlığının fenotipik olarak hızlı ve doğru olarak ortaya 
çıkarılması klinik açıdan doğru ve etkin tedavi rejimlerinin uygulanmasını sağlayacaktır. 
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SUMMARY

Phenotypic Investigation of Plasmid-Mediated AmpC Beta-Lactamases in Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae Strains Isolated from Various Clinical Specimens

 Production of beta-lactamase enzymes is one of the most common causes of resistance mechanisms in Gram negative 
bacteria. Increased frequency, transfer to other bacteria by plasmids and ability to cause hospital epidemics of AmpC-type beta-
lactamase genes, are serious clinical problems. The aim of this study is to investigate the presence of plasmidic AmpC (pAmpC) 
type beta-lactamase in cefoxitin-moderately susceptible or resistant Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains isolated 
from various clinical specimens during 2010-2011. 
 For screening pAmpC beta-lactamase, cefoxitin (30 mg) disk was used to investigate cefoxitin resistance by Kirby-Bauer 
disk diffusion method as recommended by CLSI. Combined disk test and modified Hodge test (MHT) were performed to inves-
tigate AmpC beta-lactamase among cefoxitin-resistant (≤ 14 mm) and moderately susceptible (15-17 mm) strains. E-test method 
using cefotetan ± cloxacillin strips (AB Biodisk, Sweden) was performed for strains considered indicative of pAmpC by combi-
ned disk test or MHT. Strains indicating a reduction of cefotetan MIC by ≥ 8 twofold dilutions in the presence of cloxacilline 
were confirmed phenotypically positive for AmpC. Out of 42 cefoxitin-resistant E.coli strains included in the study nine strains 
were by MHT and eight strains were by combined disk method positive for pAmpC beta-lactamase. Eight E.coli strains consi-
dered positive by combined disk test was also confirmed as positive by E-test method. One strain that was considered AmpC 
beta-lactamase-positive by MHT was negative by combined disk and E-test. None of the K.pneumoniae strains was identified 
as pAmpC beta-lactamase-positive. 
 In conclusion, because beta-lactam antibiotics are used frequently in our country, detection of the prevalence of AmpC 
type beta-lactamase is essential for appropriate empiric therapy of infectious diseases caused by agents possessing this resistan-
ce mechanism, and for the constitution of epidemiological data. The phenotypic detection of pAmpC beta-lactamase quickly and 
accurately will ensure the implementation of correct and effective treatment regimens.
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GİRİŞ

 Beta-laktamaz enzimlerinin sentezi Gram 
negatif bakterilerde görülen direnç mekanizma-
larının en sık nedenlerindendir ve bu bakteriler-
de beta-laktamaz aracılı penisilin, sefalosporin 
direnci önemli bir problemdir(9,11). Beta-laktamaz 
enzimi ile oluşan direnç, beta-laktamaz molekü-
lünün beta-laktam halkası içeren antibiyotiğe 
bağlanarak halka yapısının hidrolizi ile sonla-
nan kimyasal etkileşim sonucu oluşmaktadır(20).
 Beta-laktamazlar Ambler ve Bush-
Mederios-Jacoby sınıflandırma sistemleri olarak 
iki şekilde sınıflandırılır. Ambler sınıflandırma-
sında beta-laktamazlar, aminoasit dizilerinin 
benzerliğine göre grup A, C, D serin beta-
laktamazlar ve aktiviteleri için çinkoya gereksi-
nim gösteren grup B metallo beta-laktamazlar-
dan oluşur. Ambler’in sınıflandırması moleküler 
bir sınıflama olup stabildir ve mutasyonlarla 
değişmez. C grubu enzimler çoğunlukla kromo-
zom ve bazen plazmid kontrolünde, molekül 
ağırlıkları 39.000 dalton olan, büyük bir kısmı 
karbapenemlere etkisiz sefalosporinazları içerir. 
Bush-Mederios-Jacoby sisteminde beta-lakta-
mazların işlevlerindeki benzerliklerine göre dört 
kategori ve çok sayıda alt grup bulunmakta-
dır(2,10).
 AmpC beta-laktamazlar grup C veya grup 
I olarak da tanımlanmaktadır. Sefalosporinlere 
direnç AmpC beta-laktamazların aşırı sentezi ile 
ortaya çıkmış, daha sonra indüklenebilen AmpC 
içermeyen Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, 
Salmonella spp. ve Proteus mirabilis gibi mikroor-
ganizmalarda genişlemiş spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL) tanımlanmıştır. Beta-
laktamaz inhibitörü kemoterapötiklerin kulla-
nılması ile birlikte de plazmid kontrolündeki 
AmpC beta-laktamazları sentezleyen mikroor-
ganizmalar ortaya çıkmıştır. İndüklenebilen 
AmpC beta-laktamazı olmayan bakterilerde 
plazmidik AmpC beta-laktamazlar (pAmpC), 
ilk kez 1988’de  bildirilmiştir(4). pAmpC beta-
laktamazlar, kromozomal olan indüklenebilir 
AmpC beta-laktamaz genlerinin plazmidlere 
transferi ile oluşmuştur(23,26). 
 Boronik asit bileşiklerinin AmpC beta-
laktamazları inhibe etmesi sayesinde AmpC 
enzimlerini gösteren test yöntemleri geliştiril-

miştir(6,19). AmpC enzimlerinin fenotipik doğru-
lamasında Modifiye Hodge Testi (MHT) de 
kullanılabilir(14).
 Bu çalışmanın amacı 2010-2011 yıllarında 
çeşitli klinik örneklerden izole edilen sefoksitin 
orta duyarlı veya dirençli E.coli ve K.pneumoniae 
suşlarında pAmpC tipi beta-laktamaz varlığının 
fenotipik olarak araştırılmasıdır.
 

GEREÇ VE YÖNTEM

 2010-2011 yıllarında Selçuk Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda 
çeşitli klinik örneklerden izole edilen 42 E.coli ve 
22 K.pneumoniae suşu çalışmaya alınmıştır. E.coli 
suşlarının 30’u idrar, sekizi kan, ikisi drenaj sıvı-
sı, ikisi yara örneğinden izole edilmiştir. 
K.pneumoniae suşlarının ise 11’i kan, 10’u idrar, 
biri yara örneğinden izole edilmiştir. Kirby-
Bauer disk difüzyon yöntemiyle CLSI’ın 
Enterobacteriaceae için önerdiği zon çapı değerle-
ri doğrultusunda sefoksitin (30 μg) direnci ince-
lenmiş(12), sefoksitine dirençli (≤ 14 mm) ve orta 
duyarlı (15-17 mm) suşlar pAmpC açısından 
şüpheli kabul edilmiştir(17,29). Şüpheli kabul edi-
len suşlarda pAmpC tipi beta-laktamaz varlığı-
nın fenotipik olarak doğrulanması için, kombine 
disk testi ve MHT yapılmıştır.
 Kombine disk testinde suşların serum fiz-
yolojik içinde 0.5 McFarland bulanıklığındaki 
süspansiyonu hazırlanmıştır. Süspansiyon 
Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarına ekildik-
ten sonra seftazidim (CAZ, 30 μg), sefotaksim 
(CTX, 30 μg), seftazidim+boronik asit (CAZ/
BA, 30/400 μg), sefotaksim+boronik asit (CTX/
BA, 30/400 μg) (Becton Dickinson, USA) antibi-
yotik diskleri plak yüzeyine yerleştirilmiş ve 
18-24 saat 35 ± 2°C’de aerobik inkübasyona bıra-
kılmıştır. CAZ/BA veya CTX/BA diskleri etra-
fındaki inhibisyon zon çapı, sadece CAZ veya 
CTX zon çaplarına göre 5 mm ve üzeri olan suş-
larda pAmpC varlığı pozitif olarak kabul edil-
miştir.
 MHT için E.coli ATCC 25922 standart 
suşunun 0.5 McFarland bulanıklığındaki süs-
pansiyonu hazırlandıktan sonra serum fizyolo-
jik içinde 1/10 dilüsyonu yapılmıştır. MHA 
plağının yüzeyine steril eküvyon ile sürülerek 
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ekim yapılmıştır. Plağın ortasına sefoksitin 
diski (FOX, 30 μg) yerleştirilmiştir. Negatif 
kontrol suşları ile birlikte diğer suşlar 90 dere-
celik açı ile diskin dört bir kenarından perifere 
doğru öze ile çizgi ekimi yapılmıştır. Etüvde 35 
± 2°C’de 18-24 saatlik aerobik inkübasyondan 
sonra disk etrafındaki ≥ 3 mm’lik yonca yapra-
ğı şeklinde genişleme pozitif olarak kabul edil-
miştir(29).
 Kombine disk testi veya MHT ile pozitif 
bulunan suşlara sefotetan (0.5-32 mg/L) ± klok-
sasilin stripleri ile E-test (AB Biodisk, İsvec) 
yapılmış ve sefotetan+kloksasilin MİK değeri 
kloksasilinsiz tarafa göre 8 kat veya daha fazla 
azalma görülen suşlarda pAmpC varlığı fenoti-
pik olarak doğrulanmıştır.
 Negatif kontrol olarak E.coli ATCC 25922 
ve K.pneumoniae ATCC 700603 standart suşları 
kullanılmıştır.

BULGULAR

 Çalışmaya dahil edilen 42 E.coli suşundan 
dokuzunda MHT ile sekizinde kombine disk 
testi ile pAmpC beta-laktamaz pozitif bulun-
muştur. Kombine disk testi ile pozitif olan sekiz 
E.coli suşu E-test ile de pozitif olarak saptanmış-
tır (Tablo 1). MHT ile pAmpC beta-laktamaz 
pozitif bulunan bir E.coli suşu kombine disk 
testi ve E-test ile negatif olarak saptanmıştır 
(Tablo 2). Sefoksitine dirençli veya orta duyarlı 
bulunan 22 K.pneumoniae suşunda ise her üç 
yöntemle de pAmpC pozitifliği saptanmamıştır. 
Kombine disk testi ile pAmpC beta-laktamaz 
negatif olan K.pneumoniae suşlarının CAZ/BA 

Tablo 1. Kombine disk testi pozitif E.coli suşlarının zon çapları 
(mm).

E.coli suş no

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Örnek türü

İdrar
İdrar
İdrar
Kan

Drenaj sıvısı
İdrar
Yara
İdrar
İdrar

CAZ1

 16
 14
   6
   6
   6
   6
   7
   9
   6

CAZ/BA2

21
19
12
  6
10
14
21
18
  6

CTX3

15
19
  6
10
  6
  6
11
13
  8

CTX/BA4

22
25
17
15
15
14
20
22
11

1: CAZ: Seftazidim, 2: CAZ/BA: Seftazidim/Boronik asit, 
3: CTX: Sefotaksim, 4: CTX/BA: Sefotaksim/Boronik asit

Tablo 3. Uygulanan fenotipik testlerde pAmpC pozitif bulunan 
suşların antibiyotik duyarlılıkları.

Antibiyotik

Ampisilin
Amikasin
Gentamisin
Sefuroksim
Sefotaksim
Seftazidim
Sefepim
Pip-tazoc

Siprofloksasin
Meropenem

aDi: Dirençli, bDu:Duyarlı, cPip-tazo: Piperasilin-tazobaktam, 
dO: Orta duyarlı

1

Dia

Dub

Du
Di
Du
Du
Du
Du
Du
Du

2

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Du
Od

Du
Du

3

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Di
Di
Du
O

4

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Di
Di
Di
Du

5

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Du
O
Du
Du

6

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Di
Di
Du
O

7

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Du
Di
Du
Du

8

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Du
Di
Di
Du

9

Di
Du
Du
Di
Di
Di
Di
Di
Di
Du

E.coli suş no

Tablo 2. Uygulanan fenotipik testlerde pAmpC pozitif bulunan 
suşların sayıları.

Bakteri

E.coli
K.pneumoniae

CAZ1, CAZ/BA2

7
0

CTX3, CTX/BA4

8
0

MHT5

9
0

E-test

8
0

1: CAZ: Seftazidim, 2: CAZ/BA: Seftazidim/Boronik asit, 
3: CTX: Sefotaksim, 4: CTX/BA: Sefotaksim/Boronik asit, 
5: MHT: Modifiye Hodge Testi

Kombine disk testi

veya CTX/BA diskleri etrafındaki inhibisyon 
zon çapı, sadece CAZ veya CTX inhibisyon 
zon çaplarıyla aynı olduğu görülmüştür. 
Fenotipik olarak pAmpC pozitif bulunan suş-
ların antibiyotik duyarlılıkları Tablo 3’de gös-
terilmiştir.

TARTIŞMA

 E.coli ve Klebsiella türleri klinik örnekler-
den en sık izole edilen bakterilerdendir(21). E.coli 
ve Klebsiella spp. izolatlarında en sık GSBL 
enzimlerine rastlanmakla birlikte sefoksitin ve 
sefotetan gibi sefamisinlere direnç sağlayan 
pAmpC beta-laktamazların önemi gün geçtikçe 
artmaktadır(5). pAmpC beta-laktamazlar, GSBL’ler-
den daha geniş spektrumda ilaç direncine yol 
açmaktadır. Bu nedenle klinik olarak önemli 
bir gruptur(3). Yapılan araştırmalarda GSBL 
tarama testi pozitif çıkan fakat CLSI doğrula-
ma testine göre GSBL negatif bulunan izolat-
ların oranı son zamanlarda % 75’lere ulaşmış-
tır. Bu tür izolatlarda sonradan yapılan çalış-
malar AmpC beta-laktamaz varlığını göster-
miştir(24).



F. Alp ve ark.

22

 Son yıllarda pAmpC beta-laktamaz enzim-
lerinin varlığı ciddi bir sorun oluşturmaktadır. 
pAmpC beta-laktamaz enzimi üreten suşlarla, 
nozokomiyal salgınlar oluşabileceği gibi, bu 
enzimi taşıyan suşlarla infekte hastalarda GSBL 
üreten suşlarla oluşan infeksiyonlarda olduğu 
gibi sefalosporinlerle tedavi başarısızlığı ve 
mortalitede artış görülebilmektedir(22).
 pAmpC beta-laktamaz sıklığı ülkeler arası 
farklılık göstermektedir. MYSTIC (Meropenem 
Yearly Susceptibility Test Information Collection) 
çalışmasında 1997-1999 yılları arasında 10 
Avrupa ülkesinde 29 şehirden çeşitli klinik 
örneklerden elde edilen 7886 izolatın antibiyotik 
duyarlılıkları değerlendirilmiştir. Çalışmada 
E.coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus 
mirabilis, Serratia spp., Citrobacter spp. ve diğer 
Enterobacteriaceae üyeleri içerisinde en yüksek 
AmpC beta-laktamaz pozitifliği birinci yıl 
Türkiye ve ve Polonya’da (sırasıyla % 42.1 ve 40) 
ikinci yıl Polonya’da (% 52.3) bulunmuştur(18). 
Adler ve ark.’nın(1) 2006-2007 yılları arasında 
İsviçre’de yaptıkları çalışmada çeşitli klinik 
örneklerden izole edilen 3217 suştan sefoksitin 
dirençli 124 suşta (103 E.coli, 18 K.pneumoniae, 
üç K.oxytoca,) multipleks polimeraz zincir reak-
siyonu (PZR) yöntemi ile pAmpC beta-laktamaz 
varlığı araştırılmış ve beş E.coli suşunda pAmpC 
beta-laktamaz saptanmıştır.
 Türkiye’de 2004 yılında yapılan bir çalış-
mada sefoksitin dirençli E.coli’lerde PZR ile 
pAmpC sıklığı % 11.1 olarak bulunmuştur(27). 
Demirbakan ve ark.(15) 2005-2006 yılları arasında 
Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi’nde yaptık-
ları çalışmada, sefoksitine dirençli veya az 
duyarlı 14 Klebsiella spp. ve 27 E.coli suşundan 
iki E.coli izolatında CMY-2 tipi AmpC beta-
laktamaz varlığını saptamışlardır. Türkiye’de 
2009 yılında yapılan başka bir çalışmada 22 
E.coli suşundan birinde PZR ile CMY-2 tipi 
AmpC beta-laktamaz saptanmış, K.pneumoniae 
izolatlarında pAmpC beta-laktamaz bulunama-
mıştır(28).
 Moleküler yöntemlerin pAmpC beta-
laktamazların varlığını tespit etmede altın stan-
dart olmalarına rağmen laboratuvarda uygulan-
maları zor ve pahalıdır. CLSI’nın AmpC beta-
laktamazların saptanması için bir önerisi olma-
dığından laboratuvarlarda AmpC beta-lakta-

mazların saptanması hala önemli bir problem-
dir. Önceden yapılmış çalışmalarda pAmpC 
beta-laktamazların saptanması için tarama testi 
olarak olarak, sefoksitine orta dirençli veya 
dirençli izolatların dikkate alınması önerilmiş-
tir(7,25). pAmpC enziminin saptanmasında çeşitli 
fenotipik yöntemler kullanılmaktadır. İnhibisyon 
yöntemine dayalı çalışmalar da bu fenotipik 
yöntemlerdendir. Coudron ve ark.’nın (14) boro-
nik asit disk yöntemiyle yaptıkları çalışmada 
271 suştan 91’i boronik asit diskiyle pozitif ola-
rak saptanmıştır. MHT ile de AmpC enziminin 
varlığı araştırılabilmektedir. Yapılan bir çalışma-
da MHT testinin performansı değerlendirilmiş, 
duyarlılık ve özgüllük sırasıyla % 100 ve % 94.9 
olarak saptanmış, pAmpC pozitifliği için inhi-
bisyon zon sınır değeri ≥ 3 mm olarak tespit 
edilmiştir(29). 
 Türkiye’de boronik asitli inhibisyon testi 
ve MHT ile yapılan bir çalışmada 99 E.coli 
suşundan altısında (% 6) ve 114 K.pneumoniae 
suşundan dördünde (% 3.5) pAmpC pozitifliği 
GSBL ile birlikte tespit edilmiş ve bir K.pneumo-
niae suşunda (% 0.9) GSBL fenotipi maskelenmiş 
olarak bulunmuştur. Tek başına pAmpC pozitif-
liği E.coli suşlarında % 1 ve K.pneumoniae suşla-
rında % 0.9 oranında tespit edilmiştir(5). 
 AmpC beta-laktamazlar GSBL’de olduğu 
gibi rutin duyarlılık testinde seftazidim ve sefo-
taksim gibi geniş spektrumlu sefalosporinlere 
yanlış olarak duyarlı saptanmakta ve bunlarla 
yapılan tedavilerde hastalarda klinik başarısız-
lık görülmektedir(8,22). Klinik olarak önemli bir 
grup olan pAmpC beta-laktamazlar, GSBL’ler-
den daha geniş bir spektrumda ilaç direncine 
yol açmaktadır(3,16).
 Coudron ve ark.’nın(13) 2000 yılında yap-
tıkları bir çalışmada 1286 E.coli, K.pneumoniae, 
P.mirabilis izolatında plazmid araştırılmış, 683 
E.coli’nin 13’ünde (% 1.9) sefoksitine direnç sap-
tanmış, bu suşların üçünde (% 23) pAmpC 
bulunmuş; buna karşılık 371 K.pneumoniae’nin 
24’ü (% 6.4) sefoksitine dirençli bulunmuş, dör-
dünde (% 16) pAmpC saptanamamıştır. Sefok-
sitine direncin porin kaybına bağlı olabileceği 
düşünülmüştür. Çalışmamızda fenotipik yön-
temlerden boronik asit inhibisyon testi, MHT ve 
sefotetanlı E-test kullanılmıştır. pAmpC beta-
laktamaz varlığı 42 E.coli suşunda % 18.1 oranın-
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da saptanmış, 22 K.pneumoniae suşunda ise 
pAmpC beta-laktamaz saptanmamıştır. Bunun 
nedeni K.pneumoniae suşunun az sayıda olması, 
GSBL tarafından baskılanması veya porin kaybı 
nedeni ile olabilir. GSBL üretiminin baskılanıp 
pAmpC‘nin tekrar çalışılmaması ve PZR yapıl-
mamış olması bu çalışmanın dezavantajlarıdır. 
 Sonuç olarak, beta-laktam antibiyotiklerin 
sık kullanıldığı ülkemizde, pAmpC tipi beta-
laktamaz yaygınlığının saptanması, bu dirence 
sahip etkenlerle oluşan infeksiyon hastalıkları-
nın tedavisinde uygun ampirik tedavinin baş-
lanmasında ve epidemiyolojik veri oluşturulma-
sında önemlidir. pAmpC beta-laktamaz varlığı-
nın fenotipik olarak hızlı ve doğru olarak ortaya 
çıkarılması klinik açıdan doğru ve etkin tedavi 
rejimlerinin uygulanmasını sağlayacaktır. 
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