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Klinik Örneklerden İzole Edilen
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae

Suşlarında Plazmidik AmpC Tipi
Beta-Laktamaz Direncinin Araştırılması

ÖÖZZEETT  AAmmaaçç::  Gram negatif çomaklarda beta-laktam antibiyotiklere karşı gelişen dirençte en
önemli mekanizma, beta-laktamaz enzimleri ile ilacın inaktive edilmesidir. Bu beta-laktamaz
enzimleri içerisinde plazmidik AmpC tipi beta-laktamazlar, sefamisinleri de içeren geniş bir
substrat profiline sahip olmaları, oluşturdukları direncin beta-laktamaz inhibitörleri tarafından
inhibe edilememesi, bakteriler arasında çoklu antibiyotik direncini yayabilmesi ve saptanmaları
için standart yöntemlerin olmaması gibi sebeplerden dolayı önemli bir yere sahiptir. Çalışma-
mızda, laboratuvarımızda izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae suşlarında plaz-
midik AmpC tipi beta-laktamaz varlığı araştırılmıştır. GGeerreeçç  vvee  YYöönntteemmlleerr::  Ocak 2008-Eylül
2008 tarihleri arasında Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalının Labora-
tuvarlarına gelen çeşitli klinik örneklerden izole edilen sefoksitine dirençli ya da orta duyarlı 23
Escherichia coli ve 17 Klebsiella pneumoniae suşunda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yön-
temi ile, uygun primer dizileri kullanılarak AmpC tipi beta-laktamazlara ait gen bölgeleri araş-
tırılmıştır. BBuullgguullaarr::  Yapılan testlerde PZR ile bir E. coli suşunda CMY-2 geni saptanmıştır. PZR
ile pozitif bulunan köken, fenotipik yöntemlerden kloksasilin inhibisyon ve modifiye Hodge
testinde pozitif bulunmuştur. SSoonnuuçç::  AmpC tipi beta-laktamaz enzimleri tüm dünyada artan
sıklıkla görülmektedir, hastane enfeksiyonu nedeni olabilmektedir ve bu direnci taşıyan et-
kenlerle oluşan enfeksiyonların tedavisinde ve tanısında etkin yöntemler geliştirmek önemli
olacaktır.

AAnnaahhttaarr  KKeelliimmeelleerr:: AmpC beta laktamazlar; ilaç direnci, bakteriyel

AABBSSTTRRAACCTT  OObbjjeeccttiivvee::  The most important mechanism of beta-lactam resistance in gram-nega-
tive bacilli is the inactivation of antibiotics by beta-lactam enzymes. Among these beta-lactam en-
zymes, plasmidic AmpC type beta-lactamases have a special place as a consequence of the
following reasons: they have a broad substrate profile including cephamycins, the resistance cre-
ated by them cannot be inhibited by the beta-lactamase inhibitors; they can spread a multiple an-
tibiotic resistance among bacteria and finally there are no standard recommended methods for
their detection. In this study, we have examined the availability of plasmidic AmpC type beta-
lactamases among Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains in our laboratory. MMaatteerriiaall
aanndd  MMeetthhooddss::  Twenty three Escherichia coli and 17 Klebsiella pneumoniae strains resistant or in-
termediately resistant to cefoxitin isolated from the various clinical samples in Cerrahpaşa Fac-
ulty of Medicine Department of Clinical Microbiology Laboratories between January
2008-September 2008 were examined. Gene areas of AmpC type beta-lactamases were investi-
gated with polymerase chain reaction (PCR) method by utilization of appropriate primer se-
quences. RReessuullttss::  As a result, a CMY-2 gene was screened in one E. coli strain. Strain detected to
be positive by PCR, was also found to be positive by phenotypic methods such as cloxacilline in-
hibition and modified Hodge tests. CCoonncclluussiioonn::  AmpC beta-lactamases appear to be increasing in
prevalence around the world, can cause nosocomial outbreaks, and merit further study to define
the best options for detection and treatment.

KKeeyy  WWoorrddss::  AmpC beta-lactamases; drug resistance, bacterial
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eta-laktamlar, antimikrobiyal ajanlar içeri-
sinde en sık kullanılan antibiyotiklerdir.
Ancak son zamanlarda bu antibakteriyel

ajanların yaygın kullanımına paralel olarak beta-
laktam antibiyotiklere direnç oranları giderek
artmaktadır. Gram negatif bakterilerde bu antibi-
yotiklere karşı gelişen dirençte en önemli meka-
nizma beta-laktamaz enzimlerinin üretimidir. Yeni
bulunan beta-laktamazların sefamisinleri, oksimino
sefalosporinleri, monobaktamları ve karbapenem-
leri hidrolize etmesi terapötik seçeneklerin kısıt-
lanmasına ve tedavi başarısızlıklarına neden
olduğundan endişeleri arttırmaktadır.1

Bush-Jacoby-Medeiros Grup 1, Ambler sınıf
C’de bulunan AmpC beta-laktamazlar; plazmid ara-
cılı ve kromozomal olmak üzere iki tiptir. Plazmid
aracılı enzimler, kromozomal AmpC beta-lakta-
mazlara benzer şekilde penisilinleri, oksimino se-
falosporinleri, sefamisinleri ve değişken olarak
aztreonamı içeren geniş spektrumlu bir beta-lak-
tam direnci oluştururlar. 

Direnç genleri, plazmid üzerinde bulundukla-
rında, beraberinde başka antibiyotiklere direncin
taşınmasına ve ilaç direncinin bakteriler arasında
yayılmasına neden olduğundan, tanımlanmaları
enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde önemlidir.2,3 

Bu önemli direncin tespitinde Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) tarafından öne-
rilmiş herhangi bir kriter yoktur.4 Bu nedenle
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında AmpC
beta-laktamaz üreten suşların saptanması sorun ya-
ratmaktadır.

Çalışmamızda Ocak 2008-Eylül 2008 tarihleri
arasında Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dalı Laboratuvarları’na gelen çe-
şitli klinik örneklerden izole edilen sefoksitine orta
duyarlı ya da dirençli E. coli ve K. pneumoniae suş-
larında, plazmidik AmpC beta-laktamazların yay-
gınlığının ve tiplerinin saptanması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEMLER

Çalışmamızda Ocak 2008-Eylül 2008 tarihleri ara-
sında Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalı Laboratuvarları’na ardışık izole edi-
len toplam 1846 E. coli ve K. pneumoniae (1340

E.coli ve 506 K. pneumoniae) izolatı sefoksitin di-
renci açısından taranmıştır. Sefoksitine orta duyarlı
ya da dirençli bulunan 23 E. coli ve 17 K. pneumo-
niae izolatı incelenmeye alınmıştır.

İZOLATLARIN TANIMLANMASI

Bakterilerin izolasyonu ve tanımlanmasında rutin
yöntemler kullanılmıştır.5 Klasik yöntemlerle ta-
nımlanamayan suşlar Vitek 2 (BioMerieux, Fransa)
otomatize sistemle tanımlanmıştır.

Antibiyotik Duyarlılık Testleri

Suşların antibiyotik duyarlılıklarının belirlenme-
sinde disk difüzyon ve agar dilüsyon yöntemleri
kullanılmıştır.6

Disk Difüzyon Yöntemi 

Çalışmamızda incelenecek suşların antibiyotik du-
yarlılık durumlarının araştırılması amacıyla ampi-
silin (10 µg), sefazolin (30 µg), sefuroksim (30 µg),
sefoksitin (30 µg), sefotaksim (30 µg), seftazidim (30
µg), sefpodoksim (10 µg), sefepim (30 µg), aztreo-
nam (30 µg), imipenem (10 µg), amoksisilin-klavu-
lanat (20/10 µg), ampisilin-sulbaktam (10/10 µg),
piperasilin-tazobaktam (100/10 µg), sefotaksim-kla-
vulanat (30/10 µg), seftadizim-klavulanat (30/10
µg), gentamisin (10 µg), amikasin (30 µg), netilmi-
sin (30 µg), siprofloksasin (5 µg), levofloksasin (5
µg), norfloksasilin (10 µg), trimetoprim-sulfome-
toksazol (1,25/23,75 µg), nitrofurantoin (300 µg)
diskleri (Oxoid, UK) kullanılmıştır.

Antibiyogramların değerlendirilmesinde CLSI
standartları kullanılmıştır.6 Sefoksitine orta duyarlı
ya da dirençli olan izolatlar ileri incelemeye alın-
mıştır.

Agar Dilüsyon Yöntemi

Çalışmaya alınan izolatların minimal inhibitör
konsantrasyon (MİK) değerleri CLSI standartlarına
uyularak agar dilüsyon yöntemi ile saptanmıştır.
Ampisilin (Fako), sefoksitin (Bilim), sefotaksim,
seftazidim, amikasin (İ.E. Ulagay), sefepim (Mus-
tafa Nevzat), imipenem (Merck Sharp&Dohme),
siprofloksasin, gentamisin (Sigma) için MİK değer-
leri belirlenen aralıkta iki kat seri dilüsyon yapıla-
rak belirlenmiştir.6
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Agar dilüsyon yönteminde ATCC 25922 E. coli
ve ATCC 29213 S. aureus kontrol suşları kullanıl-
mıştır.

FENOTİPİK YÖNTEMLER

Kloksasilin İnhibisyon Testi 

Agar dilüsyon yöntemiyle sefotaksim ve seftazidim
MİK değerleri belirlenirken, paralelinde 100 µg/ml
kloksasilin eklenerek bu antibiyotiklerin seri 
dilüsyonları da hazırlanmıştır. Kloksasilin-sefa-
losporin içeren besiyerlerinde bulunan MİK de-
ğerlerinde, kloksasilin bulunmayan besiyerlerinde
saptanan MİK değerlerine göre ≥2 kat azalma ol-
ması pozitif kabul edilmiştir.7

Modifiye Hodge Testi  

Modifiye Hodge testi Yong ve ark.nın yöntemine
uygun olarak metallo-beta-laktamazların tespitinde
kullanılan imipenem diski yerine sefoksitin diski
yerleştirerek yapılmıştır.8

MOLEKÜLER YÖNTEMLER

Plazmid İzolasyonu

Sefoksitin dirençli ya da orta duyarlı bulunan suşla-
rın plazmid ekstraksiyonu AbsoGene Plasmid DNA
Isolation Kit’i (RTA, Türkiye) kullanılarak üretici
firmanın önerileri doğrultusunda yapılmıştır.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR’de arayacağımız gen bölgelerini çoğaltmak
için kullanılan primerler Tablo 1’de gösterilmiştir.9

Pozitif kontrol olarak CMY-2 üreten kontrol suş
Prof.Dr. Adolf Bauernfeind’dan (Micoer Institute,
Münih, Almanya) temin edilmiştir.

PZR yöntemi son hacmi 25 µL olacak şekilde
gerçekleştirildi. Bu amaçla temel amplifikasyon
karışımı 1. ve 2. aşama PZR işlemleri için 2,5 µL
10x Taq polimeraz tamponu (100 mM Tris HCl ve
500 mM KCl), 1,5 µL MgCl2 (25 mM), 0,5 µL
dNTP karışımı (her bir dNTP’den 25 mM) ve
0,125 µL Taq Polimeraz (5 U/µL) şeklinde hazır-
landı. Bu karışıma 1. aşama PZR için Tablo 1’de
verilen ilgili genlere ait 1. aşama düz ve ters pri-
merleri (25 pmol/µL) her biri 0,5 µL olacak şe-
kilde eklendi. Karışıma ayrıca 5 µL örnek DNA’sı
eklendi. Birinci aşama PZR reaksiyonuna 14,5 µL
DNaz RNaz içermeyen deiyonize su eklenerek 25
µL’lik son hacim elde edildi. İkinci aşama PZR
için Tablo 1’de verilen ilgili genlere ait 2. aşama
düz ve ters primerleri (25 pmol/µL) her biri yine
0,5 µL olacak şekilde eklendi. Karışıma hedef
DNA olarak 1. aşama ürünü 1 µL hacminde ek-
lendi. 2. aşama PZR reaksiyonuna 18,5 µL DNaz
RNaz içermeyen deiyonize su ilavesi ile 25 µL’lik
son hacim elde edildi.

Gen ve primerin adı DNA dizisi Nükleotid pozisyonu Ortalama boyut (bp)

blaCMY-1, blaFOX, blaMOX

C1 5’-GAGCAGACCCTGTTCGAGAT-3’ 570 846

C2 5’-GATTGGCCAGCATGACGATG-3’ 1416

C3 5’-TACTCCAACCCCAGCATAGG-3’ 852 519

C4 5’-CCACATAGGCGCCAAAGCC-3’ 1371

blaCMY, blaAmpC(Citrobacter freundii), blaLAT, blaBIL

CA1 5’-TGCTGCTGACAGCCTCTTTC-3’ 71 1106

CA2 5’-TTTCAAGAATGCGCCAGGCC-3’ 1177

CA3 5’-GCGATCCGGTCACGAAATAC-3’ 359 426

CA4 5’-ATAACGCTGGATTTCACGCCA-3’ 785

blaMIR, blaAmpC(Enterobacteriaceae), blaACT

M1 5’-CTATAAGTAAAACCTTCACCGG-3’ 1178 870

M2 5’-TATGCCGCCTCAACGCGTG-3’ 2048

M3 5’-TGCGCTTTTATCAAAACTGGCA-3’ 1382 585

M4 5’-GCCACGTAGCTGCCAAACC-3’ 1967

TABLO 1: Kullanılan primerlerin DNA dizisi, nükleotid pozisyonu, ortalama boyutları.
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Gerek 1. aşama gerek 2. aşama PZR yönte-
minde öncelikle 95oC’de 2 dakikalık ilk denatü-
rasyon aşaması uygulandı ve ardından 45
döngülük 95 oC’de 30 saniye, 50 oC’de 1 dakika ve
72 oC’de 2 dakikalık döngüsel çoğaltma programı
uygulandı. Çoğaltma sonrası ürünler 72oC’de 5 da-
kikalık inkübasyon ile son uzama işlemine tabi tu-
tuldu ve 4 oC’de ileri işlemler uygulanıncaya kadar
saklandı.  

Amplifikasyon işleminin ardından PZR
ürünleri etidyum bromür (EB) içeren 0,5 X TBE
ile hazırlanan %1’lik agaroz jel elektroforezi ile
incelendi. Bunun için PZR ürünlerinden 7 µL alı-
narak 3 µL yükleme tamponu ile karıştırıldı 100
V’da 1 saat yürütüldü. Oluşan bantlar ultraviyole
translüminatörde incelendi. 

DNA Dizi Analizi

PZR ile plazmidik AmpC beta-laktamaz varlığı sap-
tanan örnekte ikinci aşama PZR primerleri kulla-
nılarak dizi analizi yapıldı. Jelde yürütme
işleminden sonra kesilen DNA bandı High Pure
PZR Product Purification Kit’i (Roche Applied Sci-
ence, USA) kullanılarak saflaştırıldı. Saflaştırılan
PZR ürünü “cycle sequencing” işleminde kulla-
nıldı. “Cycle sequencing” işlemi için 95°C’de 7,5 da-
kikalık ilk denatürasyon ve sonrasında 35 döngülük
95°C’de 20 saniye, 50°C’de 20 saniye ve 60°C’de 4
dakikadan oluşan program kullanıldı.

Daha sonra “cycle sequencing” ürünü içeri-
sinde Sephadex G50 (Sigma, ABD) bulunan kolon-
dan geçirilerek saflaştırıldı, saflaştırılan ürün ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
ABD) cihazına yüklendi. Elde edilen dizi DNA Star
programı içerisinde yer alan Seqman programı ile
düzeltildi, düzeltilen dizi internet üzerinde BLAST
programı kullanılarak gen bankasındaki dizilerle
karşılaştırıldı ve CMY-2 ile %100 uyumlu bulundu. 

Konjugasyon Deneyi

PZR testi ile plazmidik AmpC pozitif bulunan
suşun sefoksitine direnç özelliğini alıcı E. coli K12
RifR alıcı suşuna aktarıp aktarmadığı konjugasyon
deneyi ile araştırıldı. Bunun için PZR ile AmpC po-
zitif saptanan sefoksitin dirençli, laktoz pozitif
suşun (verici) ve alıcı suşun (E. coli K12 RifR /se-

foksitin duyarlı, laktoz negatif) 24 saatlik kültürle-
rinden alınan koloniler, 5 mL Müller Hinton
broth’a ekildi ve 37oC’de çalkalamalı etüvde 4 saat
inkübe edildi. İnkübasyon sonunda her tüpten
birer mililitre alınarak karıştırıldı. Yirmi dört saat
37�C’de inkübe edilen karışım, sefoksitin (1 µg/mL)
içeren Mac Conkey besiyerine ekildi, üreyen laktoz
negatif kolonilerin tanımlandı ve antibiyotik du-
yarlılıkları araştırıldı.

BULGULAR

Sefoksitine orta duyarlı ya da dirençli bulunan 23
E. coli ve 17 K. pneumoniae suşu gelen idrar
(n=26), hemokültür (n=5), yara sürüntüsü (n=1),
balgam (n=1), doku parçası (n=2), biyopsi örneği
(n=1), apse (n=2), asit sıvısı (n=2), amputasyon ör-
neği (n=1), aspirasyon örneği (n=1) gibi çeşitli kli-
nik örneklerden izole edilmiştir. Örneklerin %
47,5’i yatan hastalardan, kalan %52,5’i ayaktan te-
davi edilen poliklinik hastalarından gelmiştir.

23 E. coli suşunun 12’sinde (%5223 E. coli su-
şunun 12’sinde (%5223 E. coli suşunun 12’sinde
(%5223 E. coli suşunun 12’sinde (%5223 E. coli su-
şunun 12’sinde (%5223 E. coli suşunun 12’sinde
(%5223 E. coli suşunun 12’sinde (%5217 K. pneu-
moniae suşundan 13’ünde (%76.5) GSBL tespit
edilmiştir.

E. coli izolatlarının disk difüzyon testi sonuç-
ları Tablo 2’de özetlenmiştir.

K. pneumoniae suşlarının disk difüzyon testi
sonuçları Tablo 3’te özetlenmiştir.

AGAR DİLÜSYON TESTİ SONUÇLARI

Agar dilüsyon yöntemi ile E. coli izolatlarının
%82,6’sı sefoksitine dirençli, %17,4’ü sefoksitine
orta duyarlı bulunmuştur. E. coli izolatlarında am-
pisiline %91,3 ve siprofloksasine %73,9 oranında
direnç saptanmıştır. İmipenem ve amikasin en et-
kili antibiyotikler olarak bulunmuştur.

K. pneumoniae izolatlarının %88,2’si sefoksi-
tine dirençli, %11,8’i sefoksitine orta duyarlı bu-
lunmuştur. K. pneumoniae izolatlarında ise
sefotaksime %58,8, seftazidime %64,7, sefepime
%64,7 ve siprofloksasine %76,5 oranında direnç
saptanmıştır. E. coli izolatlarına benzer şekilde imi-
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penem ve amikasin en etkili antibiyotikler olarak
saptanmıştır. 

Suşların MİK değerleri Tablo 4’te görülmekte-
dir.  

PZR ile CMY-2 pozitif saptanan izolat sefoksitin
MİK değeri >256 µg/mL olan tek izolattır (Tablo 4).

FENOTİPİK YÖNTEMLERİN SONUÇLARI

K. pneumoniae izolatlarından biri kloksasilin inhi-
bisyon testi ile, 10’u modifiye Hodge testi ile pozi-
tif bulunmuş, pozitif kökenlerden hiçbirinde
moleküler yöntemlerle plazmidik AmpC beta-lak-
tamaz saptanamamıştır. E. coli izolatlarından altısı
kloksasilin inhibisyon testi ile, 12’si modifiye
Hodge testi ile pozitif bulunmuştur. Sadece bir E.
coli izolatında PZR ile CMY-2 tipi plazmidik
AmpC beta-laktamaz saptanmıştır. CMY-2 geni
saptanan E. coli izolatı hem kloksasilin inhibisyon
testi hem de modifiye Hodge testi ile pozitif bu-
lunmuştur (Tablo 4). 

PZR TESTİ VE DNA DİZİ ANALİZİ SONUÇLARI

PZR testi ile bir E. coli izolatında CMY-2 geni sap-
tanmış ve DNA dizi analizi ile doğrulanmıştır. Po-
zitif izolat bir poliklinik hastasının idrar
örneğinden izole edilmiştir (Resim 1).

Yapılan konjugasyon deneyinde PZR ile
AmpC pozitif bulunan izolatın alıcı izolata sefoksi-
tin direncini aktaramadığı gösterilmiştir.

Plazmidik AmpC beta-laktamazların sıklığı
E.coli izolatları arasında % 0,07 (1/1340 izolat) ola-
rak saptanmıştır. K. pneumoniae izolatları arasında
saptanamamıştır.  

TARTIŞMA

Plazmid bağımlı AmpC beta-laktamaz enzimleri ilk
olarak 1988 yılında E. coli ve K.  pneumoniae izo-
latlarında bildirilmiştir. Bu enzimlerin plazmidler
yoluyla bakteriler arasında yayılabilmesi enfeksi-
yon hastalıklarının tedavisinde sorunlara sebep ol-

Duyarlılık durumu (%)/
Antibiyotikler S I R

Ampisilin 4,3 4,3 91,3

Aztreonam 47,8 13 39,1

Sefoksitin – 65,2 34,8

Sefpodoksim 26,1 – 73,9

Sefotaksim 47,8 8,7 43,5

Seftazidim 65,2 8,7 26,1

Sefepim 56,5 17,4 26,1

Sefuroksim 17,4 8,7 73,9

Sefazolin 17,4 8,7 73,9

Amoksisilin-klavulanat 17,4 39,1 43,5

Piperasilin-tazobaktam 82,7 13 4,3

Ampisilin-sulbaktam 17,4 21,7 60,9

İmipenem 100 – –

Amikasin 60,9 4,3 34,8

Gentamisin 52,2 – 47,8

Netilmisin 60,9 26,1 13

Siprofloksasin 21,7 – 78,3

Norfloksasin 21,7 – 78,3

Levofloksasin 21,7 – 78,3

Trimetoprim-Sulfometoksazol 60,9 4,3 34,8

TABLO 2: E. coli izolatlarının disk difüzyon yöntemi ile
belirlenen antibiyotik duyarlılıkları.

S: Duyarlı; I: Orta duyarlı; R: Dirençli.

Duyarlılık durumu (%)/
Antibiyotikler S I R

Ampisilin – – 100

Aztreonam 17,6 11,8 70,6

Sefoksitin – 41,2 58,8

Sefpodoksim 17,6 5,9 76,5

Sefotaksim 23,5 29,4 47,1

Seftazidim 41,2 11,8 47

Sefepim 58,8 11,8 29,4

Sefuroksim 5,9 11,8 82,3

Sefazolin 11,8 – 88,2

Amoksisilin-klavulanat 23,5 47,1 29,4

Piperasilin-tazobaktam 41,2 17,6 41,2

Ampisilin-sulbaktam 29,4 23,5 47,1

İmipenem 100 – –

Amikasin 47,1 5,8 47,1

Gentamisin 82,4 – 17,6

Netilmisin 82,4 5,8 11,8

Siprofloksasin 23,5 – 76,5

Norfloksasin 23,5 5,8 70,6

Levofloksasin 23,5 – 76,5

Trimetoprim-Sulfometoksazol 82,4 – 17,6

TABLO 3: K. pneumoniae suşların disk difüzyon 
yöntemi ile belirlenen antibiyotik duyarlılıkları.

S: Duyarlı, I: Orta duyarlı, R: Dirençli.
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maktadır. Çalışmamızda klinik örneklerden sıklıkla
izole edilen E. coli ve K. pneumoniae izolatlarında
plazmidik AmpC varlığı moleküler ve fenotipik
yöntemlerle araştırılmıştır.

Plazmidik AmpC tipi beta-laktamazların sık-
lığı ve tipleri birçok ülkeden birçok araştırmacı
tarafından çalışılmış ve bu çalışmalarda farklı so-
nuçlar elde edilmiştir.

AmpC Kloksasilin  Modifiye
beta- inhibisyon Hodge

GSBL laktamaz AM CAZ CTX FOX FEP IPM AN GM CIP testi testi

E1 + – 512 16 8 128 0,25 0,5 1 0,5 0,03 + –

E2 + – >512 16 512 32 >256 0,5 1 0,5 32 – –

E3 + CMY-2 >512 64 64 >256 2 0,25 8 128 64 + +

E4 – – 256 16 4 128 0,25 0,12 2 1 0,03 + –

E5 – – 64 0,25 0,06 16 0,12 0,25 1 0,5 0,06 – +

E6 – – 512 0,5 0,5 16 1 0,5 16 2 >128 – –

E7 – – >512 >512 >512 128 256 0,5 64 64 >128 – +

E8 + – >512 32 128 32 64 0,25 8 128 >128 – –

E9 – – >512 2 2 128 4 4 4 2 128 – +

E10 + – >512 32 256 32 64 0,25 8 256 >128 – +

E11 + – >512 32 128 32 64 0,5 8 128 >128 – –

E12 – – 256 0,5 0,5 256 2 0,25 8 2 64 – –

E13 – – 256 4 4 64 0,12 1 2 0,25 0,03 + +

E14 + – >512 32 64 32 64 0,25 8 128 128 – +

E15 + – >512 128 512 32 256 0,5 16 >256 0,03 – –

E16 + – >512 64 256 32 128 0,5 4 1 128 – +

E17 – – 64 0,25 0,12 128 0,06 0,5 2 1 0,03 + –

E18 + – >512 16 256 64 64 0,25 8 128 >128 – +

E19 + – >512 8 32 16 64 0,5 8 >256 64 – –

E20 – – 256 1 0,5 32 0,5 0,25 8 1 >128 + +

E21 + – >512 128 256 32 0,5 0,5 8 1 64 – –

E22 – – 4 0,25 0,06 16 0,12 0,5 2 32 128 – +

E23 – – 4 0,5 0,12 32 0,25 0,5 4 0,5 32 – +

K1 + – >512 64 512 32 256 0,25 8 0,5 >128 – +

K2 + – >512 256 1024 128 >256 0,5 4 1 >128 – +

K3 + – >512 64 256 128 128 0,5 2 0,5 >128 – +

K4 – – >512 1 0,06 16 0,5 0,5 0,5 0,25 16 – –

K5 + – >512 64 512 128 128 0,25 4 1 >128 – +

K6 + – >512 8 32 16 64 1 1 8 0,03 – +

K7 + – >512 64 256 64 64 2 16 1 >128 – +

K8 + – >512 16 32 32 8 0,5 0,5 0,25 64 – –

K9 – – >512 32 256 128 64 0,5 8 128 128 – –

K10 + – >512 64 512 32 128 1 16 0,5 128 – –

K11 – – 64 0,5 0,5 64 0,5 0,5 2 0,5 64 – –

K12 + – >512 512 64 32 32 0,25 64 128 >128 – +

K13 – – 64 1 0,5 32 0,25 0,25 1 0,5 0,5 – –

K14 + – >512 32 256 32 64 0,5 2 0,5 >128 – +

K15 + – >512 256 32 128 16 0,5 32 2 >128 – –

K16 + – >512 8 32 32 64 0,25 1 0,25 0,12 – +

K17 + – >512 128 64 256 2 0,5 2 1 0,03 + +

TABLO 4: İzolatların MİK değerleri, GSBL sonuçları, PZR ve fenotipik yöntemlerin bulguları.

AM: Am pi si lin; CAZ: Sef ta zi dim; CTX: Se fo tak sim; FOX: Se fok si tin; FEP: Se fe pim; IPM: İmi pe nem; AN: Ami ka sin; GM: Gen ta mi sin; CIP: Sip rof lok sa sin; GSBL: Ge niş le miş spek trum -
lu be ta lak ta maz. .
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Empel ve ark. Polonya’da 2003-2004 yılları
arasında 13 hastanede yatan hastalardan izole edi-
len 2388 Enterobacteriaceae kökeninde plazmidik
AmpC tipi beta-laktamaz varlığını araştırmışlar, 71
Proteus mirabilis suşundan 19’unda CMY-15, dör-
dünde CMY-12, bir suşta CMY-38 bulmuşlardır.10 

Yamasaki ve ark. tarafından Japonya’da ya-
pılan çalışmada toplam 22.869 Enterobacteriaceae
suşu plazmidik AmpC beta-laktamaz varlığı açı-
sından araştırılmıştır ve 20 CMY-2, 6 DHA-1, 2
CMY-8 ve 1 MOX-1 tipi plazmidik AmpC tipi
beta-laktamaz saptanmıştır.11

Hanson ve ark.nın 2005 yılında Amerika’da
yaptığı çalışmada çeşitli kliniklerde yatan ve ayakta
tedavi edilen hastaların idrar yolu enfeksiyonların-
dan izole edilen 1433 E. coli ve 214 Klebsiella spp.
suşuna CLSI önerilerine göre disk difüzyon testi ya-
pılmış, sefoksitin ve sefpodoksim duyarlılığı azal-
mış 75 E. coli, 14 Klebsiella spp. suşunda AmpC
beta-laktamaz varlığı araştırılmıştır. Dokuz E. coli
suşunda (%12) ve bir K. pneumoniae (%7) suşunda
PZR ve dizi analizi ile CMY-2 tipi plazmidik AmpC
beta-laktamaz tespit edilmiştir.12

Adler ve ark.nın 2006-2007 yılları arasında İs-
viçre’de yaptıkları çalışmada çeşitli klinik örnek-
lerden izole edilen 3217 suştan (2434 E. coli, 174
K. oxytoca, 459 K. pneumoniae, 8 Klebsiella spp.,
134 P. mirabilis, 7 Salmonella enterica ssp. enterica
ve 1 Shigella flexneri) sefoksitin dirençli 124 suşta

(103 E. coli, 3 K. oxytoca, 18 K. pneumoniae) mul-
tipleks PZR yöntemi ile plazmidik AmpC beta-lak-
tamaz varlığı araştırılmıştır. 13 Beş E.coli suşunda
plazmid bağımlı AmpC beta-laktamaz saptamışlar-
dır.13 

Woodford ve ark. tarafından 2004-2006 yılları
arasında İngiltere’de, 135 E. coli ve 38 Klebsiella
spp. suşunda plazmidik AmpC tipi beta-laktamaz
varlığı araştırılmıştır. 14 Bu çalışmada, E. coli suşla-
rının %49’unda, K. pneumoniae suşlarının
%55’inde plazmidik AmpC enzimi saptanmıştır.
AmpC tipi beta-laktamaz saptanan suşların, 60’ı
CMY-23, 14’ü ACC tip beta-laktamaz, 11’i FOX tipi
beta-laktamaz, üç suş ise DHA tipi AmpC beta-lak-
tamaz olarak tespit edilmiştir.14

Ülkemizde AmpC beta-laktamaz varlığının
araştırılması ile ilgili ilk çalışma 1995 yılında Bal ve
ark. tarafından yapılmıştır. 15 Böbrek nakli yapılmış
hastalardan izole edilen 14 çoğul dirençli K. pneu-
moniae suşunda CMY-2 tipi AmpC beta-laktamaz
saptanmıştır.15

Demirbakan ve ark. 2005-2006 yılları arasında
Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi’nde yaptıkları
çalışmada, sefoksitine dirençli ya da az duyarlı 14
Klebsiella spp. ve 27 E. coli suşundan iki E. coli izo-
latında CMY-2 tipi AmpC beta-laktamaz varlığı
saptamışlardır.16

Çalışmamızda taranan toplam 1340 E. coli suşu
arasında sefoksitine dirençli bulunan 22 E. coli su-
şundan PZR testi ile bir CMY-2 tipi AmpC beta-
laktamaz (% 0,07) saptanmıştır. Bu oran Avrupa,
Asya ve Amerika ülkeleriyle uyumludur.11 K. pneu-
moniae izolatlarında plazmidik AmpC tipi beta-
laktamaz bulunamamıştır. CMY-2 pozitif bulunan
E. coli suşu, fenotipik yöntemlerden modifiye
Hodge ve kloksasilin inhibisyon testlerinin her iki-
sinde de pozitif bulunmuştur. Gerek modifiye
Hodge testi, gerek kloksasilin inhibisyon testi ile
pozitif suş sayısının PZR’ye göre daha fazla olması,
laboratuvar koşullarına ve yorum güçlüklerine bağ-
lanmıştır.17,18

Plazmidik AmpC geni taşıyan suşlar plazmid
üzerinde AmpC genine ek olarak diğer ilaç direnç
genlerini de sıklıkla taşıdığından plazmid kökenli
AmpC beta-laktamaz saptanan suşlarda genellikle

RESİM 1: CMY-2 pozitif saptanan suşun PZR sonucu.
Sütun 1: CMY-2 pozitif kontrol (519 bp)
Sütun 2: Negatif kontrol
Sütun 5: CMY-2 pozitif saptanan suş
Sütun 8: 100 basamaklı size marker.

500 bp

1   2     3      4     5     6     7     8     9   10    11  12  13
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çoklu ilaç direnci vardır. Ayrıca bu suşlarda plaz-
midik AmpC beta-laktamaz enzimlerine ek olarak
dış membran geçirgenliğinin azalması ile karbape-
nem direnci gelişebilir.

Ding ve ark.nın Çin’de yaptıkları çalışmada
494 E. coli ve 637 K. pneumoniae suşunda multip-
leks PZR yöntemi ile 74 kökenin plazmid bağımlı
AmpC beta-laktamaz ürettiğini saptamışlar, bulu-
nan AmpC pozitif kökenlerin %74,4’ü gentamisin,
%38,5’i amikasin, %75,6’sı siprofloksasiline diren-
çli bulunmuştur. 19 Kökenlerin hepsi imipeneme
duyarlı olarak bildirilmiştir.19  

Çalışmamızda da CMY-2 pozitif saptanan E.
coli izolatı gentamisine ve siprofloksasiline diren-
çli, amikasine ve imipeneme duyarlı bulunmuş-
tur.

Plazmidik AmpC beta-laktamaz saptanan suş-
larla gelişen enfeksiyonların tedavisinde öncelikle
karbapenemler kullanılmalıdır. Suşlar florokino-
lonlara duyarlı bulunursa, florokinolonlar diğer bir
tedavi seçeneği olabilir. Ayrıca yeni antibiyotikler-
den tigesiklin de önerilebilir.

Sonuç olarak, dünyayla paralel şekilde beta-
laktam antibiyotiklerin sık kullanıldığı ülkemizde,
AmpC tipi beta-laktamaz yaygınlığının saptan-
ması, bu dirence sahip etkenlerle oluşan enfeksi-
yon hastalıklarının tedavisinde etkin yöntemler
geliştirilmesinde ve sağlam bir epidemiyolojik
veri oluşturulmasında önemlidir. Ancak izolatları-
mızın azlığı göz önüne alındığında, bu konuda ya-
pılan çalışmaların çok merkezli yapılmasının çok
daha faydalı olacağı bir gerçektir.
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