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ÖZET

Bu çalışma; ciddi enfeksiyonlara neden olan kan izolatı Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’da gö-
rülen genişlemiş spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ile son yıllarda artış gösteren plazmid kaynaklı
AmpC (pAmpC) beta-laktamazlar ve KPC-tip karbapenemazın varlıklarını araştırmak amacıyla yapılmıştır.
Ocak 2001-Mart 2009 tarihleri arasında Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi İhsan Doğramacı Çocuk Has-
talıkları Hastanesine başvuran hastaların kan örneklerinden izole edilen 99 E.coli ve 114 K.pneumoniae su-
şu çalışmaya alınmıştır. GSBL, pAmpC beta-laktamaz ve KPC-tip karbapenemaz enzimleri için tarama
testleri aynı plakta uygulanmıştır. “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” önerileri doğrultu-
sunda doğrulama testi olarak GSBL için kombine disk yöntemi, KPC-tip karbapenemaz için modifiye Hod-
ge testi, ayrıca KPC-tip karbapenemaz, pAmpC beta-laktamaz için boronik asitli inhibisyon test yöntemi
ve pAmpC beta-laktamazlar için modifiye Hodge testi uygulanmıştır. Her üç tip direncin birarada bulu-

Geliş Tarihi (Received): 20.09.2011 • Kabul Ediliş Tarihi (Accepted): 06.01.2012

Özgün Çalışma/Original Article

İletişim (Correspondence): Uzm. Dr. Atakan Baykal, Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkezi Başkanlığı, Viroloji Laboratuvarı,
Adnan Saygun Caddesi No: 55 06100 Sıhhiye, Ankara, Türkiye. Tel (Phone): +90 312 458 2000, 

E-posta (E-mail): baykalatakan@yahoo.com

Mikrobiyol Bul 2012; 46(2): 159-169



nabilmesi durumunda ortaya çıkacak direnç fenotipinin belirlenmesinde boronik asitli inhibisyon test
yöntemi uygulanmıştır. E.coli ve K.pneumoniae suşlarında beta-laktamaz oranları sırasıyla GSBL için %26.2
(26/99) ve %61.4 (70/114); pAmpC için %1 (1/99) ve %0.9 (1/114); GSBL + pAmpC için %6 (6/99) ve
%3.5 (4/114) olarak tespit edilmiştir. Bir suşta GSBL’nin maskelenmiş olduğu saptanmıştır. KPC-tip kar-
bapenemaz için ertapeneme dirençli üç izolat (iki E.coli, bir K.pneumoniae), boronik asitli inhibisyon tes-
ti ile pozitif saptanmalarına karşın, modifiye Hodge testi ile negatif olarak bulunmuştur. CLSI önerileri
doğrultusunda modifiye Hodge testi sonuçları geçerli kabul edilmiştir. Bu üç suşun GSBL ve pAmpC için
de pozitif olmaları ve modifiye Hodge testi ile negatiflik göstermeleri, ertapenem direncinin başka bir me-
kanizmadan kaynaklanmış olduğunu düşündürmüştür. Laboratuvar açısından, pAmpC beta-laktamazla-
rın ve KPC-tip karbapenemazların rutin testlerle tanımlanabilmeleri için uygun duyarlılık test yöntemleri-
nin kullanılması gerekmektedir. Bu amaçla pAmpC beta-laktamaz için boronik asitli inhibisyon testi, uy-
gulama ve yorumlanması kolay, pratik bir yöntemdir. KPC-tip karbapenemaz için ise CLSI tarafından stan-
dardize edilen modifiye Hodge testi uygun bir yöntemdir. Bu çalışmanın bulguları GSBL oranlarının alarm
verecek kadar yüksek olduğunu ve pAmpC sıklığının da henüz düşük olmakla birlikte GSBL ile beraber
sıklığının artmakta olduğunu göstermektedir. Bu bulgular, bu konuda acil önlem alınması gerektiğini dü-
şündürmektedir.

Anahtar sözcükler: Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz; GSBL;
pAmpC beta-laktamaz; KPC-tip karbapenemaz.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the presence of extended spectrum beta-lactamase (ESBL),
KPC-type carbapenemase and plasmid-mediated AmpC beta-lactamase (pAmpC) which have increased
in incidence in recent years in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains isolated from the blood
samples causing serious infections. Ninety nine E.coli and 114 K.pneumoniae strains which were isolated
from the blood samples of patients admitted to Hacettepe University Medical Faculty, Ihsan Dogramaci
Children’s Hospital between January 2001 and March 2009 were investigated. The screening tests for
ESBL, pAmpC beta-lactamase and KPC-type carbapenemase were performed on the same plate. Com-
bined disk test was performed for ESBL and modified Hodge test was done for KPC-type carbapenema-
se confirmation according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. In addition
the inhibitory-based test with boronic acid for KPC-type carbapenemase, pAmpC beta-lactamase and
the modified Hodge test for pAmpC beta-lactamase were performed. Boronic acid inhibition test was
performed to detect the co-presence of the three types of resistance. The frequency of the beta-lacta-
mases in E.coli and K.pneumoniae isolates were as follows respectively: ESBL 26.2% and 61.4%; pAmpC
1% and 0.9% and ESBL + pAmpC 6% and 3.5%. ESBL was masked by pAmpC in an isolate. Ertapenem
resistance was shown in three isolates and KPC-type carbapenemases were detected positive by the in-
hibitory-based test with boronic acid but found to be negative by the modified Hodge test. The results
of modified Hodge test was considered valid according to CLSI comments. Since both ESBL and pAmpC
were positive but modified Hodge test was negative in these three strains, ertapenem resistance was att-
ributed to another mechanism. For the determination of ESBL and pAmpC beta-lactamases in the routi-
ne laboratory, reliable and sensitive susceptibility tests should be performed. The inhibitory-based test
with boronic acid is easy for interpretation, and a practical method for the detremination of pAmpC be-
ta lactamases. For KPC-type carbapenemases modified Hodge test which has been standardized by CLSI,
is a reliable method. The results of this study showed that ESBL positivity rates are alarming and altho-
ugh the frequency of pAmpC is currently low, it is increasing together with ESBL. These data indicated
the need for the establishment of urgent measures to control the increase in plasmid-mediated antibi-
otic resistance in gram-negative enteric bacteria. 

Key words: Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; extended spectrum beta-lactamase; ESBL; pAmpC be-
ta-lactamase; KPC-type carbapenemase.
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GİRİŞ

Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae, özellikle üriner sistem enfeksiyonları, septise-
mi, pnömoni ve nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumludur1. Bu etkenlere bağlı enfeksi-
yonların tedavisinde ilk seçenek beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibi-
yotiklere karşı direnç gelişiminden sorumlu mekanizmalar içinde en önemlisi gram-ne-
gatif bakterilerin ürettiği beta-laktamaz enzimleridir2. Genişlemiş spektrumlu beta-lakta-
mazlar (GSBL) klinik olarak önemli enzimlerdir; değişik antibiyotik direnç genlerini içe-
ren büyük plazmidler aracılığıyla taşındıkları için çoklu ilaç direncine neden olurlar ve
suşlar arasında kolayca yayılabilirler2. “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)”, GSBL tanısı için sefpodoksim, sefotaksim, seftriakson, seftazidim veya aztreona-
ma azalmış duyarlılık şeklindeki tarama testi ve tek başına ve klavulanik asitli sefotaksim
ve seftazidim disklerinin karşılaştırıldığı kombine disk yöntemiyle doğrulama önermiştir3. 

AmpC beta-laktamazlar, GSBL’lerden daha geniş bir spektrumda ilaç direncinden so-
rumlu olmaları nedeniyle klinik olarak önemli bir gruptur. Ayrıca, klavulanik asit gibi be-
ta-laktamaz inhibitörlerinden etkilenmez. Plazmid-kaynaklı AmpC (pAmpC) beta-lakta-
mazlar  antibiyotik direnç genlerini suşlar arasında kolayca yayarak çoklu ilaç direncine
neden olabilir ve GSBL enzimleriyle birarada bulunabilir2. Fenotipik testlerde pAmpC en-
zimlerinin GSBL’lerin açığa çıkmalarını maskeliyor olmaları, GSBL’ye bağlı direnç fenoti-
pini belirlemede bir dezavantaja yol açmaktadır4. Boronik asit bileşiklerinin pAmpC be-
ta-laktamazları inhibe edici özellikleri sayesinde, gerek pAmpC enzimlerini gerekse her
iki enzim birlikteliğini gösterecek bazı test yöntemleri geliştirilmiştir5. Ayrıca, sefoksitin
direnci ve sefoksitin diskine dayalı uygulanan modifiye Hodge testi, pAmpC enzimleri-
nin tanısında kullanılabilir4,6. Bu testin avantajı aynı plak üzerinde birkaç suşu tanımlama
imkanı sağlamasıdır. 

GSBL ve pAmpC enzimi taşıyan suşlarla gelişen enfeksiyonların tedavisi her zaman için
sorun olmuştur. Karbapenemler, beta-laktamazlara karşı stabil olmaları sayesinde iyi bir
seçenektir; ancak son zamanlarda karbapenemlere karşı özellikle gram-negatif basiller
arasında artan bir direnç sorunu ortaya çıkmaya başlamıştır. Bu artışın özellikle GSBL an-
tibiyotiklerin kullanımıyla yakın ilişkili olduğu bilinmektedir7. Disk difüzyon testlerinde ta-
rama amaçlı kullanılan karbapenemler, özellikle daha duyarlı olması nedeniyle ertape-
nem karbapenemaz açısından bir indikatör niteliğindedir, direnç veya zon içi üreme
önemlidir8-10. CLSI, KPC-tip karbapenemazların tespiti için merkezinde ertapenem diski-
nin kullanıldığı modifiye Hodge testini önermiştir3. Ayrıca, bazı çalışmalarda bu enzim-
lerin boronik asit ile inhibe olma özellikleri de araştırılmıştır11,12.

Bu çalışmanın amacı; GSBL’lerle birlikte ya da tek başına bulunabilen pAmpC beta-
laktamazlar ile KPC-tip karbapenemazın varlığını kan izolatı E.coli ve K.pneumoniae suşla-
rında araştırmaktır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Ocak 2001-Mart 2009 tarihleri arasında Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakül-
tesi İhsan Doğramacı Çocuk Hastalıkları Hastanesine başvuran hastaların kan örneklerin-
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den izole edilen 99 E.coli ve 114 K.pneumoniae suşu alındı. Testte (a) GSBL tarama ve
doğrulama için; seftazidim 30 µg (CAZ), seftazidim + klavulanik asit 30 + 10 µg (CAZ/C),
sefotaksim 30 µg (CTX), sefotaksim + klavulanik asit 30 + 10 µg (CTX/C), seftriakson 30
µg (CRO), aztreonam 30 µg (azt); (b) pAmpC beta-laktamaz tarama ve doğrulama için;
sefoksitin 30 µg (FOX), sefoksitin + boronik asit (FOX/B), (c) GSBL/pAmpC birlikteliği
için; seftazidim + klavulanik asit + boronik asit (CAZ/C/B) ve sefotaksim + klavulanik asit
+ boronik asit (CTX/C/B); (d) KPC-tip karbapenemaz tarama ve doğrulama için; mero-
penem 10 µg (MEM), ertapenem 10 µg (ETP), ertapenem + boronik asit (ETP/B) antibi-
yotik diskleri (BBL, Ankara) ve benzenboronik asit (benzeneboronic acid Merck 10 g, İs-
tanbul) bileşiği kullanıldı. 

Benzenboronik Asit Solüsyonunun Hazırlanışı

120 mg benzenboronik asit 3 ml dimetil-sülfoksit (DMSO) içerisinde çözüldükten
sonra üzerine 3 ml steril distile su eklenerek stok solüsyon hazırlandı. Diskteki miktarı 400
µg boronik asit olacak şekilde 20 µl stok solüsyondan alınmış sefoksitin, ertapenem ve
kombine disklere emdirildi ve diskler oda ısısında 30 dakika kurutulduktan sonra steril bir
tüp içinde derin dondurucuya kaldırıldı5,11. 

CLSI’nın önerileri doğrultusunda izolatların tarama testleri, Kirby-Bauer disk difüzyon
yöntemiyle Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerinde yapıldı. Ekimi yapılan plaklar etüvde
35 ± 2°C’de bir gecelik aerop inkübasyona bırakıldı. Tüm testlerde kontrol için ATCC
25922 E.coli ve ATCC 700603 K.pneumoniae standart suşları kullanıldı. Uyarıcı inhibisyon
zon çapı ve daha dar zon çapı gösteren suşlar GSBL açısından3, sefoksitine dirençli (≤ 18
mm) suşlar pAmpC açısından6,12, CLSI’ya göre karbapenemlerden herhangi biri için uya-
rıcı zon çapları ve altında zon çapı gösteren suşlarla, ertapenem zon içi üreme gösteren
suşlar ise KPC-tip karbapenemaz açısından şüpheli olarak değerlendirildi3,8.

Doğrulama testi için, şüpheli suşlar MHA plaklarına ekildikten sonra 35 ± 2°C’de bir
gece aerop inkübasyon için etüve kaldırıldı. pAmpC pozitif kontrol suşu olarak Fran-
sa’dan temin edilen K.pneumoniae FOR, DHA-2 ve E.coli J53 TC, CMY-2 suşları kullanıldı;
ancak KPC-tip beta-laktamazın tespiti için pozitif kontrol suşu temin edilemedi. CAZ/C
(veya CTX/C) zon çapının CAZ (veya CTX) inhibisyon zon çapında ≥ 5 mm gösteren suş-
lar GSBL3, FOX/B diskinin FOX’a göre inhibisyon zon çapının ≥ 5 mm olduğu suşlar
pAmpC4 (Resim 1), ETB/B diskinin ETP’ye göre inhibisyon zon çapının ≥ 5 mm olduğu
suşlar KPC açısından pozitif olarak değerlendirildi11 (Resim 2). FOX/B inhibisyon zon ça-
pının FOX’a göre ≥ 5 mm olduğu suşlar da, CAZ/C (veya CTX/C) inhibisyon zon çapı-
nın CAZ’a (veya CTX) göre ≥ 5 mm olup olmadığı açısından incelendi ve GSBL pozitif
ise, pAmpC ve GSBL birlikteliği açısından da pozitif olarak değerlendirildi13 (Şekil 1). Ay-
rıca, pAmpC enzimine bağlı olarak maskelemenin olabileceği düşünülen, yani GSBL ta-
rama testi pozitif ancak GSBL doğrulama testi negatif ve pAmpC doğrulama testi pozi-
tif olan suşlar için değerlendirme şu şekilde yapıldı: CAZ/C/B (veya CTX/C/B diski) inhi-
bisyon zon çapının, CAZ/B’den (veya CTX/B) ve CAZ/B (veya CTX/B) inhibisyon zon ça-
pının da CAZ’dan (veya CTX) ≥ 5 mm olması durumunda, test edilen izolatta pAmpC
enzimine bağlı olarak maskelenmiş GSBL varlığı kabul edildi5. 
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pAmpC beta-laktamaz ve KPC-tip karbapenemaz açısından pozitif olarak değerlen-
dirilen örneklere aynı zamanda modifiye Hodge testi uygulandı. Her iki test için, E.co-
li ATCC 25922 suşunun McFarland 0.5’in 1/10 bulanıklığındaki süspansiyonu hazırlan-
dı ve 150 mm’lik MHA plağının yüzeyine disk difüzyon yönteminde olduğu gibi ekil-
di. pAmpC için plağın merkezine sefoksitin diski (FOX 30 µg) yerleştirildi ve bir adet
pozitif kontrol suşu olmak üzere dört adet suş bu diskin dört bir kenarından perifere
doğru çizgi ekimi şeklinde öze ile ekildi6 (Resim 3). Aynı şekilde KPC-tip karbapene-
maz için plağın merkezine ertapenem diski (ETP 10 µg) yerleştirildi ve boronik asitli in-
hibisyon testi ile pozitif bulunan üç adet suş bu diskin dört bir kenarından perifere
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Resim 1. GSBL/pAmpC pozitif suş.

CTX 7 mm

CTX/B 13 mm

CTX/C/B 23 mm

CAZ/C/B 25 mm

CAZ/B 19 mm

CAZ/C 14 mm

CAZ 9 mm

CTX/C 12 mm

FOX 
8 mm

FOX/B 
18 mm
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Resim 2. GSBL/pAmpC/KPC pozitif suş.

CTX 6 mm

CAZ 
11 mm

CAZ/B 24 mm

CAZ/C 
23 mm

ETP/B 
24 mm

CTX/C 15 mm

FOX/B 25 mmFOX 9 mm

CAZ/C/B 30 mm

CTX/B 13 
mm

CTX/C/B 
24 mm

ETP 11 mm ve
zon içi üreme



doğru çizgi ekimi şeklinde öze ile ekildi. 35°C’de bir gecelik aerop inkübasyondan son-
ra diskin etrafındaki ortalama ≥ 3 mm’lik çarpık inhibisyon zonu varlığı pozitif olarak
kabul edildi3-6 (Resim 3). 

BULGULAR

GSBL İçin Kombine Disk Yöntemi Bulguları

GSBL açısından tarama testi ile pozitif bulunan 26 (%26.2) E.coli ve 70 (%61.4) K.pne-
umoniae suşunun hepsi GSBL doğrulama testi ile pozitif bulunmuştur. 

Boronik Asitli İnhibisyon Testi Bulguları

Tek başına pAmpC beta-laktamaz varlığı: Tarama testinde pozitif bulunan bir E.co-
li ve iki K.pneumoniae suşunda pAmpC varlığı doğrulama testiyle tespit edilmiştir. Ancak
bir K.pneumoniae suşunda pAmpC’nin GSBL varlığını maskelediği saptanmıştır. Böylece
tek başına pAmpC varlığı bir E.coli (%1), bir K.pneumoniae (%0.9) suşunda tespit edil-
miştir.

Tek başına KPC-tip karbapenemaz varlığı: Tarama testinde zon içi üreme gösteren
KPC şüpheli bir E.coli ve bir K.pneumoniae suşu doğrulama testinde enzim varlığı açısın-
dan doğrulanmamıştır. 

GSBL/pAmpC varlığı: Tarama testinde GSBL ve pAmpC birlikteliği gösteren dört
E.coli ve iki K.pneumoniae suşu doğrulama testi ile doğrulanmıştır. Ayrıca, yukarıda ifade
edilen bir adet maskelenmiş GSBL enzimi ile birlikte üç adet K.pneumoniae suşunda
GSBL/pAmpC birlikteliği saptanmıştır. 

GSBL/pAmpC/KPC varlığı: Tarama testleri ile iki E.coli ve bir K.pneumoniae suşunda
GSBL/pAmpC/KPC birlikteliği saptanmış, ayrıca K.pneumoniae suşunda ertapenem dis-
kinde zon içi üremeler tespit edilmiştir. Suşlar boronik asitli ertapenem diski ile pozitif
olarak doğrulanmıştır. Ancak CLSI önerileri doğrultusunda modifiye Hodge testinin so-
nuçları kabul edildiği için bu sonuç değerlendirmeye alınmıştır. 
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Resim 3. pAmpC beta-laktamaz için MHT (A); KPC-tip karbapenemaz için MHT (B).

Negatif

Pozitif

A B

Pozitif

FOX
30 µg

Pozitif
Kontrol

2. suş
Negatif

3. suş
Negatif

1. suş
Negatif

ETP 10 µg

Tekrar 
1. suş Negatif



Modifiye Hodge Testi Bulguları

pAmpC varlığı: Tarama testi ile pAmpC bulunan yedi E.coli ve beş K.pneumoniae su-
şu teste alınmış, 12 adet suşun 11’inde ortalama ≥ 3 mm çarpık inhibisyon zonu görül-
müştür. Sadece bir E.coli suşunda çarpık inhibisyon zonu görülmemiştir. 

KPC-tip karbapenemaz varlığı: Tarama testi ile ertapenem zon içi üreme gösteren
ve diğer enzimlerle beraber pozitif bulunan üç E.coli ve iki K.pneumoniae suşu modifiye
Hodge testine alınmış, ancak hiçbiri inhibisyon zonunda belirgin bir çarpıklık gösterme-
miş ve negatif bulunmuşlardır. CLSI önerileri doğrultusunda bu sonuçlar dikkate alınmış-
tır (%0). Dolayısıyla GSBL/pAmpC birlikteliği E.coli için %6 (6/99) ve K.pneumoniae için
%3.5 (4/114) olarak tespit edilmiştir.

Tarama ve doğrulama testlerinin sonuçları Tablo I’de sunulmuştur. 

TARTIŞMA

Enzimatik direnç içinde önemli bir fenotip gösteren GSBL’ler Enterobacteriaceae ailesi-
nin üyeleri arasında özellikle E.coli ve K.pneumoniae türlerinde yaygın olarak bulunmak-
tadır1. Bu enzim ailesi değişik antibiyotik direnç genlerini içeren büyük plazmidler aracı-
lığıyla taşındıkları için çoklu dirence neden olur ve suşlar arasında kolayca yayılabilir. Kli-
nik olarak da önemli enzimlerdir; zira varlıklarının gösterilmesi tedavide kısıtlılığa yol
açar2. Bu nedenle hastanelerde GSBL salgılayan bakterilerin sıklığının düzenli olarak iz-
lenmesi ve yayılımının önlenmesi gerekmektedir. 

E.coli ve Klebsiella suşlarında GSBL üretimi dünyanın değişik bölgelerinde farklı sıklık-
ta ortaya çıkmaktadır. Gerek ülkemizde gerekse yurt dışındaki GSBL oranlarında görülen
farklılıklar, bakterilerdeki enzim üretim sıklığının belli şartlarla değişiyor olmasıyla ilgilidir.
Ayrıca, enzim üretimindeki artışın GSBL antibiyotik kullanımıyla yakın ilişkili ve beta-lak-
tam direncindeki artışla paralel olduğu bilinmektedir10,14. GSBL tespitine yönelik olarak
ülkemizde değişik merkezlerde yapılan çalışmalarda farklı oranlar elde edilmiştir. Mum-
cuoğlu ve arkadaşları15 E.coli’de %20 (19/94), Klebsiella suşlarında %44 (27/62), Deliali-
oğlu ve arkadaşları16 E.coli’de %18.3 (94/514), K.pneumoniae’da %29.7 (52/175), Geyik
ve arkadaşları17 E.coli’de %32 (10/31), Klebsiella suşlarında %45 (15/33) oranlarında
GSBL varlığı saptamışlardır. Ancak kan kültürlerinden izole edilen bakterilerdeki GSBL
oranları konusundaki çalışmalar yetersizdir; yapılan az sayıda çalışmada GSBL sıklığı ba-
zı merkezlerde E.coli’de daha yüksek, bazı merkezlerde ise K.pneumoniae’da daha yüksek-
tir. Genel olarak ülkemizde GSBL sıklığı E.coli’de %13-36, Klebsiella suşlarında ise %60-
70 oranlarında değişmektedir. Çalışmamızda, GSBL 26 (%26.2) E.coli suşunda ve 70
(%61.4) K.pneumoniae suşunda tespit edilmiştir10,18-20. Bu sonuçlar ülkemizdeki veriler-
le uyumludur. 

E.coli ve Klebsiella spp. izolatlarında en sık GSBL enzimlerine rastlanmakla birlikte se-
foksitin, sefotetan gibi sefamisinlere direnç sağlayan pAmpC beta-laktamazların önemi
her geçen gün artmaktadır. pAmpC beta-laktamazlar, GSBL’lerden daha geniş bir spekt-
rumda ilaç direncine yol açmaları nedeniyle klinik olarak önemli bir gruptur21. pAmpC
beta-laktamazların dünyadaki dağılımına bakıldığında bu enzimlerin önemi daha iyi an-
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Tablo I. Tarama ve Doğrulama Testlerinin Sonuçları

Direnç E.coli K.pneumoniae
enzimleri Testler (n= 99) (n= 114) Açıklamalar

GSBL Tarama testi Üçüncü kuşak sefalosporin 
Üçüncü kuşak 26 (%26.2) 70 (%61.4) olarak sefotaksim, seftazidim
sefalosporin kullanılmıştır. 
ve aztreonam

Doğrulama testi
Klavulanik asit ile 26 (%26.2) 70 (%61.4)

pAmpC Tarama testi
Sefoksitin 1 (%1) 2 (%1.7)

Doğrulama testi Tarama testi pozitif bulunan 
Boronik asit ile 1 (%1) 1* (%0.9) her iki K.pneumoniae suşu 
MHT Pozitif Pozitif da doğrulama testinde 

pozitif bulunmuştur, ancak 
ek olarak maskelenmiş 
GSBL de saptandığı için ilgili 
kutucuğa yazılmıştır**. 

KPC Tarama testi Her iki suşta zon içi üremeler 
Ertapenem 1 (%1) 1 (%0.9) görülmüştür.

Doğrulama testi Zon içi üremeler 
Boronik asit Negatif Negatif görülmemiştir.
MHT Negatif Negatif

GSBL/ Tarama testi
pAmpC Üçüncü kuşak 4 (%4) 2 (%1.7)

sefalosporin
Sefoksitin 

Doğrulama testi Yalnızca bir E.coli suşunda
Boronik asit ile 4 (%4) 3** (%2.6) MHT ile negatiflik 
MHT Pozitif Pozitif görülmüştür. Ancak 

değerlendirmede boronik asit
testi geçerli kabul edilmiştir.

GSBL/ Tarama testi K.pneumoniae suşunda
pAmpC/ Üçüncü kuşak 2 (%2) 1 (%0.9) ertapenem diskinde zon içi
KPC sefalosporin üreme görülmüştür.  

Sefoksitin
Ertapenem

Doğrulama testi Boronik asit ile KPC doğru-
Boronik asit 2  (%2) 1 (%0.9) lanmış, MHT ile doğrulan-
pAmpC,KPC) Pozitif Pozitif mamıştır. CLSI önerileri
pAmpC için MHT Negatif Negatif doğrultusunda MHT sonuç-
KPC için MHT ları geçerli kabul edilmiştir. 

* Doğrulama testinde sadece bir K.pneumoniae suşunda pAmpC enzimi tek başına pozitif olduğundan sayısı 
bire inmiştir.

** pAmpC enzimi GSBL ile birlikte bulunduğundan sayı üçe çıkmıştır.
MHT: Modifiye Hodge testi; GSBL: Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz; CLSI: Clinical and Laboratory Standards
Institute.



laşılmaktadır. Yapılan bazı çalışmalarda pAmpC oranları K.pneumoniae’da %10-30, E.co-
li suşlarında ise %2-40 aralığında değişmektedir22-24. pAmpC enzimleri tek başına bulu-
nabilecekleri gibi GSBL enzimleriyle birlikte de bulunabilir. Bu birliktelikte, laboratuvar
testlerinde bazen her iki enzim ailesi fenotipini ayrı ayrı ortaya koyabileceği gibi, bazen
pAmpC enzimleri GSBL’lerin ifadesini maskeleyerek saptanmasını önlüyor olabilir. Bu gi-
bi özel durumların açığa kavuşturulması için, GSBL tarama testi pozitif ve sefoksitine di-
rençli izolatlara pAmpC inhibitörü olan boronik asitin kullanıldığı çalışmalarda GSBL ve
pAmpC birlikteliğini gösteren sonuçlar alınmıştır4,5,13-26. Çalışmamızda 6 (%6.0) E.coli ve
4 (%3.5) K.pneumoniae olmak üzere toplam 10 suşta pAmpC pozitifliği GSBL ile birlikte
tespit edilmiş ve bir K.pneumoniae suşunda GSBL fenotipi maskelenmiş olarak bulunmuş-
tur. Tek başına pAmpC pozitifliği ise, 1 (%1) E.coli ve 1 (%0.9) K.pneumoniae suşunda
tespit edilmiştir. Boronik asitli inhibisyon testi yanında modifiye Hodge testi ile de sefok-
sitin direncinin pAmpC enzimine bağlı olup olmadığı saptanabilir; ancak modifiye Hod-
ge testinin uygulanması hakkında CLSI’nın henüz bir önerisi yoktur. Yong ve arkadaşla-
rının6 çalışmasında MHT testinin performansı değerlendirilmiş, duyarlılık ve özgüllük sı-
rasıyla %100 ve %94.9 olarak saptanmış, ayrıca pAmpC pozitifliği için inhibisyon zon sı-
nır değeri ≥ 3 mm olarak tespit edilmiştir. Bizim çalışmamızda modifiye Hodge testi, ta-
rama testi ile pAmpC pozitif bulunan tüm suşlarda uygulanmış ve bir suş dışında tümü
pozitif olarak saptanmıştır. Aynı suşlarda yapılan boronik asitli inhibisyon testi ile tüm
suşlar doğrulanmıştır. Uygulanan her iki yöntem CLSI tarafından önerilmiş olmasa da, ça-
lışma bu yöntemlerin performansını göstermede önemlidir. Gerçekte pAmpC beta-lak-
tamazların varlığını tespit etmede polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) altın standarttır; an-
cak çalışmamızda, laboratuvar ortamında pratik olan bu yöntemlerin etkinliğinin test
edilmesi amaçlandığından PCR yöntemi uygulanmamıştır. 

GSBL ve pAmpC enzimi taşıyan suşlarla gelişen enfeksiyonların tedavisi her zaman için
sorun olmuştur. Karbapenemler, bu beta-laktamazların hidrolizine karşı stabil olmaları
sebebiyle dirençli gram-negatif bakterilerin yol açtığı enfeksiyonların tedavisinde iyi bir
seçenek olmuştur7. Ancak son zamanlarda karbapenemlere karşı da direnç sorunu orta-
ya çıkmaya başlamıştır. KPC-tip karbapenemazının K.pneumoniae suşları arasında giderek
yayılım göstermeye başladığı, yapılan birkaç çalışmada gösterilmiştir11,27-29. Yunanis-
tan’da yapılan çalışmalarda KPC-2 ile birlikte GSBL enzimleri tespit edilmiştir11,27. Bize
yakın bir ülkede KPC enzimi taşıyan suşların görülmesi, ülkemiz açısından risk taşımakta-
dır. Karbapeneme dirençli suşların yayılımlarını kontrol altına almak için bu enzimin yol
açtığı direncin izlenmesi gerekmektedir. Disk difüzyon testlerinde kullanılan karbape-
nemler, karbapenemaz açısından bir indikatör niteliğinde olup, tarama amaçlı değerlen-
dirilebilir. Özellikle gerek direnç fenotipinin belirlenmesinde gerekse tedavide kullanılma-
sından dolayı ertapenemin önemi gittikçe artmaktadır10. Anderson ve arkadaşları8 yap-
mış oldukları bir çalışmada, 31 KPC pozitif Enterobacteriaceae izolatında karbapenem du-
yarlılıklarını çeşitli test yöntemleriyle çalışmışlar ve ertapenemi en duyarlı indikatör ola-
rak tespit etmişlerdir8. Bunun yanında duyarlılık testlerinde ertapenemin zon içinde ince
üremelerinin görülmesi KPC-tip karbapenemaz varlığı açısından uyarıcıdır. Çalışmamız-
da, tarama testinde iki E.coli ve bir K.pneumoniae suşunda ertapenem direnci saptanmış-
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tır. Ertapeneme direnç gösteren bu suşlar boronik asit ile duyarlı inhibisyon zonu göster-
mişlerdir. Ayrıca, ertapeneme dirençli K.pneumoniae suşunda zon içi üremeler tespit edil-
miştir. CLSI ayrıca doğrulama testi olarak, ertapenem diskinin kullanıldığı modifiye Hod-
ge testini tanımlamıştır3. Yöntem, tarama testinde ertapenem direncini teyid etmektedir
ve laboratuvarlar için uygulanabilecek kolaylıktadır. Yalnız sonuçların değerlendirilme
aşaması deneyim gerektirmektedir12. Bizim çalışmamızda modifiye Hodge testi, ertape-
neme dirençli üç suş için uygulanmış, ancak belirgin bir çarpık inhibisyon zonu elde edi-
lememiştir. Ayrıca, testte KPC için pozitif kontrol suşunun temin edilememesi önemli bir
eksikliktir. Buna karşılık testin değerlendirilmesinde bir sorun yaşanmamıştır. Her üç su-
şun da GSBL ve pAmpC enzimleriyle birlikte bulunması ve modifiye Hodge testi ile ne-
gatif bulunması ertapenem direncinin başka bir mekanizmadan kaynaklanmış olduğunu
düşündürmektedir. 

Günümüzde, GSBL ile birlikte pAmpC enzimlerinin bulunabilmeleri durumunda he-
nüz uygulanabilecek standart bir yöntem yoktur. Bu nedenle son zamanlarda artış gös-
teren ve GSBL’lerle birlikte bulunabilen pAmpC enzimlerinin rutin testlerle tanımlanma-
ları için uygun duyarlılıkta test yöntemlerinin kullanılması gerekmektedir. Bu açıdan bo-
ronik asitli inhibisyon test yöntemleri, uygulanabilir, yorumlanması kolay ve pratik yön-
temlerdir. Ayrıca, CLSI tarafından standardize edilen modifiye Hodge testi, KPC-tip kar-
bapenemazların tespiti için kullanılabilecek uygun bir yöntemdir.
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