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OZET

Bu calisma; ciddi enfeksiyonlara neden olan kan izolati Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’da go-
rilen genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ile son yillarda artis gosteren plazmid kaynakl
AmpC (pAmpC) beta-laktamazlar ve KPC-tip karbapenemazin varliklarini arastirmak amaciyla yapilmistir.
Ocak 2001-Mart 2009 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ihsan Dogramaci Cocuk Has-
taliklari Hastanesine bagvuran hastalarin kan 6rneklerinden izole edilen 99 E.coli ve 114 K.pneumoniae su-
su calismaya alinmistir. GSBL, pAmpC beta-laktamaz ve KPC-tip karbapenemaz enzimleri icin tarama
testleri ayni plakta uygulanmistir. “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 6nerileri dogrultu-
sunda dogrulama testi olarak GSBL icin kombine disk yontemi, KPC-tip karbapenemaz icin modifiye Hod-
ge testi, ayrica KPC-tip karbapenemaz, pAmpC beta-laktamaz icin boronik asitli inhibisyon test yontemi
ve pAmpC beta-laktamazlar icin modifiye Hodge testi uygulanmistir. Her ¢ tip direncin birarada bulu-
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nabilmesi durumunda ortaya cikacak direnc fenotipinin belirlenmesinde boronik asitli inhibisyon test
yoéntemi uygulanmistir. E.coli ve K.pneumoniae suslarinda beta-laktamaz oranlari sirasiyla GSBL icin %26.2
(26/99) ve %61.4 (70/114); pAmpC icin %1 (1/99) ve %0.9 (1/114); GSBL + pAmpC icin %6 (6/99) ve
%3.5 (4/114) olarak tespit edilmistir. Bir susta GSBL'nin maskelenmis oldugu saptanmistir. KPC-tip kar-
bapenemaz icin ertapeneme direncli l¢ izolat (iki E.coli, bir K.pneumoniae), boronik asitli inhibisyon tes-
ti ile pozitif saptanmalarina karsin, modifiye Hodge testi ile negatif olarak bulunmustur. CLSI onerileri
dogrultusunda modifiye Hodge testi sonuclari gecerli kabul edilmistir. Bu ti¢ susun GSBL ve pAmpC icin
de pozitif olmalari ve modifiye Hodge testi ile negatiflik gostermeleri, ertapenem direncinin baska bir me-
kanizmadan kaynaklanmis oldugunu distiindirmustir. Laboratuvar acisindan, pAmpC beta-laktamazla-
rin ve KPC-tip karbapenemazlarin rutin testlerle tanimlanabilmeleri icin uygun duyarllik test yontemleri-
nin kullanilmasi gerekmektedir. Bu amacgla pAmpC beta-laktamaz icin boronik asitli inhibisyon testi, uy-
gulama ve yorumlanmasi kolay, pratik bir yontemdir. KPC-tip karbapenemaz icin ise CLSI tarafindan stan-
dardize edilen modifiye Hodge testi uygun bir yontemdir. Bu calismanin bulgulari GSBL oranlarinin alarm
verecek kadar yiiksek oldugunu ve pAmpC sikhginin da heniiz distik olmakla birlikte GSBL ile beraber
sikhginin artmakta oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, bu konuda acil 6nlem alinmasi gerektigini dii-
stindrmektedir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; genislemis 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, lhsan 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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GiRis

Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae, 6zellikle triner sistem enfeksiyonlari, septise-
mi, pnémoni ve nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumludur'. Bu etkenlere bagl enfeksi-
yonlarin tedavisinde ilk secenek beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibi-
yotiklere karsi diren¢ gelisiminden sorumlu mekanizmalar icinde en 6énemlisi gram-ne-
gatif bakterilerin Urettigi beta-laktamaz enzimleridir?. Genislemis spektrumlu beta-lakta-
mazlar (GSBL) klinik olarak énemli enzimlerdir; degisik antibiyotik diren¢ genlerini ice-
ren buyuk plazmidler aracihgiyla tagindiklari icin ¢oklu ilag direncine neden olurlar ve
suslar arasinda kolayca yayilabilirler?. “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)”, GSBL tanisi icin sefpodoksim, sefotaksim, seftriakson, seftazidim veya aztreona-
ma azalmis duyarlilik seklindeki tarama testi ve tek basina ve klavulanik asitli sefotaksim
ve seftazidim disklerinin karsilastirildigi kombine disk ydntemiyle dogrulama dnermistir®.

AmpC beta-laktamazlar, GSBL'lerden daha genis bir spektrumda ila¢ direncinden so-
rumlu olmalari nedeniyle klinik olarak 6nemli bir gruptur. Ayrica, klavulanik asit gibi be-
ta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmez. Plazmid-kaynakli AmpC (pAmpC) beta-lakta-
mazlar antibiyotik direng¢ genlerini suslar arasinda kolayca yayarak coklu ilag direncine
neden olabilir ve GSBL enzimleriyle birarada bulunabilir®. Fenotipik testlerde pAmpC en-
zimlerinin GSBL'lerin agiga ¢ikmalarini maskeliyor olmalari, GSBL'ye bagli direng fenoti-
pini belirlemede bir dezavantaja yol acmaktadir®. Boronik asit bilesiklerinin pAmpC be-
ta-laktamazlari inhibe edici ozellikleri sayesinde, gerek pAmpC enzimlerini gerekse her
iki enzim birlikteligini gosterecek bazi test yontemleri gelistirilmistir>. Ayrica, sefoksitin
direnci ve sefoksitin diskine dayali uygulanan modifiye Hodge testi, pAmpC enzimleri-
nin tanisinda kullanilabilir*6. Bu testin avantaji ayni plak tizerinde birkag susu tanimlama
imkani saglamasidir.

GSBL ve pAmpC enzimi tastyan suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisi her zaman icin
sorun olmustur. Karbapenemler, beta-laktamazlara karsi stabil olmalari sayesinde iyi bir
secenektir; ancak son zamanlarda karbapenemlere karsi 6zellikle gram-negatif basiller
arasinda artan bir direng sorunu ortaya ¢cikmaya baslamistir. Bu artigin 6zellikle GSBL an-
tibiyotiklerin kullanimiyla yakin iliskili oldugu bilinmektedir”. Disk difiizyon testlerinde ta-
rama amach kullanilan karbapenemler, 6zellikle daha duyarli olmasi nedeniyle ertape-
nem karbapenemaz acisindan bir indikator niteligindedir, diren¢ veya zon ici tGreme
énemlidir®1°, CLSI, KPC-tip karbapenemazlarin tespiti icin merkezinde ertapenem diski-
nin kullanildigi modifiye Hodge testini nermistir. Ayrica, bazi calismalarda bu enzim-
lerin boronik asit ile inhibe olma 6ézellikleri de arastinlmistir''12,

Bu calismanin amaci; GSBL'lerle birlikte ya da tek basina bulunabilen pAmpC beta-
laktamazlar ile KPC-tip karbapenemazin varligini kan izolati E.coli ve K.pneumoniae susla-
rinda arastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2001-Mart 2009 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiil-
tesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastaliklari Hastanesine basvuran hastalarin kan érneklerin-
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den izole edilen 99 E.coli ve 114 K.pneumoniae susu alindi. Testte (a) GSBL tarama ve
dogrulama icin; seftazidim 30 ug (CAZ), seftazidim + klavulanik asit 30 + 10 ug (CAZ/C),
sefotaksim 30 pg (CTX), sefotaksim + klavulanik asit 30 + 10 pg (CTX/C), seftriakson 30
ug (CRO), aztreonam 30 pg (azt); (b) pAmpC beta-laktamaz tarama ve dogrulama icin;
sefoksitin 30 pg (FOX), sefoksitin + boronik asit (FOX/B), (c) GSBL/pAmpC birlikteligi
icin; seftazidim + klavulanik asit + boronik asit (CAZ/C/B) ve sefotaksim + klavulanik asit
+ boronik asit (CTX/C/B); (d) KPC-tip karbapenemaz tarama ve dogrulama icin; mero-
penem 10 pg (MEM), ertapenem 10 ug (ETP), ertapenem + boronik asit (ETP/B) antibi-
yotik diskleri (BBL, Ankara) ve benzenboronik asit (benzeneboronic acid Merck 10 g, is-
tanbul) bilesigi kullanildi.

Benzenboronik Asit Soliisyonunun Hazirlanisi

120 mg benzenboronik asit 3 ml dimetil-silfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozildiikten
sonra Uzerine 3 ml steril distile su eklenerek stok soliisyon hazirlandi. Diskteki miktari 400
ug boronik asit olacak sekilde 20 pl stok solisyondan alinmis sefoksitin, ertapenem ve
kombine disklere emdirildi ve diskler oda 1sisinda 30 dakika kurutulduktan sonra steril bir
tiip icinde derin dondurucuya kaldirildi®'".

CLSI’'nin 6nerileri dogrultusunda izolatlarin tarama testleri, Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemiyle Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerinde yapildi. Ekimi yapilan plaklar ettivde
35 + 2°C’de bir gecelik aerop inkiibasyona birakildi. Tim testlerde kontrol icin ATCC
25922 E.colive ATCC 700603 K.pneumoniae standart sugslar kullanildi. Uyarici inhibisyon
zon capi ve daha dar zon capi gésteren suslar GSBL acisindan?, sefoksitine direncli (< 18
mm) suslar pAmpC acisindan®'2, CLSI'ya gére karbapenemlerden herhangi biri icin uya-
rict zon caplari ve altinda zon capi gosteren suslarla, ertapenem zon ici ireme gosteren
suslar ise KPC-tip karbapenemaz agisindan siipheli olarak degerlendirildi*®.

Dogrulama testi icin, siipheli suglar MHA plaklarina ekildikten sonra 35 + 2°C’de bir
gece aerop inklbasyon icin etiive kaldirnldi. pAmpC pozitif kontrol susu olarak Fran-
sa’dan temin edilen K.pneumoniae FOR, DHA-2 ve E.coli J53 TC, CMY-2 suslari kullanildi;
ancak KPC-tip beta-laktamazin tespiti icin pozitif kontrol susu temin edilemedi. CAZ/C
(veya CTX/C) zon capinin CAZ (veya CTX) inhibisyon zon ¢apinda > 5 mm gdsteren sus-
lar GSBL3, FOX/B diskinin FOX’a gére inhibisyon zon capinin > 5 mm oldugu suslar
pAmpC* (Resim 1), ETB/B diskinin ETP’ye gére inhibisyon zon capinin > 5 mm oldugu
suslar KPC acisindan pozitif olarak degerlendirildi'’ (Resim 2). FOX/B inhibisyon zon ca-
pinin FOX’a goére > 5 mm oldugu suslar da, CAZ/C (veya CTX/C) inhibisyon zon capi-
nin CAZ'a (veya CTX) gore = 5 mm olup olmadig agisindan incelendi ve GSBL pozitif
ise, PAmpC ve GSBL birlikteligi acisindan da pozitif olarak degerlendirildi'> (Sekil 1). Ay-
rica, pPAmpC enzimine bagli olarak maskelemenin olabilecegi dustinilen, yani GSBL ta-
rama testi pozitif ancak GSBL dogrulama testi negatif ve pAmpC dogrulama testi pozi-
tif olan suslar icin degerlendirme su sekilde yapildi: CAZ/C/B (veya CTX/C/B diski) inhi-
bisyon zon capinin, CAZ/B’den (veya CTX/B) ve CAZ/B (veya CTX/B) inhibisyon zon c¢a-
pinin da CAZ'dan (veya CTX) = 5 mm olmasi durumunda, test edilen izolatta pAmpC
enzimine bagl olarak maskelenmis GSBL varligi kabul edildi®.
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Resim 2. GSBL/pAmpC/KPC pozitif sus.

pAmpC beta-laktamaz ve KPC-tip karbapenemaz agisindan pozitif olarak degerlen-
dirilen orneklere ayni zamanda modifiye Hodge testi uygulandi. Her iki test icin, E.co-
i ATCC 25922 susunun McFarland 0.5'in 1/10 bulanikigindaki sispansiyonu hazirlan-
di ve 150 mm’lik MHA plaginin ylzeyine disk diflizyon yonteminde oldugu gibi ekil-
di. pAmpC icin plagin merkezine sefoksitin diski (FOX 30 pg) yerlestirildi ve bir adet
pozitif kontrol susu olmak tzere dort adet sus bu diskin dort bir kenarindan perifere
dogru cizgi ekimi seklinde &ze ile ekildi® (Resim 3). Ayni sekilde KPC-tip karbapene-
maz icin plagin merkezine ertapenem diski (ETP 10 pg) yerlestirildi ve boronik asitli in-
hibisyon testi ile pozitif bulunan lg¢ adet sus bu diskin dort bir kenarindan perifere
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Resim 3. pAmpC beta-laktamaz icin MHT (A); KPC-tip karbapenemaz icin MHT (B).

dogru cizgi ekimi seklinde oze ile ekildi. 35°C’de bir gecelik aerop inkiibasyondan son-
ra diskin etrafindaki ortalama > 3 mm’lik carpik inhibisyon zonu varligi pozitif olarak
kabul edildi* (Resim 3).

BULGULAR
GSBL i¢in Kombine Disk Yéntemi Bulgulari

GSBL acisindan tarama testi ile pozitif bulunan 26 (%26.2) E.colive 70 (%61.4) K.pne-
umoniae susunun hepsi GSBL dogrulama testi ile pozitif bulunmustur.

Boronik Asitli inhibisyon Testi Bulgulan

Tek basina pAmpC beta-laktamaz varligi: Tarama testinde pozitif bulunan bir E.co-
li ve iki K.pneumoniae susunda pAmpC varli§i dogrulama testiyle tespit edilmistir. Ancak
bir K.pneumoniae susunda pAmpC’nin GSBL varligini maskeledigi saptanmistir. Boylece
tek basina pAmpC varhigi bir E.coli (%1), bir K.pneumoniae (%0.9) susunda tespit edil-
mistir.

Tek basina KPC-tip karbapenemaz varligi: Tarama testinde zon i¢i treme gosteren
KPC stipheli bir E.coli ve bir K.pneumoniae sugsu dogrulama testinde enzim varligi acisin-
dan dogrulanmamugtir.

GSBL/pAmpC varligi: Tarama testinde GSBL ve pAmpC birlikteligi gosteren dort
E.coli ve iki K.pneumoniae susu dogrulama testi ile dogrulanmistir. Ayrica, yukarida ifade
edilen bir adet maskelenmis GSBL enzimi ile birlikte tG¢ adet K.pneumoniae susunda
GSBL/pAmpC birlikteligi saptanmistir.

GSBL/pAmpC/KPC varhgi: Tarama testleri ile iki E.coli ve bir K.pneumoniae susunda
GSBL/pAmpC/KPC birlikteligi saptanmis, ayrica K.pneumoniae sugunda ertapenem dis-
kinde zon ici Gremeler tespit edilmistir. Suslar boronik asitli ertapenem diski ile pozitif
olarak dogrulanmistir. Ancak CLSI onerileri dogrultusunda modifiye Hodge testinin so-
nuglari kabul edildigi icin bu sonu¢ degerlendirmeye alinmustir.
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Modifiye Hodge Testi Bulgulari

PAmpC varhgi: Tarama testi ile pAmpC bulunan yedi E.coli ve bes K.pneumoniae su-
su teste alinmis, 12 adet susun 11‘inde ortalama > 3 mm carpik inhibisyon zonu gortl-
mdustir. Sadece bir E.coli susunda carpik inhibisyon zonu gorilmemistir.

KPC-tip karbapenemaz varligi: Tarama testi ile ertapenem zon ici lireme gosteren
ve diger enzimlerle beraber pozitif bulunan tg E.coli ve iki K.pneumoniae susu modifiye
Hodge testine alinmis, ancak hicbiri inhibisyon zonunda belirgin bir carpiklik gosterme-
mis ve negatif bulunmuglardir. CLSI 6nerileri dogrultusunda bu sonuglar dikkate alinmis-
tir (%0). Dolayisiyla GSBL/pAmpC birlikteligi E.coli icin %6 (6/99) ve K.pneumoniae icin
%3.5 (4/114) olarak tespit edilmistir.

Tarama ve dogrulama testlerinin sonuclari Tablo I'de sunulmustur.
TARTISMA

Enzimatik direnc icinde 6nemli bir fenotip gosteren GSBL'ler Enterobacteriaceae ailesi-
nin uyeleri arasinda 6zellikle E.coli ve K.pneumoniae turlerinde yaygin olarak bulunmak-
tadir'. Bu enzim ailesi degisik antibiyotik diren¢ genlerini iceren biiyiik plazmidler araci-
hgiyla tagindiklari icin ¢coklu dirence neden olur ve suslar arasinda kolayca yayilabilir. Kli-
nik olarak da 6nemli enzimlerdir; zira varliklarinin gosterilmesi tedavide kisitliiga yol
acar®. Bu nedenle hastanelerde GSBL salgilayan bakterilerin sikhginin diizenli olarak iz-
lenmesi ve yayiliminin 6nlenmesi gerekmektedir.

E.coli ve Klebsiella suglarinda GSBL uretimi diinyanin degisik bolgelerinde farkli siklik-
ta ortaya ¢tkmaktadir. Gerek tilkemizde gerekse yurt disindaki GSBL oranlarinda gorilen
farkhliklar, bakterilerdeki enzim Gretim sikliginin belli sartlarla degisiyor olmasiyla ilgilidir.
Ayrica, enzim uretimindeki artisin GSBL antibiyotik kullanimiyla yakin iliskili ve beta-lak-
tam direncindeki artisla paralel oldugu bilinmektedir'®'*. GSBL tespitine yénelik olarak
Ulkemizde degisik merkezlerde yapilan calismalarda farkl oranlar elde edilmistir. Mum-
cuoglu ve arkadaslari'> E.coli’"de %20 (19/94), Klebsiella suslarinda %44 (27/62), Deliali-
oglu ve arkadaslari'® E.coli’de %18.3 (94/514), K.pneumoniae’da %29.7 (52/175), Geyik
ve arkadaslar'” E.coli’de %32 (10/31), Klebsiella suslarinda %45 (15/33) oranlarinda
GSBL varligr saptamiglardir. Ancak kan kiltlrlerinden izole edilen bakterilerdeki GSBL
oranlar konusundaki ¢alismalar yetersizdir; yapilan az sayida calismada GSBL sikhgi ba-
z1 merkezlerde E.coli'de daha yiiksek, bazi merkezlerde ise K.pneumoniae’da daha yuiksek-
tir. Genel olarak ulkemizde GSBL sikligi E.coli’de %13-36, Klebsiella suslarinda ise %60-
70 oranlarinda degismektedir. Calismamizda, GSBL 26 (%26.2) E.coli susunda ve 70
(%61.4) K.pneumoniae susunda tespit edilmistir'®'8-2%. Bu sonuclar Gilkemizdeki veriler-
le uyumludur.

E.coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda en sik GSBL enzimlerine rastlanmakla birlikte se-
foksitin, sefotetan gibi sefamisinlere diren¢ saglayan pAmpC beta-laktamazlarin 6nemi
her gecen glin artmaktadir. pAmpC beta-laktamazlar, GSBL'lerden daha genis bir spekt-
rumda ila¢ direncine yol agmalari nedeniyle klinik olarak énemli bir gruptur?'. pAmpC
beta-laktamazlarin diinyadaki dagilimina bakildiginda bu enzimlerin 6énemi daha iyi an-
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Tablo I. Tarama ve Dogrulama Testlerinin Sonuglari

Direng E.coli K.pneumoniae
enzimleri Testler (n=99) (n=114) Aciklamalar
GSBL Tarama testi Ugiincii kusak sefalosporin
Ugiincii kusak 26 (%26.2) 70 (%61.4) olarak sefotaksim, seftazidim
sefalosporin kullanilimustir.
ve aztreonam
Dogrulama testi
Klavulanik asit ile 26 (%26.2) 70 (%61.4)
pAmpC Tarama testi
Sefoksitin 1 (%1) 2 (%1.7)
Dogrulama testi Tarama testi pozitif bulunan
Boronik asit ile 1 (%1) 1* (%0.9) her iki K.pneumoniae susu
MHT Pozitif Pozitif da dogrulama testinde
pozitif bulunmustur, ancak
ek olarak maskelenmis
GSBL de saptandidi icin ilgili
kutucuga yazilmistir**.
KPC Tarama testi Her iki susta zon ici Gremeler
Ertapenem 1 (%1) 1 (%0.9) gorilmustdr.
Dogrulama testi Zon ici Uremeler
Boronik asit Negatif Negatif gorilmemistir.
MHT Negatif Negatif
GSBL/ Tarama testi
pAmpC Uciincii kusak 4 (%4) 2 (%1.7)
sefalosporin
Sefoksitin
Dogrulama testi Yalnizca bir E.coli susunda
Boronik asit ile 4 (%4) 3** (%2.6) MHT ile negatiflik
MHT Pozitif Pozitif gorilmustir. Ancak
degerlendirmede boronik asit
testi gegerli kabul edilmistir.
GSBL/ Tarama testi K.pneumoniae susunda
pAmpC/ Uciincii kusak 2 (%2) 1 (%0.9) ertapenem diskinde zon ici
KPC sefalosporin Greme gorulmistdr.
Sefoksitin
Ertapenem
Dogrulama testi Boronik asit ile KPC dogru-
Boronik asit 2 (%2) 1 (%0.9) lanmig, MHT ile dogrulan-
pAmpC,KPC) Pozitif Pozitif mamistir. CLSI onerileri
pAmpC icin MHT Negatif Negatif dogrultusunda MHT sonug-
KPC icin MHT lart gegerli kabul edilmistir.

* Dogrulama testinde sadece bir K.pneumoniae susunda pAmpC enzimi tek basina pozitif oldugundan sayisi
bire inmistir.

** pAmpC enzimi GSBL ile birlikte bulundugundan sayi lice ¢cikmustir.
MHT: Modifiye Hodge testi; GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz; CLSI: Clinical and Laboratory Standards
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lasilmaktadir. Yapilan bazi calismalarda pAmpC oranlari K.pneumoniae’da %10-30, E.co-
li suslarinda ise %2-40 araliginda degismektedir??24. pAmpC enzimleri tek basina bulu-
nabilecekleri gibi GSBL enzimleriyle birlikte de bulunabilir. Bu birliktelikte, laboratuvar
testlerinde bazen her iki enzim ailesi fenotipini ayri ayri ortaya koyabilecegdi gibi, bazen
pAmpC enzimleri GSBLlerin ifadesini maskeleyerek saptanmasini onliyor olabilir. Bu gi-
bi 6zel durumlarin aciga kavusturulmasi icin, GSBL tarama testi pozitif ve sefoksitine di-
rencli izolatlara pAmpC inhibitori olan boronik asitin kullanildigi calismalarda GSBL ve
pAmpC birlikteligini gésteren sonuglar alinmistir®>13-26_ Calismamizda 6 (%6.0) E.coli ve
4 (%3.5) K.pneumoniae olmak uzere toplam 10 susta pAmpC pozitifligi GSBL ile birlikte
tespit edilmis ve bir K.pneumoniae susunda GSBL fenotipi maskelenmis olarak bulunmus-
tur. Tek basina pAmpC pozitifligi ise, 1 (%1) E.coli ve 1 (%0.9) K.pneumoniae susunda
tespit edilmistir. Boronik asitli inhibisyon testi yaninda modifiye Hodge testi ile de sefok-
sitin direncinin pAmpC enzimine bagh olup olmadigi saptanabilir; ancak modifiye Hod-
ge testinin uygulanmasi hakkinda CLSI’nin hentiz bir 6nerisi yoktur. Yong ve arkadasla-
nnin® calismasinda MHT testinin performansi degerlendirilmis, duyarlilik ve 6zgiilliik si-
rastyla %100 ve %94.9 olarak saptanmis, ayrica pAmpC pozitifligi icin inhibisyon zon si-
nir degeri > 3 mm olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda modifiye Hodge testi, ta-
rama testi ile pAmpC pozitif bulunan tim suslarda uygulanmis ve bir sus diginda timi
pozitif olarak saptanmistir. Ayni suslarda yapilan boronik asitli inhibisyon testi ile tim
suslar dogrulanmustir. Uygulanan her iki yontem CLSI tarafindan 6nerilmis olmasa da, ca-
lisma bu yontemlerin performansini gostermede 6nemlidir. Gercekte pAmpC beta-lak-
tamazlarin varligini tespit etmede polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) altin standarttir; an-
cak calismamizda, laboratuvar ortaminda pratik olan bu yontemlerin etkinliginin test
edilmesi amaclandigindan PCR yontemi uygulanmamistir.

GSBL ve pAmpC enzimi tasiyan suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisi her zaman icin
sorun olmustur. Karbapenemler, bu beta-laktamazlarin hidrolizine karsi stabil olmalari
sebebiyle direncli gram-negatif bakterilerin yol actigi enfeksiyonlarin tedavisinde iyi bir
secenek olmustur’. Ancak son zamanlarda karbapenemlere karsi da direng sorunu orta-
ya cikmaya baglamistir. KPC-tip karbapenemazinin K.pneumoniae suglari arasinda giderek
yayilim géstermeye basladigi, yapilan birka¢ calismada gésterilmistir''"27-2° Yunanis-
tan’da yapilan calismalarda KPC-2 ile birlikte GSBL enzimleri tespit edilmistir''-?’. Bize
yakin bir tlkede KPC enzimi tasiyan suglarin gorilmesi, lkemiz agisindan risk tasimakta-
dir. Karbapeneme direncli suslarin yayihmlarini kontrol altina almak icin bu enzimin yol
actigi direncin izlenmesi gerekmektedir. Disk diflizyon testlerinde kullanilan karbape-
nemler, karbapenemaz agisindan bir indikator niteliginde olup, tarama amach degerlen-
dirilebilir. Ozellikle gerek direng fenotipinin belirlenmesinde gerekse tedavide kullaniima-
sindan dolayi ertapenemin dnemi gittikce artmaktadir'®. Anderson ve arkadaslari® yap-
mis olduklari bir calismada, 31 KPC pozitif Enterobacteriaceae izolatinda karbapenem du-
yarliliklarini cesitli test yontemleriyle calismislar ve ertapenemi en duyarli indikator ola-
rak tespit etmislerdir®. Bunun yaninda duyarlilik testlerinde ertapenemin zon icinde ince
tremelerinin gorilmesi KPC-tip karbapenemaz varligi acisindan uyaricidir. Calismamiz-
da, tarama testinde iki E.coli ve bir K.pneumoniae susunda ertapenem direnci saptanmis-
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tir. Ertapeneme diren¢ gosteren bu suslar boronik asit ile duyarli inhibisyon zonu goster-
mislerdir. Ayrica, ertapeneme direncli K.pneumoniae susunda zon ici Gremeler tespit edil-
mistir. CLSI ayrica dogrulama testi olarak, ertapenem diskinin kullanildigr modifiye Hod-
ge testini tanimlamistir®. Yéntem, tarama testinde ertapenem direncini teyid etmektedir
ve laboratuvarlar icin uygulanabilecek kolayliktadir. Yalniz sonuglarin degerlendirilme
asamas! deneyim gerektirmektedir'2. Bizim calismamizda modifiye Hodge testi, ertape-
neme direncli t¢ sus icin uygulanmis, ancak belirgin bir carpik inhibisyon zonu elde edi-
lememistir. Ayrica, testte KPC icin pozitif kontrol susunun temin edilememesi 6nemli bir
eksikliktir. Buna karsilik testin degerlendirilmesinde bir sorun yasanmamustir. Her g su-
sun da GSBL ve pAmpC enzimleriyle birlikte bulunmasi ve modifiye Hodge testi ile ne-
gatif bulunmasi ertapenem direncinin baska bir mekanizmadan kaynaklanmis oldugunu
distindirmektedir.

Gunumizde, GSBL ile birlikte pAmpC enzimlerinin bulunabilmeleri durumunda he-
niz uygulanabilecek standart bir ydntem yoktur. Bu nedenle son zamanlarda artis gos-
teren ve GSBL'lerle birlikte bulunabilen pAmpC enzimlerinin rutin testlerle tanimlanma-
lari icin uygun duyarlilikta test yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir. Bu agidan bo-
ronik asitli inhibisyon test yontemleri, uygulanabilir, yorumlanmasi kolay ve pratik yon-
temlerdir. Ayrica, CLSI tarafindan standardize edilen modifiye Hodge testi, KPC-tip kar-
bapenemazlarin tespiti icin kullanilabilecek uygun bir yontemdir.
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