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OZET

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) veya AmpC beta-laktamaz sentezleyen izolatlar labora-
tuvarda genis spektrumlu sefalosporinlere karsi yanlslikla duyarli olarak rapor edilebilmektedir. Sinif A
(GSBL) ve sinif B (MBL) beta-laktamazlarin tespiti icin tarama ve dogrulama yontemleri yayinlandigi hal-
de AmpC beta-laktamazlarin tespiti icin bugtine kadar bir yontem yayinlanmamistir. Bu calismada, AmpC
beta-laktamazlari tespit etmek icin uygulanan ¢ farkli fenotipik yontemin [boronik asit (BA)-klavulanik
asit (CA) ile inhibisyon testi, TRIS-EDTA'li AmpC disk testi ve modifiye ti¢ boyutlu test (M3BT)] perfor-
manslarinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Haziran-Eylil 2009 tarihleri arasinda sefoksitine direncli 50
(42'si Escherichia coli, sekizi Klebsiella pneumoniae) klinik izolat toplanmistir. Plazmid aracili AmpC lakta-
mazlar DHA, EBC, CIT, FOX ve MOX primerlerinin kullanildigi multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile genotipik olarak dogrulanmustir. Sefoksitine direncli 50 izolatin 25 (%50)’i BA-CA testiyle AmpC
pozitif olarak bulunmustur. BA-CA ile AmpC pozitif bulunan 25 izolatin 22 (%88)’si multipleks PCR ile
pozitif sonug vermistir. PCR ile AmpC pozitif bulunan izolatlarin hepsi CIT (CMY-2 ile CMY-7 arasi, LAT-1
ile LAT-7 arasi ve BIL-1 AmpC beta-laktamazlarin bulundugu grup) ailesine ait AmpC beta-laktamazlar-
dir. Izolatlarin birinde hem CIT hem de EBC tipi AmpC enzim, birinde de CIT + MOX + GSBL birlikte g6-
rilmastir. Bu calismada DHA ve FOX tipi AmpC ailesine ait beta-laktamaz tespit edilememistir. AmpC
enzim sentezleyen 21 izolatin (AmpC disk testi ve M3BT'nin uygulanamadigi PCR pozitif bir izolat haric)
11 (%52.3)'inde AmpC disk testi ve M3BT pozitif olarak bulunmustur. CA ile inhibisyon testine BA ilave
edildikten sonra AmpC enziminin BA ile inhibisyonuna bagl olarak GSBL sayisi 13'ten 14 (%63.6)"e cik-
mistir. Ayrica 3-aminofenilboronik asit ile negatif sonug veren izolatlar, benzenboronik asit ile tekrar test
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edilmis; (¢ izolatta daha benzenboronik asit ile pozitif sonug elde edilmistir. Bu sonuca gore, BA inhibis-
yon testinde kullanilan benzenboronik asit veya 3-aminofenilboronik asit ile ilgili daha fazla arastirmala-
ra ihtiyac vardir. Sonug olarak, AmpC beta-laktamazin fenotipik olarak tespiti icin BA-CA testi, uygulan-
masl basit ve yorumu kolay bir testtir. Kisaca, GSBL'nin AmpC beta-laktamazlari maskeleyerek yanlis so-
nug vermesini onlemek icin BA inhibisyon testine CA eklenmelidir. AmpC beta-laktamazlarin GSBL'yi
maskeleyerek yanlis sonug vermesini dnlemek icin de CA inhibisyon testine BA eklenmelidir.

Anahtar sézciikler: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz; inhibitor temelli test; plazmid aracili AmpC be-
ta-laktamaz; K.pneumoniae karbapenemaz.

ABSTRACT

Extended spectrum beta-lactamases (ESBL) or AmpC beta-lactamases may be associated with false
cephalosporin susceptibility results. Although there are well-established methods for screening and con-
firmation of class A (ESBL) and class B metallobeta-lactamases (MBL), there is no current guideline for
the detection of AmpC beta-lactamases. The aim of this study was to evaluate the performances of three
different phenotypic tests [boronic acid (BA) - klavulanic acid (CA) inhibition test, AmpC disk test (TRIS-
EDTA impregnanted), modified 3-dimensional test (M3DT)] for the detection of AmpC beta-lactamases.
A total of 50 (42 were Escherichia coli and eight were Klebsiella pneumoniae) cefoxitin-insusceptible stra-
ins were collected during June-September 2009. Multiplex PCR was used as the genotypic confirmation
test by using DHA, CIT, MOX, FOX and EBC primers. Twenty-five (50%) of 50 cefoxitin-insusceptible
strains yielded positive result by BA-CA test. Twenty two (88%) of 25 BA-CA positive strains yielded po-
sitive result by multiplex PCR and all of them belonged to CIT family (CMY-2 to CMY-7, LAT-1 to LAT-4
and BIL-1 type) of AmpC beta-lactamases. One strain harboured both CIT and EBC family of AmpC be-
ta-lactamases, one strain harboured CIT + MOX + ESBL. DHA and FOX family of AmpC beta-lactamases
were not detected in this study. Both AmpC disk test and M3DT yielded positive test with 11 (52.3%)
of 21 AmpC enzyme producing strains (except for one of the PCR positive strain which couldn’t be scre-
ened by M3DT and AmpC disk test). When BA was added to CA inhibition test, the number of positive
isolates of ESBL increased from 13 to 14 (63.6%) due to inhibition of AmpC with BA. Hovewer, the stra-
ins which yielded negative results by 3-aminophenylboronic acid (3-APB) were tested again by benze-
neboronic acid. Three strains were also found to be positive with benzeneboronic acid. The results of
this study indicated that BA test with benzene boronic acid or 3-APB warranted further study. In conc-
lusion, for the phenotypic detection of AmpC beta-lactamases, BA-CA test is simple to perform and easy
to interpret. Briefly, in order to prevent the masking effect of ESBL, CA must be added to the BA inhibi-
tion test. Also in order to prevent the masking effect of AmpC beta-lactamases on ESBL detection, BA
must be added to the CA inhibition test.

Key words: Extended spectrum beta-lactamase; inhibitor based test; plasmid-mediated AmpC beta-lakta-
mase; K.pneumoniae carbapenemase.

GIRis

Plazmid aracilil AmpC beta-laktamazlar, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
enzimlerinden daha genis spektrumdaki beta-laktam antibiyotiklere direncten sorumlu-
dur. GSBL'ler oksiiminosefalosporinleri ve monobaktamlari hidroliz ederken, 7-a-metok-
si-sefalosporinlere (sefamisinler; sefoksitin, sefotetan) etki etmez. AmpC beta-laktamaz-
lar ise bu grup enzimlerden farkl olarak sefamisinleri de hidroliz ederek daha genis
spektrumdaki beta-laktam antibiyotiklere karsi direng géstermektedirler’2. Bugiine ka-
dar 29 tane farkh plazmid aracili ampC geni tanimlanmis ve GenBank’da kaydedilmistir.
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Perez ve Hanson? tarafindan alti cift primer setiyle gerceklestirilen multipleks polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle ampC beta-laktamaz genleri molekiiler olarak sapta-
nabilmektedir. Ancak molekiler yontemler, sadece referans laboratuvarlarda uygulana-
bildigi icin fenotipik olarak AmpC enzim ureten izolatlarin tanimlanmasina yonelik halen
standart bir ysntem bulunmamaktadir®. Bu calismada, klinik 6rneklerden izole edilen se-
foksitine direncli Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli izolatlarinda AmpC prevalansi-
nin arastiriimasi, AmpC enziminin fenotipik tespit yontemlerinin karsilastirilarak en uy-
gun yontemin belirlenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Haziran 2009-Eylul 2009 tarihleri arasinda sefoksitine direncli 42'si E.coli,
sekizi K.pneumoniae olmak tizere toplam 50 izolat dahil edildi.

GSBL ve AmpC Beta-Laktamazlarin Arastirilmasi

Bu amacla boronik asit (BA)-klavulanik asit (CA) testi uygulandi. BA iceren disklerin
hazirlanmasi icin; 120 mg BA (benzenboronik asit veya 3-aminofenilboronik asit) 3 ml
DMSO (dimetilsiilfoksit) icerisinde ¢oziildikten sonra 3 ml distile su ilave edildi. Bu ¢6-
zeltiden 20 pl (400 pg) alinarak antibiyotik iceren (seftazidim, sefotaksim, sefoksitin)
disklere emdirildi. Disklerin kurumasi icin oda isisinda 30 dakika bekletildi ve kullanilin-
caya kadar kapali kaplar icerisinde +4°C’de saklandi. Test edilecek bakterinin 0.5 McFar-
land bulanikliginda hazirlanan stspansiyonu Mueller-Hinton agar (MHA)’a ekilip BA em-
dirilmis antibiyotik diskleri yerlestirildikten sonra Bioanaliz firmasindan temin edilen
CA’dan 10 pl (10 pg) alinarak seftazidim, sefotaksim, sefoksitin, seftazidim + BA, sefotak-
sim + BA ve sefoksitin + BA iceren disklere damlatildi.

Sefalosporin + CA + BA diski etrafindaki inhibisyon capinin, sefalosporin + CA diski et-
rafindaki inhibisyon capindan > 5 mm olmasi durumunda, test edilen izolatta fenotipik
olarak plazmid aracili AmpC beta-laktamaz oldugu kabul edildi. Sefalosporin + CA + BA
diski etrafindaki inhibisyon capinin, sefalosporin + BA diski etrafindaki inhibisyon capin-
dan > 5 mm olmasi durumunda da, test edilen izolatta fenotipik olarak GSBL oldugu ka-
bul edildi®.

Plazmid Aracili AmpC Beta-Laktamazlarin Arastirilmasi

Bu amacla, Black ve arkadaslarinin® uyguladigi AmpC disk testi (AmpC-DT) ile Coud-
ron ve arkadaglarinin’ tarif ettigi tic boyutlu test (3BT) modifiye edilerek (M3BT) ayni
plakta es zamanli olarak uygulandi. M3BT'de enzim ekstrakti yerine 5 McFarland bula-
nikhginda hazirlanmis yogun bakteri siispansiyonu kullanildi. Antibiyotiklere duyarli bir
E.coli klinik izolati, ekiivyon ile 9 cm’lik MHA ylzeyine yayildiktan sonra her plaga 30
pg’hk sefoksitin diski yerlestirildi. Her bir sefoksitin diskinin iki tarafina bitisik olarak ikiser
adet disk yerlestirildi. Bu disklerden biri bos, digeri ise serum fizyolojik (SF) ile 1/1 ora-
ninda sulandiriimig Tris-EDTA (pH= 8) emdirilen disklerdi. Tris-EDTA emdirilmis disklere
20’ser pyl SF damlatildiktan sonra kanl agarda ureyen bakteri kolonilerinden birkag tane
alinarak disklerin ylizeyine surildi. Diger bos disk tizerine 5 McFarland bulanikhginda

MiKROBIYOLOJi BULTENI 377



Sefoksitine Direncli Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae Klinik izolatlarinda
Plazmid Aracili AmpC Beta-Laktamaz Tespiti

hazirlanmig bakteri stspansiyonundan damlatildi. Bir gece 35°C’de inkiibe edildikten
sonra disklerin cevresinde halka seklinde gorilen Gireme veya sefoksitinin inhibisyon zo-
nunu kestigi noktada tremenin artarak inhibisyon zonunda meydana getirdigi bozulma
(distorsiyon) AmpC beta-laktamaz acisindan pozitif olarak degerlendirildi.

AmpC Enzim Genlerinin Arastiriimasi

Bu amacla Perez ve Hanson’un® gelistirdigi multipleks PCR yéntemi uygulandi. DNA
ekstraksiyonu icin, kanl agarda uretilmis olan izolattan tek koloni alinarak 5 ml triptik soy
buyyona ekildi. 37°C’de 20 saat inkiibe edildikten sonra, buradan 1.5 ml alinarak 15.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust sivi atilarak 500 pl steril distile su eklendi. Hicrele-
rin parcalanarak DNA'nin ortaya cikarilabilmesi icin kaynatma yontemi kullanildi. Kay-
natma islemi 95°C’de 10 dakika gerceklestirildikten sonra, hicresel artiklarin uzaklastiril-
masi icin 15.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda st sivi alinarak
DNA amplifikasyonu yapilmak tizere -20°C’de saklandi.

PCR amplifikasyonunda kullanilan primerlerin dizilimleri Tablo I'de gosterildi. Kisaca; 50
ul toplam hacim icerisinde 10 pl PCR tampon, 0.2 mM dNTP karisimi, 1.25 tnite Tag DNA
polimeraz, 3 ul DNA 6rnegi, 2 mM MgCl,, 0.5 uM primer (MOXMF, MOXMR, CITMF,
CITMR, FOXMR, FOXMF, DHAMR, DHAMF, EBCMF, EBCMR) eklenerek hazirlandi.

Termal dongi cihazinda uygulanan 94°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyondan sonra,
25 dongu olacak sekilde 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 64°C’de 30 saniye primer
baglanmasi, 72°C’de 1 dakika uzama ve son dongiden sonra 72°C’de 7 dakika daha
uzama islemi uygulandi. PCR driinleri 10 ug/ml etidyum bromiir ile boyanarak UV tran-
siliminator kullanilarak gortintiilendi. %2 agaroz iceren jel 1X TAE (Tris-asetat EDTA) ile
hazirlandi ve 1X TAE tampon icerisinde 90 V’de iki saat yurutildi. Her bir primer icin
olusan bandlar kaydedildi.

Tablo I. Amplifikasyonda Kullanilan Primer Dizileri

Amplikon
Hedefler Primer 5’-3' baz dizisi biyiikligii (bg)
MOX-1, MOX-2, CMY-1, MOXMF  GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 520
CMY-8 ile CMY-11 arasi MOXMR  CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C
LAT-1 ile LAT-4 arasi, CITMF TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 462
CMY-2 ile CMY-7 arasi, BIL-1  CITMR TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC
DHA-1, DHA-2 DHAMF AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T 405
DHAMR CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC
ACC ACCMF AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA 346
ACCMR TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC
MIR-1, ACT-1 EBCMF TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG 302
EBCMR CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT
FOX-1 ile FOX-5b arasi FOXMF AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 190

FOXMR CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG
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BULGULAR

Calismamizda, sefoksitine direncli 50 izolatin 25 (%50)’inde BA-CA testi pozitif bulun-
mus; bunlarin 22 (%88)’sinde PCR ile ampC genleri tespit edilmistir (Tablo II).

PCR-AmpC pozitif 21 izolatin (PCR-AmpC pozitif ¢ikan bir izolatta AmpC-DT ve M3BT
bakilamadri) 11 (%52.3)'inde AmpC-DT ile M3BT pozitif bulunurken, AmpC-DT ve
M3BT negatif olan 10 (%45.4) izolatta ise PCR ve BA testi pozitif olarak bulunmugtur. Bir
izolatta da BA ve AmpC-DT pozitif oldugu halde PCR negatif olarak saptanmistir. BA tes-
ti pozitif iki izolatta ise hem AmpC-DT hem de PCR negatif bulunmustur (Resim 1).

PCR-AmpC pozitif 22 izolatin hepsinde (%100) CIT grubu ampC enzim (CMY-2 ile
CMY-7 arasi, LAT-1 ile LAT-4 arasi ve BIL-1 AmpC beta-laktamazlarin bulundugu grup)
geni saptanmistir. Bunlarin 1 (%4.5)'inde CIT ile birlikte MOX (MOX-1, MOX-2, CMY-8
ile CMY-11 arasi AmpC beta- laktamazlarin bulundugu grup) ve 1 (%4.5)'inde CIT ile

Tablo Il. BA-CA Testi ile AmpC Pozitif Bulunan Izolatlarda AmpC Disk Testi, M3BT, PCR ve GSBL Sonuclari

AmpC-DT ve PCR PCR PCR

izolatlar M3BT* BA-CA** cT MOX EBC GSBL

E.coli 29 - CAZ-BA-CA, + -
FOX-BA-CA

E.coli 31 + FOX-BA-CA + -

E.coli 38 - CAZ-BA-CA, ++ -
CTX-BA-CA

E.coli 39 + CTX-BA-CA ++ +

E.coli 35 + CTX-BA-CA, +
FOX-BA-CA

E.coli 36 - CTX-BA-CA + +
CAZ-BA-CA

E.coli 40 + CAZ-BA-CA ++ + +

E.coli 46 - FOX-BA-CA +

E.coli 41 + CAZ-BA-CA + -

E.coli 45 - CAZ-BA-CA, +++ +
CTX-BA-CA

E.coli 44 + CTX-BA-CA, +++ +
CAZ-BA-CA,
FOX-BA-CA

E.coli 50 + CAZ-BA-CA, ++ +
CTX-BA-CA

E.coli 51 + CAZ-BA-CA, +++ -
CTX-BA-CA,
FOX-BA-CA

E.coli 48 + CAZ-BA-CA, +++ +
CTX-BA-CA,
FOX-BA-CA
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Tablo II. BA-CA Testi ile AmpC Pozitif Bulunan zolatlarda AmpC Disk Testi, M3BT, PCR ve GSBL Sonuglari
(devami)

AmpC-DT ve PCR PCR PCR

izolatlar M3BT* BA-CA** aT MOX EBC GSBL

E.coli 30*** - CAZ-BA-CA, + (+)
FOX-BA-CA

E.coli 32 - CTX-BA-CA + +

E.coli 47 ? FOX-BA-CA ++ -

E.coli 34 - CTX-BA-CA ++

E.coli 42 + CTX-BA-CA + +

E.coli 43 + CTX-BA-CA + -
CAZ-BA-CA,
FOX-BA-CA

K.pneumoniae 53 - CTX-BA-CA, + + +
FOX-BA-CA

K.pneumoniae 52 - CAZ-BA-CA + -

* M3BT ile AmpC disk test sonuglari ayni bulunmustur.
** BA ile pozitif sonug veren antibiyotikler.
*** CLSl'ya gore GSBL negatif ¢ciktigi halde BA eklenmesi ile zon farki > 5 mm’den fazla oldugu icin GSBL pozitif
olarak degerlendirilen izolatlar.
AmpC-DT: AmpC disk testi; M3BT: Modifiye ti¢ boyutlu test; BA-CA: Boronik asit-klavulanik asit testi.

M3BT ve AmpC disk
ylesti negatif izolatlar

Resim 1. AmpC disk testi ve M3BT.
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birlikte EBC (MIR-1 ile ACT-1'in bulundugu AmpC beta-laktamazlar) tipi ampC enzim ge-
ni tespit edilmistir (Resim 2,3). MOX + CIT grubu ampC geni saptanan bu izolatta ayni
zamanda GSBL varli§i da belirlenmigstir. DHA grubu ile FOX grubu ampC genlerine rast-
lanmamistir. Bu calismada sefoksitine duyarli izolatlar kullaniimadigi icin ACC primeriyle
ampC gen tayini yapilmamistir.

GSBL tespiti icin, CLSI'nin onerileri dogrultusunda yapilan kombine disk yontemin-
de AmpC enzimi ureten 22 izolatin 13 (%59)’inde GSBL pozitifligi gorilmis; ancak
kombine disk testine BA ilave edildikten sonra GSBL pozitif izolat sayisi 14 (%63.6)’e
ulasmustir.

M3BT ve AmpC-DT pozitif bir izolatin sefoksitin inhibisyon zonunda olusturdugu dis-
torsiyon Resim 1’de gosterilmistir. Disklerin ¢evresinde ireme veya distorsiyonun olma-

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Resim 2. CIT primeri ile yapilan PCR sonuglari [Hat 1: Ec32(+); Hat 3: Ec30 (+); Hat 5: Ec42 (+); Hat 6: Ec46
(+), Hat 8: Negatif kontrol; Hat 9: Ec 40 (++); Hat 11: Ec36 (+); Hat 12: Ec45 (+++); Hat 14: Ec48 (+++);
Hat 16: Ec44 (+++); Hat 19: Ec35 (+); Hat 20: Ec36 (+)]. Ec: E.coli.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Resim 3. CIT primeri ile yapilan PCR sonuglari [Hat 2: Ec31 (+); Hat 3: Ec29 (+); Hat 4: Ec39 (++); Hat 10:
Ec38 (++); Hat 12: Ec43 (+); Hat 13: Ec34 (++); Hat 15: Negatif kontrol; Hat 18: Ec50 (++); Hat 19: Ec51
(+++)]. Ec: E.coli.
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masi negatif olarak kabul edilmistir. Bazi izolatlarda disk cevresinde sadece halka seklin-
de Ureme gorulmustir. PCR ile AmpC pozitif cikan bu izolatlar da AmpC-DT pozitif ola-
rak degerlendirilmistir (Resim 1).

E.coli suglarinin bazilarinda [Ec45 (+++), Ec48 (+++), Ec44 (+++), Ec40 (++), Ec34,
Ec39 (++), Ec38 (++), Ec50 (++), Ec51 (+++)] 2 veya 3 farkh baz hacminde homolog
bandlar saptanmis; ayrica AmpC enzim miktarina bagh olarak bazi suglarin (Ec44, Ec51,
Ec31) digerlerine gore daha kalin bandlar olusturdugu goérilmustiir (Resim 2,3).

TARTISMA

Arastirmalara gore GSBL tarama testi pozitif ¢cikan ancak CLSI'nin dogrulama testine
gore GSBL negatif bulunan izolatlarin orani son zamanlarda %?75'lere kadar ulagmistir.
Bu tiir izolatlarda sonradan yapilan calismalarla plazmid aracih AmpC beta-laktamaz var-
Iig1 gosterilmistir®. AmpC beta-laktamazlar tipki GSBL'de oldugu gibi rutin duyarlilik tes-
tinde seftazidim ve sefotaksim gibi genis spektrumlu sefalosporinlere yanlis olarak duyar-
I gériinmekte ve bunlarla yapilan tedaviye bagli olarak hastalarda klinik basarisizlik orta-
ya cikmaktadir®?. Plazmid aracili AmpC beta-laktamazlar GSBL'den daha az yaygin ol-
malarina ragmen onlardan daha genis spektrumda beta-laktam antibiyotiklere direng
gostermektedirler'®. Tenover ve arkadaslarinin'’ calismasinda, genis spektrumlu beta-
laktam antibiyotiklerden en az birine direncli 80 izolatta (K.pneumoniae, E.coli ve Proteus
mirabilis) AmpC beta-laktamaz varligi arastiriimis; BA testi pozitif ¢cikan 31 izolatin 18
(%58)’inde PCR ile pozitif sonug alinmistir. Ulkemizde Ak'? tarafindan yapilan calisma-
da, sadece BA kullanilarak plazmid aracii AmpC beta-laktamaz arastirilmis ve 159 E.coli
izolatinin %32.7'sinde, 55 Klebsiella spp. susunun ise %18.1’inde pozitiflik saptanmugtir.
Ancak GSBL'nin etkisini ortadan kaldirmak icin CA ilave edildiginde E.coli’'de AmpC be-
ta-laktamaz pozitif izolat orani %9.4%e, Klebsiella spp.’de ise %14.5’e diismustiir'2. Bu
calismada BA-CA ve 3BT ile AmpC pozitif olarak saptanan 58 izolatin sadece yedi
(%12)'sinde PCR ile AmpC beta-laktamaz tespit edilmistir'2,

Guney Kore'de yapilan bir calismada, sefoksitine direncli (SR) 100 izolatta (E.coli, K.
pneumoniae, P.mirabilis, Salmonella spp.) GSBL ve plazmid aracili AmpC beta-laktamaz
tayininde fenotipik test olarak BA-CA disk testi uygulanmis; 41 SR izolatin hepsinde BA-
CA testiyle pozitiflik saptanmis; bunlarin icinde BA-CA pozitif 33 SR K.pneumoniae izola-
tinin hepsinde PCR ile AmpC beta-laktamaz pozitif (CIT ve DHA grubu) bulunmustur'3.
Calismamizda, toplam 50 SR izolatin (sekiz K.pneumoniae, 42 E.coli) 25 (%50)'inde BA-
CA inhibisyon testiyle pozitif sonug elde edilmis; bunlarin 22 (%88)’sinde PCR ile AmpC
enzim genleri saptanmistir. Bu calismalardan da anlagildigi gibi sadece BA ile yapilan in-
hibisyon testinde GSBL'ye bagli olarak yanlis AmpC beta-laktamaz pozitif sonug alinabil-
digi gibi sadece CA kullanildiginda® AmpC beta-laktamazlara ve Sinif A karbapenemaz-
lara' bagl olarak yanls GSBL pozitif sonug alinabilmektedir. Bu nedenle plazmid araci-
I AmpC ve GSBL arastirmasinda BA-CA ikilisinin kullanilmasi uygundur. Calismamizda,
BA-CA testi pozitif cikan 53 SR izolatin 10’unda ve sefoksitine duyarl 13 izolatta PCR ile
AmpC negatif olarak bulunmustur. Kullandigimiz PCR kitiyle 29 farkli ampC gen bdolgesi
arastirilabilmektedir. Ancak muhtemel AmpC progenitori olabilecek 59 ampC geninin
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GenBank’da depolandigi bildirilmistir'®>. BA-CA testi pozitif oldugu halde AmpC tespit
edilemeyen izolatlarda bu tip plazmid aracili AmpC beta-laktamazlar olabilecegi dusi-
nulmektedir.

Plazmid aracili AmpC beta-laktamaz tiplerinin diinyadaki dagiliminin bélgeden bdol-
geye farklilik gosterdigi gériilmektedir. Ornegin; Cin’de yapilan bir calismada, AmpC po-
zitif bulunan izolatlarin hepsinde DHA-1 enzimi tespit edilmistir'®. ABD’de 2001-2002
yillari arasinda yapilan calismada da, AmpC pozitif 28 K.pneumoniae izolatinin %92.8'in-
de FOX-5 enzimi bulunmustur'”. Ulkemizde ise bu konuda yapilmis calismalar kisithdr.
Bal ve arkadaslar'®, transplantasyon hastalarindan izole edilen ve coklu direng gésteren
K.pneumoniae suslarinda CMY-2 varligini izoelektrik odaklama testiyle gostermislerdir.
Akdeniz Universitesinde yapilan bir calismada, sefoksitine azalmis duyarlilik gésteren ve-
ya direncli bulunan E.coli izolatlarinin %7.4 (2/27)'inde CMY-2 benzeri enzim saptan-
mistir'®. Bizim calismamizda, PCR ile AmpC enzim genleri pozitif bulunan 22 izolatin ti-
miunde (%100) CIT grubu tespit edilmis, birer izolatta olmak lzere (%4.5) ise CIT +
MOX ve CIT + EBC (%4.5) birlikteligi izlenmistir.

Bazi plazmid aracili AmpC beta-laktamaz tipleri E.coli'de daha sik bulunurken bazilar
Klebsiella spp.’de daha sik bulunmaktadir. Ornegin; Kore’de Klebsiella spp. ve E.coli sus-
larinda yapilan calismada, DHA-1 enzimi E.coli'de %8.6, Klebsiella spp.’de %76.2 oranin-
da saptanirken, CMY-2 enzimi E.coli’de %32.7, Klebsiella spp.’de %0.8 oraninda tespit
edilmistir?®. Calismamizda, K.pneumoniae ve E.coli suslarinin tamaminda CIT grubu en-
zim bulunurken bir K.pneumoniae susunda CIT grubuna ilaveten MOX, bir E.coli susun-
da CIT grubuna ilaveten EBC saptanmis olup, bu fark bizim ¢alismamizda K.pneumoniae
izolat sayisinin azhgindan kaynaklanmis olabilir.

AmpC beta-laktamaz Ureten izolatlardaki GSBL varligina bakilacak olursa, Cin’de
2008 yilinda yapilan bir calismada, AmpC ureten 54 izolatin 27 (%68.5)'sinde GSBL tes-
ti pozitif olarak bulunmustur'®. Ayni calismada, her bir izolatta farkli hacimlerde bandla-
rin gorilmesinin, ampC genlerinin duplikasyonuyla ortaya ¢ikan bagka homolog genle-
rin varhigina bagh oldugu bildirilmistir'®. Calismamizda, AmpC ireten 22 izolatin 14
(%63.6)'iinde GSBL testiyle pozitif sonug alinmis; CIT grubu primerleriyle hibridize olan
farkli hacimlerde bandlar goriilmiis ve bu izolatlar pozitif AmpC olarak degerlendirilmis-
tir. Farkl hacimlerdeki bandlarin sadece CIT primerinde goérilmesi bu tip AmpC enzim
varliginin oldukga yaygin oldugunu gostermektedir.

AmpC disk testiyle ilgili calismalara bakildiginda, Ingram ve arkadaslan?' tarafindan
246 enterik bakteri izolati Uzerinde AmpC beta-laktamaz tespitinde uygulanan tarama
ve dogrulama testlerinin duyarllik ve 6zguilltkleri karsilastiriimistir. Dogrulama yontemi
olarak inhibitor temelli testler, AmpC E test, TRIS-EDTA ve MAST ID D6SC disk testi, kro-
mojenik testler, 3BT ve multipleks PCR kullanilmigtir. Cogunlukla CMY, DHA ve EBC en-
zimlerinin tespit edildigi 74 izolatta AmpC beta-laktamaz saptanmistir. Tarama testleri-
nin duyarlilik ve 6zgiilltikleri sirasiyla %47-99 ve %45-95; dogrulama testlerinin duyarl-
lik ve 6zgiilliikleri ise sirasiyla %19-97 ve %88-100 arasinda bulunmustur?'. PCR ve 3BT
referans olarak alindiginda dogrulama testleri arasinda duyarliligi (> %90) ve 6zgulligu
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(> %90) en yiuksek testin TRIS-EDTA ve MAST ID D6SC disk testinin oldugu belirtilmis-
tir?!. Calismamizda PCR testi referans olarak degerlendirildiginde, AmpC disk testi ile
M3BT’nin duyarlilik ve 6zgiilliikleri oldukga farkli oranlarda saptanmis ve bu degerler si-
rasiyla; %52.3 ve %33.3 olarak bulunmustur. AmpC disk testi ve M3BT’'nin yorum aci-
sindan inhibitor temelli testlerden daha komplike olduklari gozlenmistir.

GSBL pozitif ve negatif izolatlarda AmpC prevalansina bakilacak olursa; 2003 yilinda
Kore’de 16 hastaneden toplanan 238 (E.coli, K.pneumoniae) SR izolatta PCR ile dizi ana-
lizi yapilarak AmpC beta-laktamaz ve GSBL varligi arastirilmis; GSBL pozitif ve negatif
hastalarda AmpC prevalansinin esit oldugu bildirilmistir?®. Calismamizda da, sefoksitine
direngli GSBL pozitif ve negatif izolatlarda saptanan AmpC beta-laktamaz pozitiflik oran-
lari benzer (sirasiyla; %44.4 ve %45) bulunmustur.

K.pneumoniae karbapenemaz (KPC) enzimi bulunduran K.pneumoniae izolatlarinda
bazi porin proteinlerinin dusiik diizeyde sentezlendigi saptanmistir. Bu enzimler porin
kaybiyla birlikte gorildigu icin antibiyogramda sefoksitine direncli gorulirler, oysa
transkonjugantlarinda sefoksitine duyarlidirlar'. Karbapenemazlarin tipki AmpC enzim-
leri gibi BA ile inhibisyon 0zelliginden yararlanilarak karbapenemaz treten izolatlarda
GSBL arastirilan calismalar da mevcuttur??. GSBL tayininde BA’'nin sadece AmpC enzim-
lerini degil ayni zamanda karbapenemazlari da inhibe etmesi 6zelliginden yararlaniimak-
tadir. Rutin laboratuvar uygulamasinda, beta-laktamaz tir tayini icin onerilebilecek bir
algoritma; antibiyogramla es zamanli olarak sefoksitin ve amoksisilin-klavulanik diski ile
bir 6n taramay: takiben, bu antibiyotiklere direncli suslar icin CLSI'nin 6nerdigi GSBL
dogrulama testine BA ekleyerek AmpC ve GSBL bakilmasidir. Boylelikle GSBL veya AmpC
acisindan yanlig negatif sonucun verilmesi, buna bagh olarak tgtincl kusak sefalosporin-
lere yanlis olarak duyarli oldugunun bildirilmesiyle tedaviye yonelik hatalar 6nlenebilir.
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