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OZET

Bu calismada, hastanemizde izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella spp. izolatlarindaki plazmid
aracil AmpC (pAmpC) prevalansi; pAmpC tespitinde kullanilan fenotipik testlerin etkinligi ve pAmpC
enzimlerini kodlayan ampC genlerinin tirlerine iliskin veri toplanmasi hedeflenmistir. Laboratuvarimiza,
2008-2011 tarihleri arasinda gonderilen; poliklinik, servis ve yogun bakim hastalarina ait klinik érnekler-
den Uretilen 1030u E.coli, 286si Klebsiella spp. olmak tzere toplam 1316 izolat calismaya dahil edilmistir.
izolatlara, dncelikle Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemiyle antibiyotik duyarlilik testleri uygulanmis; bu
testlerde sefoksitine (FOX) direncli bulunan 36 (%2.7) izolatta (%77'si E.coli, %23'l K.pneumoniae);
Boronik Asit inhibisyon Testi (BAIT), Sefoksitin Hodge Testi (SHT) ve AmpC Disk Testi (ACDT) ile; pAmpC
varligi, fenotipik olarak arastirnimistir. FOX duyarl ancak t¢linci kusak sefalosporinlere direncli (S3R) 165
izolatta (%88'i E.coli, %12'si K.pneumoniae) ise; olasi ACC tipi pAmpC varlgi, inhibitorli ve inhibitorsiiz
sinerji testleriyle, yine fenotipik olarak arastirlmistir. Fenotipik testlerden en az biri ile pAmpC pozitifligi
saptanan izolatlara, olasi pAmpC enzimlerini kodlayan genlerin varligini géstermek amaciyla multipleks
PCR uygulanmistir. FOX direncli 36 izolatin 21 (%58)’inde SHT, 18 (%50)’inde ACDT, 6 (%17)’sinda BAIT
pozitif bulunmustur. Fenotipik olarak pAmpC siipheli 36 izolatin sadece 10 (%27.7, timi E.coli)’'unda
PCR ile pAmpC gen varligi saptanmis ve bu izolatlarda uretilen enzimin CMY-2 tipinde oldugu belirlenmis-
tir. PCR sonuclari dikkate alinarak karsilastirma yapildiginda; BAIT, ACDT ve SHT’nin 6zgiilliikleri sirasiyla
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%97, %69, %58; duyarliliklar ise %50, %100 ve %100 olarak hesaplanmistir. Calismamizin sonuglarina
gore, taramanin yapildigi donemde pAmpC prevalansi %0.8 (10/1316) olup, ilk pAmpC izolasyonu 2010
yilinda gergeklesmistir. Sonug olarak taradigimiz populasyonda pAmpC kaynakli diren¢ heniiz 6nemli bir
sorun degildir. Ancak s6z konusu direncin, 2010 yilindan itibaren ortaya ¢ikmis olmasi; 6nlem alinma-
mas! durumunda yayginlasacaginin isaretidir. Mevcut hicbir fenotipik testin tek basina pAmpC tespitinde
yeterli olmadigi; BAIT'nin 6zg(illiik, diger testlerin duyarlilik acisindan Ustiin olduklari ve pAmpC tarama-
dogrulamasi icin bu testlerin birlikte kullanilmasinin uygun olacag kanaatine variimistir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli; Klebsiella spp.; AmpC; beta-laktamaz; plazmid; boronik asit.
ABSTRACT

This study was conducted to obtain data about prevalence of plasmid-mediated AmpC (pAmpC),
efficacy of various phenotypic tests applied for the detection of pAmpC-mediated resistance and the
enzyme types responsible for this resistance. A total of 1316 isolates (1030 Escherichia coli and 286
Klebsiella spp.) obtained from the clinical samples sent to our laboratory between 2008-2011 period,
from various inpatient and outpatient clinics and intensive care units, were included in this study.
Antimicrobial susceptibility profiles of the isolates were determined by using Kirby-Bauer disk diffusion
method. Production of pAmpC was phenotypically investigated by Boronic Acid Inhibition Test (BAIT),
Cefoxitin Hodge Test (CHT) and AmpC Disk Test (ACDT) in a total of 36 (2.7%) cefoxitin-resistant
isolates (77% were E.coli, 23% were K.pneumoniae); and by synergy tests with or without AmpC inhibi-
tors in a total of 165 (88% were E.coli, 12% were K.pneumoniae) cefoxitin-susceptible, third generation
cephalosporin-resistant (S3R) isolates. For the detection of pAmpC genes a multiplex-PCR protocol was
applied to the isolates found positive at least by one of the phenotypic tests. CHT, ACDT and BAIT were
found positive in 21 (58%), 18 (50%) and 7 (19%) of the 36 cefoxitin-resistant isolates, respectively.
In only 10 (27.7%) of these isolates (all were E.coli strains), pAmpC presence was detected by PCR; and
the enzyme produced was assessed as CMY-2. Based on the positive PCR results; specificity rates of the
phenotypic tests, BAIT, ACDT and CHT were 97%, 69% and 58%; while the sensitivity rates were 50%,
100% and 100%, respectively. Our data indicated that, pAmpC prevalence (10/1316, 0.8%) detected
in this study, did not seem to be an important problem yet, in the population screened. However, since
the first detection of this resistance was in 2010, it should be considered as a sign to get necessary pre-
cautions preventing its spread. In conclusion, none of the phenotypic methods were satisfactory alone
for the detection of pAmpC-mediated resistance; and BAIT was superior in terms of specificity while the
others were superior in terms of sensitivity. Thus, combined application of these phenotypic tests are
necessary to screen and confirm the presence of pAmpC-mediated resistance.

Key words: Escherichia coli; Klebsiella spp.; AmpC; beta-lactamase; plasmid; boronic acid.

GIRi$

Enterobacteriaceae ailesi tiyeleri, gerek hastane gerekse toplum kokenli enfeksiyonlarin
onemli etkenlerinden olup, sahip olduklari genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
enzimleri ile, antibiyotik diren¢ oranlarinda ve buna paralel olarak morbidite, morta-
lite ve saglik harcamalarinda artisa neden olmaktadirlar'. GSBL enzimlerinin yani sira,
giderek artan oranlarda saptanan plazmid kokenli AmpC beta-laktamaz (pAmpC)’lar da
Escherichia coli ve Klebsiella spp. enfeksiyonlarinda 6nemli bir diren¢ sorunu olarak ortaya
cikmaktadir?. Gerek GSBL, gerekse pAmpC enzimleri, biyiik plazmidler ile aktarildiklari
icin coklu ila¢ direncine neden olurlar ve bakteriler arasinda kolayca yayilabilirler. Bu
nedenle, GSBL ve pAmpC iceren izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda tedavi sece-
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nekleri oldukga kisithdir. pAmpC kaynakl direncte sefamisinlere karsi da diren¢ mevcut
oldugundan; bu enzimlerin klinik 6nemleri GSBL'lere gére daha da fazladir®. pAmpC
varliginda izolatlar; penisilinler, tictincl kusak sefalosporinler ve monobaktamlara direnc-
lidirler. pAmpC’lere bugiine kadar, basta Klebsiella spp. olmak Uzere Proteus mirabilis,
Salmonella spp. ve E.coli’de rastlanmistir. Ote yandan E.coli'de zaman zaman agiri (iretimi
s6z konusu olan kromozomal AmpC (kAmpC) enzimi de bulunmaktadir®>.

pAmpC'ler arasinda ACC tiirli enzimler, sefamisinlere duyarl olmalari ile diger tiir-
lerden ayrilan bir grup olustururlar. Bu gruptan ilk enzim olan ACC-1, 1999 yilinda
Almanya’da rapor edilmis; arastirmalar, bu enzimin Hafnia alvei’den koken aldigini gos-
termistir®. ACC-1e simdiye kadar Almanya, ispanya ve Tunus'ta rastlanmistir. ACC tiirii
enzim Uretimine Salmonella enterica serotiplerinde, E.coli, K.pneumoniae ve P.mirabilis'de
rastlanmaktadir’.

CLSI ve EUCAST rehberlerinde, henliiz pAmpC tespitine yonelik, onaylanmis bir
tarama ve dogrulama testi bulunmamaktadir. Yapilan caligmalar 1siginda, bazi fenoti-
pik testlerin bu amacla kullanilabilecegi 6ngoriilmekle birlikte, hentiz fenotipik testler,
pAmpC varligini tek bagina saptayabilecek standardizasyona sahip degildirler®. pAmpC
saptanmasinda bazi arastirmacilar tarafindan altin standart kabul edilen yontem halen
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yéntemidir’. Ancak PCR, ulagilabilirlik ve
laboratuvar olanaklari distnuldigiinde yeterince pratik ve ucuz degildir. Bu nedenle
rutin laboratuvar kosullarinda uygulanabilecek, standardize fenotipik yontemlere ihtiyac
vardir. Bu calismada, hastanemizde izole edilen Enterobacteriaceae Uyelerindeki pAmpC
prevalansi, pAmpC tespitinde kullanilan fenotipik testlerin etkinligi ve direncten sorumlu
ampC genlerinin turlerine iligkin veri toplanmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
izolatlar

Calismaya, Ocak 2008-Kasim 2011 tarihleri arasinda poliklinik, servis ve yogun bakim
hastalarindan toplanmig klinik 6rneklerden (822 idrar, 89 kan, 65 alt solunum yolu, 41
yara, 13 apse) izole edilen 1030 E.coli ve 286 Klebsiella spp. (268 K.pneumoniae, 18
K.oxytoca) izolati dahil edildi. Bu izolatlar arasindan Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine
gore yapilmig rutin antibiyogram testlerinde sefoksitin (FOX) direncli bulunan 36 izolat
(%2.7) ve FOX duyarli oldugu halde tg¢linct kusak sefalosporin direnci saptanmis (S3R)
olanlardan rastgele secilen 165'i;; pAmpC acisindan incelenmek Uzere ileri arastirma
testlerine alindi. S3R izolatlarin tamami, CLSI kriterlerine gore, cift disk sinerji yontemiyle
GSBL pozitif olarak rapor edilmis izolatlardi.

FOX Direncli izolatlarda pAmpC Ekspresyonunun Fenotipik Yontemlerle
Arastiriimasi

Boronik Asit inhibisyon Testi (BAIT): 120 mg aminofenil-boronik asit (APB) (Sigma,
Aldrich), 3 ml dimetilstlfoksit (DMS) (Merck) icinde ¢ozilip lzerine 3 ml distile su
eklenerek hazirlanan APB solisyonundan 20’ser ul, 30 ug FOX iceren disklere emdi-
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rildi'®. BAIT icin FOX direncli izolatlar, dénemin gecerli CLSI 6nerilerine uygun olarak,
Kirby-Bauer disk difizyon yontemiyle, FOX ve APB + FOX iceren iki disk ile hazirlanan
antibiyogram duizeneginde test edildi. 37°C’de bir gecelik inkiibasyon sonrasinda, AFB
+ FOX diskindeki zon capi genislemesi incelendi. FOX + AFB diskinde FOX diskine gore
> 5 mm’den daha genis zon capina sahip izolatlar pAmpC agisindan pozitif, zon capi
genislemesi 0-4 mm olan izolatlar da negatif olarak degerlendirildi'®.

Sefoksitin Hodge Test (SHT): E.coli ATCC 25922 standart susunun 0.5 McFarland
bulanikligindaki stspansiyonu Mueller-Hinton agara homojen olarak inokiile edildi.
Plagin merkezine FOX diski yerlestirildi. Slpheli izolatlardan alinan kolonilerden, 6ze
yardimiyla cevreden disk sinirina dogru bir hat boyunca yogun, tek hat cizgi ekimleri
yapildi. Test edilen bakterinin FOX inhibisyon zonunda disk merkezine dogru bir girinti
(indentation) olusturmasi ve bu girintinin negatif kontroldekinden daha fazla olmasi
durumunda, test sonucu pozitif kabul edildi’!". Testte negatif kontrol olarak E.coli ATCC
25922 ve K.pneumoniae ATCC 700603; pozitif kontrol olarak da C.freundii ATCC 8090
standart suslari kullanild.

AmpC Disk Testi (ACDT): E.coli ATCC 25922 standart susunun 0.5 McFarland bula-
nikhgindaki stspansiyonu Mueller-Hinton agara homojen olarak inokile edildi. Plak
merkezine FOX diski yerlestirildi. FOX diskinin hemen bitisigine, diske degecek sekilde,
U¢ yonde, 100XTris-EDTA emdirilmis Ug disk yerlestirildi. Disklerden birinin lizerine, test
izolati kolonilerinden birkag tanesi 6ze yardimiyla strtildu. Diger iki diske, negatif kont-
rol olarak E.coli ATCC 25922 ve K.pneumoniae ATCC 700603, pozitif kontrol olarak da
C.freundii ATCC 8090 standart suslari surildi. Bir gecelik inkiibasyon sonrasi FOX diski
zonunda duzlesme ya da disk merkezine dogru girinti olusumu durumunda test pozitif
kabul edildi'2.

FOX Duyarh S3R izolatlarda ACC tiirii pAmpC Varhiginin Arastiriimasi

Yukarida formli verilen APB sollisyonundan 20’ser pl; 30 pg amoksisilin-klavulanat
(AMC) iceren disklere ve bos, steril antibiyotik disklerine; final disk icerigi 400 pg/ml ola-
cak sekilde emdirildi'®. ACC tiirii enzim tagiyan izolatlarin FOX duyarli, sefotetana (CTT)
kismi direncli ve S3R olacagi beklentisinden hareketle; sefpodoksim (CPD), sefotaksim
(CTX), FOX, CTT, AMC ve AMC + APB diskleriyle bir antibiyogram diizenegi hazirlandi'°.
Pozitif kontrol olarak yurt disindan temin edilen ve ACC-1 ve ACC-4 oldugu belirtilen
2 E.coli izolati kullanildi. 165 FOX duyarl, S3R ve GSBL pozitif izolatta olasi ACC tipi
pAmpC varhgini arastirmak amaciyla, FOX ile CTX arasinda sinerji varligi, FOX zon capi
ile CTT zon capi arasinda fark olup olmadigi, CTX ile AMC + AFB arasindaki yardimlas-
ma zonu ¢apinin, CTX ile AMC arasindaki yardimlasma zonu c¢apindan; CPD ile AMC +
AFB arasindaki yardimlasma zonu capinin, CPD ile AMC arasindaki yardimlagma zonu
capindan biiyiik olup olmadigi incelendi®'°. Bu diizenekte AMC’nin, AmpC saptanma-
sini maskeleyen GSBL'yi inhibe edip pAmpC’nin fenotipik olarak gozlenebilecek hale
gelmesini saglamasi amaclandi. Test diizenegi Sekil 1’de gosterildi.
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AMC+BOR

Sekil 1. Sefoksitine duyarl, S3R izolatlarda olasi ACC tiirti pAmpC varliginin arastirmasinda kullanilan test
diizenegi.

pAmpC Gen Varhginin Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi

FOX direncli 36 izolat, pAmpC gen varligini arastirmak amaciyla Perez ve Hanson’un'?
tanimladigi multipleks PCR ile test edildi. Bu amacla alti ampC gen grubuna komple-
menter alt primer cifti ve internal amplifikasyon kontrolii icin bir 16S rRNA primer cifti
secildi (Tablo I)'3. Niikleik asit izolasyonu icin QuiAmp DNA mini kit (Qiagen, Germany)
kullanildi. izolasyon islemleri, EMB agarda (ireyen 3-4 koloni kullanilarak, iretici firmanin
talimatlarn dogrultusunda gerceklestirildi. Amplifikasyon protokoli; 96°C’de 10 dk. ilk
denatirasyon (hot start polimeraz kullanildi); 96°C’de 30 sn, 64°C’de 30 sn, 72°C’de 60
sn olmak tizere 30 dongu ve 72°C’de 3 dk. son ¢ogaltma seklindeydi (Chorbet Research,
Australia). Amplikonlar, etidyum bromiir ile boyanmis %2’lik agaroz jelde; 100-3000
b¢’lik DNA buyuklik belirteci esliginde, 1 saat sureyle yiratiuldi ve UV gorintiileme
sisteminde (Dolphin View, ABD) incelendi. ACC pozitifliginden kuskulanilan izolatlar
da ayni protokolle multipleks PCR’ye tabi tutuldu. Pozitif kontrol olarak Dr. Sener’in
(Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD, Ankara) sagladigi CMY-2
(E.coli)y ve ACT-1 (K.pneumoniae) pozitif suslar ve yurt disindan saglanan sirasiyla ACC-1,
ACC-4 porzitif birer E.coli susu kullanildi.
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Tablo I. PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Primer Ciftleri’?
Primer Hedef Gen Amplikon boyutu (b¢)* Primer baz dizisi
CIT LAT1-4 CMY2-7 BIL1 bla 462 F: TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
FOX FOX1-5, FOX5B bla 190 F: AACATGGGGTATCAGGGAGATG
R: CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
DHA DHAT1, DHA2 bla 405 F: AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
R: CCGTACGCATACTGGCTTTGC
MOX CMY1,8,9, 10,11 bla 520 F: GCTGCTCAAGGAGCAGAGGAT
MOX1,2 R: CACATTGACATAGGTGTGGTGC
EBC ACT1, MIR1 bla 302 F: TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG
R: CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
ACC ACC1, ACC2 bla 346 F: AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA
R: TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
16S rRNA F: GAGGAAGGTGGGGATCAGGT
RRNA R: AGGCCCGGGAACGTATTCAC
* be: Baz cifti.
BULGULAR

Calismamizda, FOX diski (30 ug) ile taranan 1030 E.coli izolatinin 28 (%2.7)'inde ve
286 Klebsiella spp.’nin 8 (%2.8)'inde olmak lzere toplam 36 (%2.7) izolatta FOX diren-
ci saptanmistir. FOX direncli izolatlardan %77 (28/36)'sinin E.coli, %23 (8/36)'Gnun
K.pneumoniae oldugu izlenmistir. FOX direncli izolatlarin 21 (%58)'i SHT, 18 (%50)’i
ACDT ve 7 (%19)'si BAIT poxzitiftir.

Multipleks PCR ile 1030 E.coli izolatinin 10 (%1)’'unda pAmpC genleri saptanirken,
286 Klebsiella spp. susunun hicbirisinde gen varligi bulunmamis; tim izolatlar icin
pAmpC gen pozitifligi %0.8 olarak gozlenmistir. Calismaya dahil edilen FOX direncli
izolatlarin 10’unda (timu E.coli) (%27.7) CMY-2 tiri pAmpC tespit edilmistir. Yapilan
ilk testlerde CMY-2 bandi goriinen izolatlarda ayni zamanda, FOX geninin yaklasik bant
araligina denk gelen ilave bir bant gézlenmesine ragmen, tek basina FOX primeri, tek
basina CIT primeri ve FOX + CIT primeri eklenerek tekrarlanan PCR reaksiyonlarinda bu
banda rastlanmamustir. Bu durumda ilk reaksiyonlarda gézlenen FOX ile uyumlu bantla-
rin 6zgil olmayan bantlar oldugu distnilmustir (Sekil 2 ve 3).

Gen varlig saptanan izolatlarin tiimii (%100) SHT ve ACDT, yarisi (%50) ise BAIT
pozitif olarak bulunmustur. Gen varligi saptanmayan izolatlarin %42'sinde (E.coli izo-
latlarinin %44°0, Klebsiella spp. izolatlarinin %38’i) SHT; %30’unda (E.coli izolatlarinin
%33'li, K.pneumoniae izolatlarinin %25'i)) ACDT; %3.8'inde ise BAIT yanlis pozitif
sonug vermistir. FOX duyarli, S3R olan 165 izolatin (%88'i E.coli, %12'si K.pneumoniae)
16 (%9.7)'s1 fenotipik olarak ACC stpheli olarak degerlendirilmistir. Bunlarin 1‘inde
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Sekil 2. pAmpC geni pozitif hastalar ve kontroller [M: DNA belirteci; Hat 1-10: CMY-2 pozitif klinik izolatlar;
KT1: CMY-2 pozitif kontrol (E.coli); K2: ACT-1 pozitif kontrol (K.pneumoniae); K3: ACT-1 pozitif kontrol (E.coli);
K4: Negatif kontrol].

""'-&——.‘-

1. GRUP 2. GRUP 3.GRUP

Sekil 3. pAmpC geni pozitif hastalar ve kontroller [1.GRUP: Sadece CIT primeri iceren amplikonlar; 2.GRUP:
Sadece FOX primeri iceren amplikonlar; 3.GRUP: CIT ve FOX primerlerini iceren amplikonlar; M: DNA belirteci;
Hat 1 ve 2: Pozitif klinik izolatlar; K1: CMY-2 pozitif kontrol; K2: CMY-2 pozitif kontrol; K4: Negatif kontrol].

FOX-CTX; 5'inde CTX-AMC + AFB; 5’inde CPD-AMC + AFB sinerjisi; 5'inde ise son iki
kombinasyon sinerjisi birlikte saptanmistir. Ancak hicbirinde genotipik olarak pAmpC
varligi gésterilememistir. Ote yandan pozitif kontrol olarak kullanilan ACC suslarinda da
amplifikasyon gerceklesmemistir.

Sefoksitine duyarli olan ACC tiirli enzim saptayabilme ihtimalini g6z 6niinde bulun-
durarak, calismamiza ekledigimiz FOX duyarli, S3R izolatlarla yapilan testlerde kullanilan
pozitif kontrollerde, literatiirde belirtilen FOX zon capinin CTT zon ¢apindan daha genis
olmasi ve FOX ile aztreonam arasindaki sinerji varligi gézlenememistir. Caligilan FOX
duyarli S3R izolatlarin 16 (%9.7)'sinda farkl sinerji profilleri belirlenmistir. Bir izolatta
FOX-CTX sinerijisi; 5 izolatta BA ile CPD-AMC sinerjisinde artis; 5 izolatta BA ile CTX-AMC
sinerjisinde artis; 5 izolatta da BA ile hem CPD-AMC, hem de CTX-AMC sinerjisinde artig
izlenmistir. Fenotipik olarak BA ile bariz sinerji artisi g6zlenen ve multipleks PCR’ye tabi
tutulan izolatlarin hicbirinde pAmpC geni varligr gosterilememistir.
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FOX direncli E.coli ve Klebsiella spp. suslarinin yillara gore dagilimi incelendiginde;
pAmpC geni saptanan 10 izolattan 8 (%80)’inin 2010 yilinda izole edildigi, 2011 yilina
ait ise sadece iki izolatin oldugu gozlenmistir.

TARTISMA

Gunumiizde pAmpC beta-laktamaz tespiti icin kullanilabilecek fenotipik tarama test-
lerinden uygulanabilirlik ve ulasilabilirlik bakimindan en basiti sefoksitin (FOX) direnci-
dir. Ancak tek basina FOX direnci; porin kaybi veya kAmpC enziminin agsirn Uretimi gibi
mekanizmalari ayirt etmeye yeterli degildir'®'#16, Nitekim calismamizda FOX direncli
bulunan 36 izolattan ancak 10’'unda pAmpC geni saptanmistir. Gen varligi saptanmayan
izolatlarin hepsinin E.coli olmasi, mevcut FOX direncinin kAmpC asiri lretimine bagl
olabilecegini de diisiindiirmektedir. Ote yandan; ACC gibi, FOX’a duyarlilik gésteren
enzimler s6z konusu oldugunda pAmpC varligi gézden kacabilir.

Tarama amaciyla kullanilabilecek diger bir pAmpC testi de sefoksitin Hodge testi
(SHT)'dir. Lee ve arkadaslarinin’ SHT'yi dizi analiziyle karsilastirdiklar calismada, bu
testin, CMY-10 tipi pAmpC Ureten izolatlarin tamamini, ancak, 6rnedin DHA-1 tipi
enzimlerin sadece %57.3'inii saptayabildigi bildirilmistir. Ulusan ve arkadaslarinin'”
calismasinda, K.pneumoniae izolatlarindan 10’u SHT ile pozitif bulunmus, pozitif sus-
lardan hicbirinde molekiler yontemlerle pAmpC beta-laktamaz saptanmamistir. Bizim
cahismamizda FOX direncli 36 izolata SHT uygulanmis; pAmpC geni pozitif izolatlarin
tamaminda SHT porzitif; negatif 26 izolatin 11 (%30.5)’inde ise yanlig pozitif sonug alin-
mistir. Bizim izolatlarimizda CMY-2 digindaki enzim tipleri bulunmadigi icin SHT'nin bu
enzimlere iliskin etkinligine dair bir yorum yapilamamistir. Bizim sonuclarimiz SHT nin
duyarli, ancak 6zgulligl sinirl bir test olduguna isaret etmektedir.

AmpC disk testi (ACDT), ilk kez Black ve arkadaslari'? tarafindan gelistirilmis ve calisi-
lan izolatlarda pAmpC varligini yiiksek oranda (42/44) saptayabilen bu yontemin basit
ve kullanisli bir fenotipik test oldugu ifade edilmistir. Yapilan calismalarda, ACDT'nin rutin
cahsmalarda kullanilabilecek pratik bir yontem oldugu ve duyarlilik ve 6zgilliginin
yiiksek oldugu (> %90) vurgulanmaktadir'®'?. Bizim calismamizda ACDT, PCR ile CMY-2
pozitif oldugunu gosterdigimiz 10 izolatin tamaminda pozitif bulunmus; ancak direng
geni negatif izolatlarda %22.2 gibi ylksek bir oranda yanls pozitif sonu¢ vermistir.

ACDT'nin gelistirilmesinden sonra, pAmpC tespiti icin inhibitor bazli testler tanimlamis
ve bu testlerde beta-laktam yapisindaki cesitli inhibitor maddelerin denenmesine karsin,
en iyi sonuca %100 6zglillik ve %91 duyarlilik ile sefotetan-Syn190 kombinasyonu ile
varilmistir’. pAmpC inhibitérii olarak arastinlan diger maddeler ise boronik asit (BA)
bilesikleri olup, bunlar icinde de en fazla kabul géreni, 300 ug dozunda antibakteriyel
etkisinin olmamasindan dolayi aminofenil-BA (APB)'dir?®. FOX direngli izolatlarla yapilan
BA inhibisyon testinde, substrat olarak sefotaksim, seftazidim, sefotetan, sefoksitin ya
da sefpodoksim kullanilmakta ve sefalosporin diren¢c zonunda 5 mm’den fazla zon capi
artigl pozitif sonug olarak kabul edilmektedir. Bizim calismamizda uygulanan BA inhibis-
yon testi (BAIT)'nde de, BA bilesigi olarak APB, sefalosporin olarak da FOX kullaniimis ve
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olusan zon capi artisinin gdzlemlenmesi hedeflenmistir. Ancak, pAmpC geni saptanabilen
10 izolatin sadece yarisinda BA ile zon geniglemesi belirlenmis ve sonuglarin %50 yanhs
negatiflik yoniinde oldugu izlenmistir. Ayrica, PCR ile pAmpC tasimadigi saptanan 26
izolata yapilan BAIT sonuglarina gére de, bir Klebsiella spp. izolatinda (%3.8) yanlis pozi-
tiflik saptanmustir. Bu sonuglar BAIT’nin duyarliiginin diger fenotipik testlere gére zayif;
ancak 6zgilliginin bir hayli yiiksek oldugunu diisindiirmektedir. Bu bulgu, BAIT'yi
yiiksek duyarli olarak bildiren calismalarin'®?' sonuclariyla uyumlu degildir. Coskun ve
Altanlar'in?? calismasinda ise, sefoksitine direncli 50 E.coli ve K.pneumoniae izolatinda
pAmpC varhgmnin arastirlmasinda boronik asit-klavulanik asit ile inhibisyon testi kulla-
nilmis; 25 izolatta inhibisyon testi ile AmpC pozitifligi saptanmis, bunlarin da 22’sinde
multipleks PCR ile pozitif sonu¢ alinmugtir. Bu arastiricilar, inhibisyon testinde benzenbo-
ronik asit kullanimi ile daha fazla pozitif sonug aldiklarini ve ayrica testin uygulamasinda,
GSBL'lerin AmpC beta-laktamazlari maskeleyerek yanlis sonu¢ vermesini énlemek icin,
klavulanik asit eklenmesi gerektigini ifade etmislerdir?2.

Brenwald ve arkadaslari'®, FOX duyarli, S3R olan GSBL pozitif izolatlarda ACC tiirii
pAmpC saptanmasinda FOX, CPD, CPD + AMC disklerini tek baslarina ve BA ile birlikte
kullanmislar ve pAmpC saptanmasinda en iyi sonucu CPD + AMC + BA ile almiglardir.
Bizim calismamizda da, bu calismanin sonuclari esas alinarak, elimizdeki izolatlarla
Sekil 1’de gosterilen test diizenegi hazirlanmigtir. Fenotipik olarak BA ile belirgin siner;ji
artigi gozlenen izolatlar; ACC tipinde pAmpC varligi acisindan stipheli kabul edilerek
multipleks PCR’ye tabi tutulmustur. Ancak bu izolatlarin hi¢cbirinde pAmpC geni varhg
gosterilememistir. Diger taraftan, Miro’dan?? edindigimiz ve ACC pozitif oldugunu kabul
ettigimiz susta da PCR sonucu negatif bulunmustur. Celisik gibi goriinen bu sonuclar
icin olasi aciklamalar su sekilde siralanabilir: (1) Fenotipik test sonuglari dogrudur; ACC
primerleri calismamistir. (2) Bizim calismamizda kullandi§imiz primer cifti; pozitif kontrol
olarak kullandigimiz sustaki ACC-1‘in amplifikasyonunda kullanilan primer ciftinden fark-
I bir diziye sahiptir. Dolayisiyla primerler ¢alismis; ancak kontrol susundaki geni amplifiye
edememistir. (3) Pozitif fenotipik test sonuclarina yol acan elimizdeki primerlerle amplifi-
ye olmayan farkli bir pAmpC geni vardir. (4) Fenotipte gozlenen BA ile sinerji artislarinin
kaynagi pAmpC disinda bir mekanizmadir. Burada BA'nin dogrudan antibakteriyel etkisi
olabilecegi akla gelebilir. Ancak sinerji testinde kullanilanla ayni miktarda saf BA iceren
diskler, kayda deger bir inhibisyon zonu agmamistir. Zaten AFB, 300 pg/ml dozunda
antibakteriyel etkisi bulunmadigi icin tercih edilen bir AmpC inhibitorudiir.

pAmpC varligi tlkeler arasinda degisen oldukca farkh oranlarda kargimiza ¢cikmaktadir.
ABD’de yapilan bir calismada, 1995-1997 yillan arasinda toplanan E.coli, K.pneumoniae
ve P.mirabilis izolatlarinda sirasiyla %1.9, %7.6 ve %1.6 oraninda pAmpC varligi sap-
tanmistir?®. Alvarez ve arkadaslan?® ise yine ABD’de, oksiminosefalosporinlere direncli
E.coli, K.pneumoniae ve K.oxytoca izolatlarinin sirasiyla %4, %8.5 ve %6.9'unda pAmpC
tespit etmislerdir. pAmpC enzim Uretimi bazi Ulkelerde giderek artan oranlarda gorl-
mekle birlikte, 6rnegin Hindistan’da farkli donemlerde yapilmis calismalarda yillar icinde
artmasi beklenen pAmpC oranlarinda boyle bir artig goriilmedigi, hatta azalma oldugu
rapor edilmistir®1826,
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Bizim calismamizda FOX direncli 28 E.coli ve sekiz K.pneumoniae izolatinin 10’unda
pAmpC varligi tespit edilmistir. FOX direncli tim izolatlar arasinda %27.7, calismaya
dahil edilen tiim izolatlar arasinda ise %0.8'lik bir prevalans s6z konusudur. pAmpC
varligi tespit edilen tiim izolatlarin E.coli oldugu dikkati cekmistir. Gerek diinya, gerek-
se Turkiye'den bildirilen oranlarla karsilastinldiginda bu oran bir hayli distk gorin-
mektedir. Bizim calismamizda taranan izolatlar 2008-2011 doénemini kapsamaktadir.
Sonuclarimiza gore; hastanemizde 2008-2009 doéneminde E.coli ve Klebsiella tiirlerinde
FOX direncli izolat yoktur. FOX direnci, 2010 yilinda gorilmeye baslamis, 2011 yilinda
azalma gozlenmistir. Calismaya dahil edilen 36 FOX direncli izolattan 26’s1 2010 yilinda,
10'u 2011 yilinda izole edilirken; PCR ile pAmpC pozitif bulunan 10 izolatin sekizi 2010,
ikisi 2011 yilina ait izolatlardir. Direncli izolatlarin 2010 yilinda goriilmeye baslamasi bir
“milat” sayilabilirse de; sayilar cok dusiik oldugu icin 2010 yilindan 2011 yihna dogru
gorulen azalmanin, genel bir egilimi ifade edip etmedigi konusunda yorum yapmak
oldukca zordur.

Literatur verilerine gore, tim diinyada pAmpC iceren izolatlarda en fazla karsilasi-
lan beta-laktamaz tiiri CMY-2 olup, bunu DHA-1 izlemektedir®'>2”. Tiirkiye verilerine
bakildiginda, pAmpC ile ilgili yapilan calismalar oldukga az sayidadir. Bal ve arkadaslari?®
1995 yilinda yayinlanan calismalarinda, 13 K.pneumoniae izolatinda CMY-2 enzim varli-
gini bildirmislerdir. Demirbakan ve arkadaslan?®, FOX orta duyarli veya direncli bulunan
27 E.coliizolatinin 2 (%7.4)'sinde CMY-2 benzeri enzim saptarken, Klebsiella izolatlarinda
pAmMpC beta-laktamaz lretimine rastlamamislar; pAmpC beta-laktamaz enzim sikligi-
ni tim izolatlar arasinda %0.1; E.coli izolatlarinda ise %0.14 olarak rapor etmislerdir.
Coskun ve Altanlar?? ise, 20 E.coli ve iki K.pneumoniae olmak iizere, PCR ile pAmpC pozi-
tif bulunan 22 izolatin hepsinin, CIT ailesine ait AmpC beta-laktamaz icerdigini rapor
etmislerdir. Bizim ¢calismamizda pAmpC saptanan 10 izolatta CMY-2 geninin bulunmasi
diinya ve Turkiye verileri ile uyumludur.

Calismamizda FOX direncli 36 izolata uygulanan (g fenotipik testin dogruluk istatis-
tikleri karsilastinldiginda; BAIT’nin 6zgiilliik ve pozitif prediktif degerinin (PPD) diger iki
testten yuksek oldugu; diger testlerin (ACDT ve SHT) ise %100 gibi ¢cok yiiksek duyarhhk
ve negatif prediktif degerlerine (NPD) ragmen 6zgulltklerinin bir hayli dusik oldugu
goOzlenmistir. ACDT, 6zgiillik ve PPD acisindan SHT’ye gore daha yuksek oranlara sahip-
tir. Ancak bu gecerlilik oranlarin sadece FOX direncli izolatlarla sinirli olmasi ve calisilan
sug sayisinin da az (n= 36) olmasi, bu verilerin temsil gliciin kisitlamaktadir. FOX direnc-
li, gen negatif 26 izolat icinde; en az bir fenotipik testle pozitif izolat sayisi 11, en az iki
testle pozitif izolat sayisi dokuz (8 izolat ACDT ve SHT ile, 1 izolat BAIT ve SHT ile) iken,
sadece bir testle (ACDT) pozitif izolat sayisi ikidir. PCR negatif olmasina ragmen en az bir
fenotipik testle pozitif bulunan 11 izolati da -saptanamayan enzim varsayimi ile- toplam
rakama dahil etsek bile (10 + 11= 21 izolat) pAmpC prevalansi %1.6'da kalmaktadir.

Sonug olarak; diinyanin cesitli bolgelerinde giderek 6nem kazanan pAmpC kaynakli
beta-laktam direncinin, llkemizde de henliz disiik oranlarda olmakla birlikte ortaya
ciktigi anlasiimaktadir. Gecen zaman icinde belirgin bir artis egilimi bulunmasa da, bu
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direnc paterninin dikkatle izlenmesi, direncli izolatlarin tespit edilmesi, olasi salginlarin
onlenmesi ve kontrolu acisindan epidemiyolojik analizlerinin yapilmasi gerektigi soyle-
nebilir. CMY-2 tipi enzimlerin bircok llkede oldugu gibi tlkemizde de baslica pAmpC
tipini olusturdugu gorilmustir. pAmpC'nin fenotipik olarak taranmasi ve dogrulanmasi
amaciyla heniiz standardize edilmis bir yontem bulunmamakla birlikte; FOX direncinin
bir tarama testi olarak degerini korudugu diisiiniilmektedir. SHT, ACDT ve BAIT yéntem-
lerinin tek baslarina yeterli 6zgiilliik ve duyarliliktan yoksun oldugu; BAIT’nin ézgiilliik ve
PPD, diger testlerin ise duyarliik ve NPD acisindan Ustiin ozellikler tasidigi; dolayisiyla
BAIT'nin SHT veya ACDT testlerinden biri ile kombine edilmesi ile daha dogru sonuglar
elde edilebilecegi 6ngorilebilir.
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