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OZET

Amag¢: Bu ¢alismada, klinik oOrneklerden izole edilen
Enterobacteriaceae suslarinda multipleks polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR) yontemiyle ampC genlerinin tespit edilmesi ve 3-ami-
nofenilboronik asit bazl disk difiizyon testleriyle AmpC tipi beta-
laktamaz varligimin fenotipik olarak arastirimast amaglannugtir.

Gereg ve Yontem: Klinik drneklerden izole edilen 553 Enterobac-
teriaceae susu ¢alismaya alinnugtir. Disk difiizyon testinde sefoksi-
tin zon ¢apt 18 mm’den az olan suslara ampC geni varliginin
aragtirtlmast amact ile MOX, CIT, DHA, ACC, EBC, FOX primer-
leri kullamilarak multipleks PZR uygulanmistir. AmpC geni tespit
edilen suslar ¢ift disk sinerji testi (CDST), inhibitor-potansi-
yalizasyon disk difiizyon (IPDD) ve Coudron’un disk potansiyali-
zasyon testi ile fenotipik olarak incelenmisdir.

Bulgular: Sefoksitin inhibisyon zon capt <18 mm olarak saptanan
46 susun 16’sinda multipleks PZR ile ampC geninin varligt goste-
rilmigtir. On susun (iki Klebsiella pneumoniae, sekiz Escherichiae
coli) EBC geni tasidigt belirlenirken dort E. coli sugsunun CIT, bir
E. coli susunun MOX, bir E. coli susunun da FOX geni tasidig
tespit edilmistir. Coudron’un disk potansiyalizasyon testi ile gen
pozitif 16 susun tamamu pozitif olarak belirlenirken, IPDD ile 15
sus ve CDST ile 13 sus pozitif bulunmustur.

Sonug: Plazmid kokenli AmpC tipi beta-laktamazlar hizlt yayildik-
lart, rutin duyarlilik testlerinde tanimlanamadiklar: ve tedavide
basarisizliga yol actiklart icin surveyanslarimin yapilmast gerekli-
dir. Bu genlerin tespitinde en giivenilir yontem PZR analizi olmak-
la birlikte rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek fenotipik tarama
testlerine ihtiya¢ duyulmaktadr. Calismamizda fenotipik ii¢ test
kargilastirimis ve PZR ile en uyumlu sonuglari veren Coudron’un
disk potansiyalizasyon testinin AmpC beta-laktamaz taramalarin-
da rutin laboratuvarlarda uygulanabilecek kolay, ekonomik ve
giivenilir bir yontem oldugu diigiiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: AmpC beta laktamaz, fenotipik tarama testi,
multipleks PZR

SUMMARY

Investigation of Plasmid Mediated AmpC Beta-Lactamases in
Enterobacteriaceae Strains by Multiplex PCR and Phenotypic
Methods

Objective: This study was aimed to determine the presence of plasmid
mediated AmpC type beta-lactamases in clinical isolates of
Enterobacteriaceae by phenotypic and genotypic methods.

Materials and Methods: Five hundred and fifty three Enterobacteria-
cea strains isolated from clinical specimens were included in the
study. Strains which had a zone diameter less than 18mm in cefoxitin
disc diffusion test were investigated for the presence of AmpC genes
by multiplex PCR using MOX, CIT, DHA, ACC, EBC, FOX primers.
The isolates were also tested phenotypically for the presence of AmpC
beta-lactamases by using 3-aminophenylboronic acid based disc dif-
fusion methods. Strains which were positive for AmpC gene were
investigated by double disc synergy test (DDST), inhibitor potentiati-
on disc diffusion (IPDD) and Coudron’s disc potentiation test.

Results: In 16 of 46 strains which had cefoxitin inhibition diameter
smaller than 18 mm ampC gene was determined by multiplex PCR.
EBC type AmpC beta-lactamases were detected in 10 strains (two
Klebsiella pneumoniae, eight Escherichiae coli), CIT type in four
E coli strains, MOX type in one E.coli strain and FOX type in other
one E.coli strain. While all of the 16 gene positive strains were
determined by Coudron’s disc potentiation test method, 15 strains
were found by IPDD and 13 strains were detected by DDST.

Conclusion: Plasmid mediated AmpC beta-lactamases which
spread rapidly, are usually not detected by routine susceptibility
tests which might lead to treatment failure. Thus surveillance of
these enzymes are of concern especially in the nosocomial setting.
PCR based detection tests are the most reliable methods for the
determination of these genes, however, phenotypical screening and
confirmation tests suitable for use in the routine laboratory are
needed. In this study we examined three phenotypic test methods
for the determination of plasmid mediated AmpC beta-lactamases
and Coudron’s disc potentiation test was found to exhibit highest
correlation with PCR. Thus Coudron’s disc potentiation test may
be used as the most suitable, easy, economical and reliable method
for the determination of plasmid mediated AmpC beta-lactamases
in routine laboratory.

Key words: AmpC beta lactamase, phenotypic test, multiplex
PCR
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GIRIS

Gram negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere
dirence yol acan en 6nemli mekanizma beta-laktamaz
enzimleridir. Bircok beta-laktam antibiyotigin
1980’lerden itibaren kullanima girmesi ile eszamanl
olarak beta-laktamazlarin say1 ve g¢esidinde ani bir
artis gozlenmisgtir .

AmpC tipi beta-laktamazlar; Ambler siniflandirma-
sinda C grubunda, Bush-Jacoby-Mederios siniflan-

dirmasinda da grup I’de yer alan beta-laktamazlardir
[©)

Plazmid kokenli AmpC tipi enzimler ilk olarak
1989°da tanimlanmustir *¥. Kromozomal kokenli
enzimler indiiklenebilir 6zellige sahipken, plazmid
kokenli AmpC tipi enzimler indiiklenebilir degildir-
ler (DHA-1, DHA-2, ACT-1 ve CMY-13 genleri
indiiklenebilir) ve siirekli yliksek diizeyde enzim
yapimi sz konusudur ©®. Direngli suglarda, ayni
plazmid iizerinde ampC genine ek olarak siklikla,
diger genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) genle-
ri de bulunur ve bu suglar bircok antibiyotik tiiriine
direng gosterirler 9.

Plazmid kokenli AmpC tipi beta-laktamazlar aktari-
labilir olma 6zelligine sahip olduklarindan kolayca
yayilabilmekte ve 6zellikle yogun bakim iinitelerinde
salginlara yol acabilmektedirler ©.

Bu tiir enzimler en sik Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Salmonella tiirleri, Klebsiella oxy-
toca, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes ve
Citrobacter freundii gibi tiirlerde saptanmistir.
Enzimlerin 7-180 kb’lik plazmidlerce tagindiklari ve
izoelektrik noktalarinin 6.4-9.4 arasinda degistigi
belirlenmistir ©.

Gelistirilmis multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) teknigi plazmid ya da kromozomal kokenli sug
ayriminda ve plazmid kokenlileri ailelerine gore
gruplandirmada yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliige
sahiptir . Plazmid kokenli AmpC tipi beta-
laktamazlar, kodlayan genlere gore bes aile olarak
tanimlanmigtir (.

AmpC beta-laktamaz {ireten suglar, GSBL iireten
suslara kargst genellikle stabil kalan beta-laktam/beta-
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laktamaz kombinasyonlarina ve sefamisinleri de ice-
ren ¢ogu beta-laktam antibiyotige direnglidir.
Geleneksel antibiyotik duyarlilik testlerinde, sinif C
beta-laktamaz iireten cofu organizma genis spekt-
rumlu sefalosporinlere duyarli gibi goriiniir ve bu
durumda plazmid aracili AmpC tipi beta-laktamaz
tireten organizmalarla enfekte bir hasta sefalosporin-
lerle tedavi edildiginde basarisiz klinik sonuclar ali-
nir. Gram negatif bakterilerde plazmid aracili sinif C
beta-laktamaz Uretimini tespit etmek dogru klinik
uygulamalar i¢in gereklidir. Plazmid aracili simf C
beta-laktamaz lireten suslara geleneksel Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) kurallar1 ile
GSBL taramasi yapildiginda; GSBL fenotipik dogru-
lama testi negatif ¢ikacaktir bunun sonucunda genis
spektrumlu sefalosporinlere yanliglikla duyarli rapor
edilecektir.

AmpC tipi beta-laktamaz varligint degerlendirmede
hentiz CLSI’1n 6nerdigi bir metot bulunmamaktadir.
Klinik laboratuvarlarda kullanilabilecek basit ve
giivenilir tanimlama metotlarinin eksikliginden dola-
y1 bu enzimlerin gercek prevalansi bilinmemektedir.
Yapilan caligmalarda boronik asit komponentleri
Enterobacteriaceae’de bulunan plazmid kokenli
AmpC enzimlerinin tespitinde kullanilmaktadir &,
Boronik asitten ayn1 zamanda karbapenemaz lireten
Enterobacteriaece susglarinin fenotipik degerlendir-
mesinde ve AmpC asir1 iiretiminden kaynaklanan
direncin karbapenemaz kaynakli direncgten ayirt edil-
mesinde de yararlanilmaktadir 19,

Bu calismada, laboratuvarimizda cesitli klinik 6rnek-
lerden izole edilen Enterobacteriaceae suglarinda
multipleks PZR yontemiyle ampC genlerinin ve
3-aminofenilboronik asit (AFB) bazli disk testleriyle
AmpC tipi beta-laktamaz varliginin aragtirilmasi ve
gosterilmesi amaglanmusgtir.

GEREC VE YONTEM

Suslar: Hastanemiz tibbi mikrobiyoloji laboratuva-
rinda ¢esitli klinik orneklerden izole edilen 553
Enterobacteriaceae susu calismaya alinmugtir.
Suglarin tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler
ve VITEK 2 GN kartlar1 (bioMerieux-France) kulla-
nilmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri, CLSI 6neri-
lerine uygun olarak Kirby-Bauer disk difiizyon yon-
temi ile yapilmigtir 1. Tiim suslara GSBL varliginin
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aragtirtlmasi amaci ile CLSI 6nerilerine gore fenoti-
pik dogrulanma testi uygulanmuistir.

Disk difiizyon testinde sefoksitin (30 pg) zon ¢ap1
<18 mm olan suglar, AmpC tipi beta-laktamaz varh-
ginin aragtiritlmasi amaci ile ileri ¢aligmalara alinmig-
tir . Bu amagla ¢alismaya dahil edilen suslara 6nce-
likle multipleks PZR uygulanip ampC geni tasiyan
suslar belirlenmis ve ampC geni tespit edilen suglara
boronik asit ile ¢ift disk sinerji testi (CDST), inhibitor-
potansiyalizasyon disk difiizyon (IPDD) ve Coud-
ron’un gelistirdigi disk potansiyelizasyon testi yon-
temleri uygulanmugtir &1,

PZR icin DNA ekstraksiyonu: Kanli agar iizerinde
iiretilen suglardan tek koloni alinarak 500u1 buyyon
icinde siispanse edilmis ve bir gece 37°C’da bekletil-
migtir. Daha sonra siispansiyon 17.310 g’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve iistteki stipernatant dokiilerek
kalan ¢okelti tizerine 250 1 steril distile su eklenmis-
tir. Santrifiij islemi 17.310 g’de 5 dakika daha tekrar-
lanmusg, siipernatant dokiilerek kalan ¢okelti iizerine
tekrar 250 ul steril distile su eklenmistir. Kuru 1sida
95°C’da 10 dakika tutularak hiicreler patlatilmigtir.
Son olarak 17.310 g’de 5 dakika santrifiij uygulana-
rak siipernatant kalip DNA olarak kullanilmigtir ®.

Direnc¢ genlerinin belirlenmesi: ACC MF, ACC
MR, FOX MF, FOX MR, MOX MF, MOX MR,
DHA MF, DHA MR, CIT MF, CIT MR, EBC MF,
EBC MR primerleri kullanilarak literatiirde tarif edil-
digi sekilde multipleks PZR uygulanmistir @. Bu
primerlerle hedeflenen gen bolgeleri; ACC (ACC1,
ACC2), FOX (FOX1, FOX2, FOX3, FOX4, FOXS,
FOX-5b), MOX (MOX1, MOX2, CMY1, CMY8,
CMY9, CMY10, CMY11), DHA (DHA1-DHA2),
CIT (LAT1, LAT2, LAT3, LAT4, CMY2, CMY3,
CMY4,CMY5,CMY6,CMY7,BIL1), EBC (ACT1,
MIR1) seklindedir. Elde edilen PZR o6rneklerine
0.5XTBE tamponu i¢inde etidyum bromid eklenmis,
% 2’lik (wt/vol) agaroz jele yiiklenip, 100 voltta bir
saat yiiriitlilmiistiir. Sonra UV transilluminator (TFX
20M, Vilber Lourmat, Fransa) altinda goriintiilenmis-
tir. Elde edilen bant paternleri, molekiiler biiyiikliik
belirteci (50 bg-1000 bg Bio Basic, Kanada) standart
alinarak degerlendirilmistir . Elde edilen PZR {iriin-
lerinin dogru gen bolgelerine karsilik gelip gelmedigi
incelenmigtir. Bu amagla, her bir gen icin pozitif
bulunan birer susa ait PZR iiriinii; PZR amplifikasyo-

nunda kullanilan ayni primerler ile iki yonlii sekans
analizine tabi tutulmusg ve elde edilen diziler, internet
tizerinden BLAST programi (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/) kullanilarak GenBank {izerinde kayith diziler-
le karsilagtirilmigtir. Negatif kontrol olarak K. pneu-
moniae ATCC 700603 susu (GSBL pozitif, AmpC
negatif) kullanilmisgtir.

Fenotipik tarama testleri: ampC geni pozitif olarak
belirlenen suslari, boronik asit ile fenotipik olarak
degerlendirebilmek i¢in AFB (Fluka,China) kullani-
larak uygulanan CDST, IPDD ve Coudron’un gelis-
tirdigi disk potansiyelizasyon testi yontemleri karsi-
lagtirilmigtir. Yagi ve ark.’nin @ gelistirdigi CDST
i¢in 1 ml dimethyl sulfoxide (DMSO,) igerisinde 50
mg AFB olacak sekilde ¢ozelti hazirlanmistir. Kirby-
Bauer diskleriyle aynmi boyutlarda olan antibiyotik
emdirilmemis bog disklerin her birine hazirlanan
cozeltiden 300 pg emdirilmis ve diskler 60 dakika
kurumaya birakildiktan sonra hemen kullanilmisgtir.
Kanli agarda, nemli ortamda 37°C’da 18-24 saat
inkiibasyon sonrasinda ilireyen mikroorganizma kolo-
nilerinden, Mueller-Hinton broth’ta 0.5 McFarland
yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanmig ve
bu siispansiyon Mueller-Hinton agara yayilmistir.
Bakteri siispansiyonu yayilmig Mueller-Hinton agar
plaginin ortasina AFB emdirilmis disk yerlestirilmis
ve bu diskin her iki yanina merkezden merkeze uzak-
Iiklart 18 mm olacak sekilde 30 ug seftazidim
(CAZ) ve 30 pg sefotaksim (CTX) diskleri konul-
mugtur. Plaklar bir gece boyunca 37°C’da inkiibe
edildikten sonra CAZ ve CTX etrafindaki inhibisyon
zonunun AFB diskine dogru genislemesi AmpC tipi
beta-laktamaz varligi yoniinde yorumlanmigtir @9,
Yine Yagi ve ark.’nin @ 6nerdigi IPDD i¢in Mueller-
Hinton broth’ta 0.5 McFarland yogunlugunda hazirla-
nan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton agara
yayumigtir. CAZ (30 pug) diskine, hazirlanan
AFB+DMSO, c¢ozeltisinden 300 pg emdirilmistir.
AFB emdirilmis bu disk ile yalnizca 30 ug CAZ ice-
ren disk merkezden merkeze uzakliklar1 30 mm ola-
cak sekilde bakteri siispansiyonu yayilan Mueller-
Hinton agar iizerine yerlestirilmistir. Plaklar 37°C’da
bir gece inkiibe edilmistir. Zon caplari karsilagtirildi-
ginda aralarindaki fark =5 mm AFB emdirilmis disk
lehine ise AmpC tipi beta-laktamaz varlif1 olarak
yorumlanmustir 19, Coud-ron’un disk potansiyalizas-
yon testi yontemine gore 120 mg AFB (Fluka,
China), 3 ml DMSO, i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve bu
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cozeltiye 3 ml steril distile su eklenmistir. Bu ¢ozel-
tiden 30 pg sefotetan (CTT) disklerine 20 xI emdiril-
mis, diskler kurumasi i¢in 30 dakika beklendikten
sonra hemen kullanilmistir. CTT diskiyle, AFB ekle-
nen CTT diski merkezden merkeze uzakliklart 30
mm olacak sekilde, 0.5 McFarland yogunlugunda
bakteri siispansiyonu yayilan Mueller-Hinton agar
tizerine yerlestirilmigtir. Plaklar 35°C’da bir gece
inkiibe edilip, CTT diski ve AFB emdirilmis CTT
diski etrafindaki zon caplar1 karsilagtirilmistir. AFB
emdirilmis disk = 5 mm genis ise AmpC tipi beta-
laktamaz varhig1 yoniinde yorumlanmigtir ®. Negatif
kontrol olarak K. pneumoniae ATCC 700603 susu
(GSBL pozitif, AmpC negatif) kullaniimustir.

BULGULAR

Hastanemiz tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda Eyliil
2006-Subat 2008 tarihleri arasinda cesitli klinik
orneklerden (405 idrar, 95 yara, 21 apse, dokuz bal-
gam, yedi kan, alti katater, alti mayi, li¢ treakeal
aspirat, bir safra) izole edilen Enterobacteriaceae
ailesine ait toplam 553 sus ¢aligmaya dahil edildi.

Calismaya dahil edilen 553 sugun 46 (% 8.3)’sinda
sefoksitin inhibisyon zon ¢apr <18 mm saptanmustir.
Bu suglarin tamaminin seftazidime direncli, sefepime
ve imipeneme duyarli oldugu tespit edilmisgtir.
Sefoksitin zon ¢ap1 <18 mm olan 46 susun bakteri
tiirlerine gore dagilimi1 ve GSBL oranlar1 Tablo 1’de
goriilmektedir.

Kirby-Bauer disk difiizyon testinde sefoksitin zon

M EBC EBC EBC EBC EBC CIT

Resim 1. AmpC geni pozitif baz1 suslarin agaroz jel goriiniimleri.
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Tablo 1. Sefoksitin zon cap1 <18 mm tespit edilen 46 susun
tiirlere gore dagihm ve GSBL oranlari.

Tiir n (%)= GSBL + (%)
E. coli 38 (82.6) 28 (73.7)
K. pneumoniae 6 (13) 4 (66.7)
K. oxytoca 2(4.3) 1(50)
Toplam 46

caplt <18 mm saptanan suglar AmpC tipi beta-
laktamaz varlig1 yoniinden aragtirilmak tizere ileri
calismaya almmmistir. Bu suslarda oncelikle multip-
leks PZR yontemi ile ampC genleri arastirilmigtir.
ampC geni pozitif olarak belirlenen suglara boronik
asit ile CDST ve iki farkl1 yontemle disk potansiyeli-
zasyon testi uygulanmigtir 71,

Sefoksitin zon ¢ap1 <18 mm olan 46 susun, 16’sinin
(% 34.8) ampC geni tasidigr multipleks PZR ile gos-
terilmistir. Bu suglarin 14’iiniin E. coli ve ikisinin ise
K. pneumoniae oldugu saptanmistir. On susun EBC
geni tasidig1 belirlenmigtir. EBC geni tasiyan suglarin
ikisinin K. pneumoniae ve sekizinin E. coli susu
oldugu belirlenmistir. Bundan bagka dort E. coli
susunun CIT, bir E. coli susunun MOX, bir E. coli
susunun da FOX geni tasidig: tespit edilmigtir. Resim
1’de PZR ile gen tespit edilen bazi suglarin agaroz
jeldeki goriintimleri sunulmugtur.

PZR ile gen tasidig1 gosterilen 16 susun 13’1 her ii¢
fenotipik testle pozitiflik verirken, biri IPDD ve
Coudron’un disk potansiyelizasyon testi ile ikisi ise

CIT CIT MOX FOX M

— 500 b¢

— 200b¢
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Resim 2. EBC geni tasiyan E. coli susunun Coudron’un disk
potansiyelizasyon testi ile pozitifligi.

Tablo 2. Boronik asitle inhibisyon testleri, GSBL ve PZR sonuclari.

Resim 3. EBC geni tasiyan bir E. coli susunun CDST ve IPDD
testi ile pozitifligi.

Susno  Ornek Tiir CDST IPDD CDPT Gen GSBL FOX FEP CAZ
3-11 idrar E. coli + + + MOX + 16 S R
3-12 idrar E. coli + + + EBC + 16 S R
4-B4 idrar E. coli + + + FOX + 16 S R
5-D9 yara E. coli + + EBC + 0 S R
SE2 idrar E. coli + + + CIT + 14 S R
7-F8 idrar E. coli + + + EBC + 16 S R
B-9 kateter K pneumoniae + + + EBC + 13 S R
C-19 yara K pneumoniae + EBC + 0 S R
D-2 yara E. coli + + + EBC + 15 S R
D-22 idrar E. coli + + + EBC 9 S R
204 idrar E. coli + + + CiT 0 S R
21 idrar K pneumoniae + + + EBC 13 S R
15 yara E. coli + + + EBC 0 S R
7 Trakeal aspirat ~ E. coli + EBC + 13 S R
50 idrar E. coli + + + CIT + 0 S R
37 yara E. coli + + + CIT 17 S R

CDST: Cift disk sinerji testi, IPDD: Inhibitor-potansiyelizasyon disk difiizyon, CDPT: Coudron’un disk potansiyelizasyon testi, GSBL:
Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz, FOX: Sefoksitin, CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim

yalnizca Coudron’un disk potansiyelizasyon testi ile
pozitif sonuc vermigtir. Coudron’un disk potansiyeli-
zasyon testi ampC geni pozitif 16 susun tamamini
pozitif olarak belirlerken, IPDD ile EBC geni tagiyan
bir K. pneumoniae susu hari¢ 15 sus pozitif bulun-
mus, CDST testi ise EBC geni tasiyan iki E. coli ve
bir K. pneumoniae susu hari¢ 13 susta pozitif sonug
vermistir. Fenotipik test sonuclar1 arasinda istatistik-
sel olarak bir fark bulunmamis olmakla beraber,
Coudron’un disk potansiyelizasyon yontemi tiim sus-
lar1 pozitif olarak tespit edebilen tek yontem olmus-
tur. EBC geni tasiyan bir E. coli susunun Coudron’un
disk potansiyelizasyon testi ile pozitifligi Resim 2’de,
CDST ve IPDD yontemleri ile pozitifligi de Resim
3’te gosterilmistir.

ampC geni tasidig1 tespit edilen 16 susun 11’inin
(% 68.7) ayn1 zamanda GSBL de tasidigi tespit edil-
migtir. EBC pozitif 10 susun yedisi (bes E. coli, iki
K. pneumoniae), CIT pozitif dort susun {icii (ii¢ E. coli)
ve FOX pozitif bir susta (E. coli) GSBL de pozitif
bulunmustur.

ampC geni pozitif bulunan 16 susun tamaminin sef-
tazidime direncli, sefepim ve imipeneme duyarli
olduklari goriilmiistiir.

Tablo 2’de sefoksitin zon ¢ap1 <18 mm tespit edilen
16 sugsun GSBL sonuglari, fenotipik boronik asit test
sonuglart ve multipleks PZR gen sonuclart gosteril-
migtir.
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TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari etkenleri icerisinde Entero-
bacteriaceae ailesi en sik izole edilen mikroorganiz-
malardir. Gram negatif bakterilerin beta-laktam anti-
biyotiklere diren¢ gelistirmesinde en 6nemli meka-
nizma beta-laktamaz {iiretimidir. Tiim diinyada sik
rastlanan GSBL tipi beta-laktamazlarin yani sira
AmpC tipi beta-laktamaz bildirimi de gittikce art-
maktadir 1219,

Moland ve ark. ¥, 2000 yilinda 24 hastaneden topla-
diklar1 1123 K. pneumoniae izolati arasindan secilen
hem imipenem hem de sefoksitin direncli ya da orta
duyarli 408 izolatin, beta-laktamaz iirettigini tespit
etmis ve bunlarin % 12.5’inde plazmid kokenli
AmpC tipi enzim bulundugunu, bu tip enzimlerin
caligmaya katilan merkezlerin % 42’sinde gosterildi-
gini bildirmigstir. Buna benzer caligmalar artmakla
birlikte ampC aracili direng prevalansi diinya capinda
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bunun nedeni
AmpC tipi beta-laktamazi tanimlayacak pratik testle-
rin eksikligidir .

Perez-Perez ve Hanson  tarafindan gram negatif
bakterilerde transfer edilebilen AmpC tipi beta-
laktamaz genlerini tespiti kolaylastirmak i¢in tiim
genlerin temsil edildigi bir multipleks PZR yontemi
tanimlanmigtir. Calismamizda bu yontem uygulan-
mistir. Bu yontem plazmid kékenli ampC varligimi ve
enzimin hangi aileden oldugunu belirleyebilen hizli
ve hassas bir yontemdir.

Calismamizda sefoksitin zon c¢apt <18 mm olan 46
sus tespit edilmis bunlarin 16’sinin ampC geni tagidi-
&1 multipleks PZR yontemi ile gosterilmistir. Bu
suslarin ¢cogunlugunun EBC (ACT-1, MIR-1) geni
tasidigr ve ampC geni tespit edilemeyen 30 susta
sefoksitine kars1 meydana gelen direncin dis memb-
ran gecirgenliginin azalmasi ile iligkili olabilecegi
diistintilmiigtiir.

Calismamiza benzer olarak Coudron ve ark.’nm 49
189 K. pneumoniae kan izolat1 ile yaptiklari caligma-
da, Alvarez ve ark.’min ¥ ABD’de 2004’te 752
direncli ve plazmid kokenli ampC geni tasiyan izolat
ile yaptig1 calisgmada en sik ACT-1 ve FOX-5 belir-
lenmigtir.
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Ulkemizde Bal ve ark. 19, bobrek nakli yapilmis 14
hastada K. pneumoniae suslarinda plazmid kaynakli
CMY-2 enziminin varlig1 bildirilmistir. Istanbullu ve
ark.’nin " 2004 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada ise, C1
grubu (blaCMY, blaAmpC, blaLAT, blaBIL), C2
grubu (blaCMY-1, blaFOX, blaMOX), C3 grubu
(blaMIR, blaACT) gen bolgeleri PZR ile arastirilmig
ve 29 E. coli izolatindan iiciinde ve 71 K. pneumo-
niae izolatinin yedisinde pozitiflik belirlenmistir.

Calismamizda sefoksitin zon c¢apt <18 mm tespit
edilen 46 susun 33’iiniin (% 71.7) CLSI"1n 6nerdigi
fenotipik dogrulama testiyle GSBL {irettigi tespit
edilmistir. Alvarez ve ark.’nin ¥ yaptig1 calismada,
ttim AmpC tipi beta-laktamaz iceren suslarin %11’ inin
SHV ve TEM tipi GSBL igerdigi bildirilmistir.
Istanbullu ve ark. ? plazmid kokenli AmpC tipi
beta-laktamaz varlig1 saptanan ti¢ E. coli kokeninin
ikisinde, yedi K.pneumoniae kokeninin ise iigiinde
CDST ile GSBL varlig1 saptamustir.

Plazmid kontroliindeki AmpC beta-laktamazlar rutin
duyarlilik testlerinde yalanci duyarli sonuglara yol
acabilmekte ve aynt GSBL’lerde oldugu gibi klinikte
buna bagli tedavi basarisizliklarr bildirilmektedir.
GSBL tespiti i¢in CLSI’in 6nerdigi metotlar bulun-
masina ragmen, AmpC tipi beta-laktamazlar1 tespit
edebilmek i¢cin CLSI’in oOnerdigi laboratuvarlarda
kolayca uygulanabilecek basit ve giivenilir testler
bulunmamaktadir. AmpC tipi beta-laktamazlarin
diinya capinda artan prevelanslar: diisiiniildiigiinde
plazmid aracilt ¢oklu ila¢ direnci olusturmast ve
yayilmanin 6nlenmesi, enfeksiyonlarin kontrol altin-
da tutulmasi acisindan mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda uygulamasi kolay ve giivenilir testlere gereksi-
nim vardir . Bu nedenle bir¢ok aragtirmaci klinik
laboratuvarlarda uygulanabilecek ucuz, pratik ve
giivenilir testler gelistirmeye ¢alismaktadir.

Yagi ve ark. @ 2005 yilinda sinif C beta-laktamazlar
tespit etmek icin klinik mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda kolaylikla kullanilabilecek ii¢c yeni metot gelis-
tirdi. Bunlar; smif C beta-laktamaz spesifik inhibito-
rii boronik asit deriveleri kullanilarak uygulanan
CDST, IPDD ve mikrodiliisyon testleridir. Bu metot-
larla plazmid aracilt sinif C beta-laktamaz lireten
E. coli ve K. pneumoniae izolatlarini, diger siniflar-
dan beta-laktamazlar olan GSBL ve MBL iiretenler-
den kolaylikla ayirt edilebildigini agiklamiglardir. Bu
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metotlarin hedeflenen antimikrobiyal terapi ve daha
iyi enfeksiyon kontrolii icin gerekli olan bilgileri
saglayabildigi belirtilmistir ©10.

Calismamizda multipleks PZR ile ampC geni tespit
ettigimiz 16 sustan, IPDD testi ile EBC geni tastyan
bir K. pneumoniae susu hari¢ 15 sug pozitif bulun-
musg, CDST testi ile de EBC geni tasiyan iki E. coli
ve bir K. pneumoniae susu hari¢ 13 sus pozitif sonug
vermistir.

Coudron ®, sefotetan kullanarak yapilan boronik asit
temelli bir testin plazmidik AmpC tipi beta-laktamaz
tespitini kolaylastirdigini acikladi. Coudron ®; meto-
dunda plazmidik AmpC tipi beta-laktamaz ve
GSBL’yi ayn1 anda iireten suglar1 tespit edebildigini
aciklasa da her iki enzimin bir arada oldugu yalnizca
lic sus test edebilmigtir. Coudron caligmasina ®,
sefoksitin zon capt <18 mm olan izolatlar1 dahil
etmistir. Toplam 271 klinik izolattan 55’1 PZR ile
AmpC pozitif bulunmus ve bunlarin 54’ti boronik
asit disk testi ile tespit edilebilmistir. Bu sonuclara
gore bu test yalnizca bir P. mirabilis izolatin1 tespit
edememis ve bu hatanin Proteus’un yayilma hareke-
tine bagli olabilecegini belirtilmigtir ®.

Calismamizda multipleks PZR ile gen tasidigi belir-
lenen 16 susun tamaminda Coudron’un disk potansi-
yelizasyon testi ile pozitiflik tespit edilmigtir.
Uyguladigimiz diger fenotipik test sonuclari ile ara-
sinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamig
olmakla beraber P.E. Coudron’un gelistirdigi yontem
ampC geni tastyan tiim suglari tespit edebilmistir. Bu
sonuclarimiz, Coudron’un disk potansiyelizasyon
testi yonteminin, AmpC beta-laktamaz taramalarinda
oldukga giivenilir ve kolay uygulanabilecek bir yon-
tem oldugunu gostermektedir. Ayni ¢aligmada boro-
nik asit bazli testlerin plazmid veya kromozomal
kaynaklt AmpC enzimlerini ayirt edemedigi bildiril-
mektedir ®. Ancak, bizim g¢alismamizda fenotipik
olarak pozitif bulunan suslarin tamaminda PZR ile
plazmid kokenli AmpC varligi kanitlanmustir.

Coudron ve ark. ¥ sefoksitin duyarlilig1 azalmig 271
susun 55’inde ampC geni varhigin1 gostermigler ve
bunlarin 54°tinii (13 Klebsiella, 38 E. coli ve 3 P.
mirabilis) boronik asitli disk testiyle pozitif bulmus
ve bu testi tarama testi olarak onermiglerdir. Black ve
ark. ® ise boronik asit tarama testiyle pozitif bulunan

31 susun 18’inde ampC geni gostermis ve bunun
ampC gen ¢esitliligindeki artistan kaynaklanabilece-
gini bildirmislerdir.

Kan kiiltiirlerinde AmpC tipi beta-laktamaz iireten
K. pneumoniae ile enfekte hastalar arasinda yapilan
bir calismada ozellikle sefalosporin tedavisinden
sonra yiiksek oranda klinik basarisizlik bildirilmistir
9. Acikg¢a goriilmektedir ki AmpC tipi beta-laktamaz
iceren mikroorganizmalar1 tespit etmek klinikteki
tedavi basarisina 6nemli katkilar saglamaktadir %,

Bazi calismalarda AmpC beta-laktamaz enziminin
saptanmasinda inhibisyon temelli disk difiizyon ya
da mikrodiliisyon yontemlerinin non-spesifik olabile-
cegi bulunmusg ve yeni yontemlerin arastirtlmasi, var
olan testlerinse rutin laboratuvarlarda kullaniminin

kolay hale getirilmesinin uygun olacagi diisiintilmiis-
tiir 9-1020)

CLSI kilavuzlarinda AmpC tipi beta-laktamazlarin
tanimlanmas1 icin Onerilmis bir test yoktur. Son
zamanlarda AmpC tipi beta-laktamazlarla ilgili calis-
malar artmig olsa da bu enzimlerin klinik laboratu-
varlarda tanimlanmas: ve yayilimmin kontrolii ile
ilgili sorunlar bulunmaktadir. Var olan enzim tipleri-
nin daha da yayilmasinin ve yeni enzimlerin evrim-
lesmesinin engellenmesi icin ampC ekspresyonunu
etkileyen tiim genetik ve ¢evresel faktorlerin anlasil-
mast, rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek standart
tanimlama yontemlerinin gelistirilmesi, bu enzimle-
rin hastanede ve toplumda yaygmligiin bilinmesi,
tedavide kullanilabilecek etkili inhibitorlerin gelisti-
rilmesi gereklidir @,

Sonug¢ olarak, plazmid kokenli AmpC tipi beta-
laktamazlar hizli yayildiklari, rutin duyarlilik testle-
rinde tanimlanamadiklart ve tedavide bagarisizliga
yol actiklart igin surveyanslarinin yapilmasi gerekli-
dir. Bu genlerin tespitinde en giivenilir yontem PZR
analizi olmakla birlikte rutin laboratuvarlarda kulla-
nilabilecek fenotipik tarama testlerine gereksinim
duyulmaktadir. Calismamizda fenotipik iic test karsi-
lagtirllmis ve PZR ile en uyumlu sonuglari veren
Coudron disk potansiyelizasyon testinin AmpC beta-
laktamaz taramalarinda rutin laboratuvarlarda uygu-
lanabilecek kolay, ekonomik ve giivenilir bir yontem
oldugu diigiiniilmiistiir.
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