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GRAM NEGATIF BAKTERILERDE ANTIBAKTERIYAL DIRENCIN FENOTIPIK
YONTEMLER ILE TAYIN VE BILDIRIMI

Duygu OCAL

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ANKARA

OZET

In-vitro olarak antibiyotik duyarlilik testleri, bakteriyel patojenin bir antibiyotigin tedavisi strasinda ulasilan in-vivo
diizeylerine duyarli olup olmadigimin degerlendirilmesi amaciyla uygulanmaktadir. Rutin duyarhilik testlerinde bazi direng
mekanizmalar: g0zden kagabilmekte; bu gibi durumlarda bazi ek testler gerekebilmektedir. Uygulanan ek testler sayesinde
antibiyotige karst olusmus direng mekanizmast tahmin edilebilir. Bu testler ayrica direng mekanizmasindan etkilenen diger
antibiyotiklerin duyarliliklarini saptamada yol gosterir. Duyarlilik testlerinin standart bir yontemle uygulanmasi, sonuglari-
min yorumlanmast ve uygun raporlanmast ile tedavi basarisizliklar: en aza indirilebilmektedir.

Bu derlemede Gram negatif bakterilerde genislemis spektrumlu beta-laktamaz tarama ve tam testleri ile bildirimleri,
AmpC beta-laktamaz tan testleri ve karbapenemazlarin tarama, tan testleri ve bildirimi iizerine giincel bilgiler sunulmugtur.

Anahtar sozciikler: AmpC beta-laktamaz, Gram negatif bakteri, GSBL, karbapenemaz
SUMMARY
Detection and Reporting of Antibacterial Resistance Using Phenotypic Methods in Gram Negative Bacteria

In vitro antibiotic susceptibility testing is applied in order to determine whether the bacterial pathogens are sensitive
to the in vivo levels that were achieved during treatment. In routine susceptibility tests, some resistance mechanisms may not
be noticed; some additional tests may be needed in such cases. The resistance mechanisms can be estimated through additional
tests. These tests indicate how to determine the sensitivity of the other antibiotic that are affected by the resistance mechanisms.
Treatment failures can be reduced by a standard method implementation of the susceptibility tests, interpretation and approp-
riate reporting of the results. The interpretation and reporting of the antibiotic susceptibility results is the task of the clinical
microbiology specialist who made the tests.

In this review, current information about the screening, detection and reporting of extended-spectrum beta-lactamases,
AmpC beta-lactamases and capbapenemases in Gram negative bacteria are presented.

Keywords: AmpC beta-lactamase, carbapenemase, ESBL, Gram negative bacteria

Giiniimiizde antibiyotik direnci énemli bir yotiklerin inhibitdr kombinasyonlarmin sik kul-
halk saghgi sorunudur. Antibakteriyel direng, lanim1 var olan diren¢ mekanizmalarini arttir-
farkli mekanizmalar ile gelisebilir. Baz1 mikroor- makla birlikte yeni diren¢ mekanizmalarinin
ganizmalar birka¢ mekanizmay1 barindirarak ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir. Sonugta
birden ¢ok ilaca direncli olma potansiyeli tasir- artan tedavi zorluklar ile kars1 karsiya kalin-
lar. Birden ¢ok ilaca direncli Gram negatif ente- maktadir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bak-
rik bakterilerin olusmasi hem nozokomiyal, terilerin beta-laktam antibiyotiklere kars1 duyar-
hem toplumdan kazanilan infeksiyonlarin yone- liliklarmin, dnerilen standart yontemlerle arasti-
timinde biiytik bir problem olusturmaktadir®V. rilmasi ve direng oranlarimnin giivenilir ve ¢abuk

Beta-laktam antibiyotiklerin ve bu antibi- saptanmasi son derece énemlidir. Enterobacteria-
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ceae suslarinin tirettigi beta-laktamazlar, AmpC
enzimleri nedeniyle bu etkenlerle olusan infek-
siyonlarin tedavisinde secenek olarak ¢ikan
antibiyotiklerden birisi karbapenemlerdir.
Karbapenemler, ciddi genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar1 (GSBL) treten Enterobacte-
riaceae infeksiyonlarinda ilk segilen ajanlardir.
Bu durum ise yavas yavas beta-laktamazlarm
yayilimini arttirmaktadir. Dolayisiyle tedavi
oncesi hizli ve giivenilir tanisal testler gerekli-
dir®y.

Bu derlemede GSBL, AmpC beta-
laktamazlarin ve karbapenemazlarin tarama ve
tani testlerinden bahsedilecektir. Ayrica sapta-
nan bu direnclerin raporlanmasimnda, 2011 yilin-
da yayinlanmis olan Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) onerileri dikkate ali-
narak genel bilgiler verilmistir.

I. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL)

Beta-laktam grubu antibiyotiklere direng
ti¢ yolla gelismektedir. Bunlar; penisilin bagla-
yan proteinlerde olusan degisiklikler ile antibi-
yotigin baglanmasinin engellenmesi, dis memb-
ran proteinlerinde olusan degisiklikler ile ilacin
hiicre igine girisinin 6nlenmesi ve beta-laktamaz

Tablo 1. Beta-laktamaz gruplar: ve genel ozellikleri.

enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi olarak sira-
lanabilir®.

Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ede-
rek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzim
iiretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak
tizere bircok bakteri tiriiniin en énemli direng
mekanizmalarindan birisidir. Bugiine kadar
350'ye yakin beta-laktamaz enzimi tanimlan-
mustir®. Beta-laktamazlar genellikle iki genel
semaya gore siniflandirilirlar: Ambler molekii-
ler siniflandirma ve Bush-Jacoby-Medeiros fonk-
siyonel siniflandirma. Ambler smiflandirmasi,
enzimleri molekiiler homolojilerine uygun ola-
rak dort gruba ayirir. Bunlar; siuf A, C ve D
serin beta-laktamazlar ve smnif B metallo-beta-
laktamazlardir (MBL)®'720).  Bush-Jacoby-
Medeiros ise beta-laktamazlari, antimikrobiyal
substrat profil spektrumu, enzim inhibisyon
profili, enzimin net yiikii ve protein molekiil
agirhgr gibi biyokimyasal dzelliklerine gore dort
gruba ayirir; Grup 1 sefalosporinazlar klavula-
nik asitle iyi inhibe olmazken, Grup 2’deki beta-
laktamazlar tam inhibe olurlar, Grup 3’te yer
alan MBL'ler etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
ve p-kloramotribenzoat harig, beta-laktamaz
inhibitorleriyle zayif inhibe olur, Grup 4’tekiler
ise beta-laktamaz inhibitorleriyle inhibe olmaz-
lar®®. Tablo 1’de beta-laktamaz gruplart ve

Beta-laktamaz Molekiil sinifi  Tercih edilen substrat

CA*  Ornek enzimler

1 C Sefalosporinler

2a A Penisilinler

2b A Penisilinler, sefalosporinler

2be A Penisilinler, dar ve genis spektrumlu

sefalosporinler, monobaktamlar

2br A Penisilinler

2c A Penisilinler, karbenisilin

2d D Penisilinler, kloksasilin

2e A Sefalosporinler

2f A Penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler
3 B Bircok beta-laktam (karbapenemler déhil)
4 ND* Penisilinler

- Gram negatif bakterilerin AmpC enzimleri; MIR-1
- Gram pozitif bakterilerin penisilinazlari
- TEM-1, TEM-2, SHV-1

+ TEM-3 ile TEM 26, SHV-2 ile SHV-6, Klebsiella oxytoca K1

+/- TEM-30 ile TEM-36, TRC-1
+  PSE-1, PSE-3, PSE-4

+/-  OXA-1ile OXA-11, PSE-2 (OXA -10)

+  Proteus vulgaris’in indiiklenebilir sefalosporinazlart

+ Enterobacter cloaceae’nin NMC-A’s1,
Serratia marcescens’in Sme-1'i

- Stenotrophomonas maltophilia'nin L-1",
Bacteroides fragilis’in CcrA’s1

Pseudomonas cepacia’nin penisilinazi

*CA: Klavulanik asit, "ND: Belirlenmemis.
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genel 6zellikleri izlenmektedir®.

Enterobacteriaceae  ve  Pseudomonas
aeruginosa’da bulunan ve “yeni beta-laktamaz-
lar” olarak adlandirilan plazmid kaynakli sefa-
misinazlar, GSBL ve karbapenemleri hidrolize
eden enzimler (karbapenemazlar) son yillarda
one ¢ikmaya baslamistir. 1980’lerden sonra genis
spektrumlu beta-laktamazlarm yogun sekilde
kullanima girmesiyle penisilin ve sefuroksim,
sefotaksim, seftazidim gibi oksiiminosefalospo-
rinlere diren¢ saglayan enzimler bulunmus ve
etki spektrumlariyla paralel olarak bu enzimlere
GSBL denmistir. Bu enzimler klasik beta-
laktamaz inhibitorleri (sulbaktam, klavulanik
asit, tazobaktam) ile inhibe edilir. GSBL enzim-
leri arasmnda en sik goriilenleri Ambler siuf
A’da bulunan plazmid kokenli TEM, SHYV,
CTX-M grubu enzimler ile Ambler siif D’de
bulunan OXA grubu enzimlerdir. Onceleri TEM
ve SHV grubu enzimler tiim diinyada yaygmn
iken, simdilerde CTX-M tipi daha yaygmndir®.
CTX-M 15 tiim diinyada en yaygm olan tip
olmakla birlikte, CTX-M'nin farkli varyantlars,
farkl: tilkelerde daha baskin goriilebilmektedir.
Enzim tipleri veya susa baghh olmadan
Enterobacteriaceae ailesi {iiyeleri diinyanin baz
yerlerinde birden ¢ok ilaca direncli olabilirler.
Bu da ampirik tedavilerin basarisizlik oranmni
arttirabilir®'%%?. Bunlarin disinda yine plazmid-
lerle kodlanan PER-1, PER-2, TOHO-1, VEB-1
gibi yeni tanimlanan enzimlerle birlikte GSBL
enzimlerinin sayis1 her gecen giin artmakta-
dur®.

GSBL tespitinin énemli oldugunu vurgu-
layan bir ¢calismada GSBL pozitif Escherichia coli
ile olusan infeksiyonlarda mortalite oran1 (% 24.3),
GSBL negatif E.coli ile olusan infeksiyonlardaki
mortalite oranina (% 8) gore anlamli derecede
yiiksek bulunmugtur®.

GSBL'ler kromozomal olarak kodlanabil-
digi gibi plazmid ve transpozonlar {izerinde de
bulunabilir. Plazmid ve transpozonlar {izerinde
bulunan GSBL'ler kolayca yayilabilmektedir.
Genis spektrumlu sefalosporinlerin kullanimi-
nin segicilik 6zelligi de, bu yayilimi arttirmakta-
dir. GSBLleri igeren biiyiik plazmidler, diger
antibiyotiklere (trimetoprim/sulfametoksazol,
aminoglikozidler, florokinolonlar gibi) direng
genlerini de tastyarak ¢oklu ilag direng 6zelligi
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gosterebilirler®®®.

GSBL en sik Klebsielln pneumoniae ve
E.coli’de bulunur. GSBL 1980-1990 y1illar1 arasin-
da K.pneumoniae’de baskin iken, 20001i yillarda
E.coli'de de giderek artarak saptanmaya, hatta
One ge¢meye baslamistir. GSBL {tireten Klebsiella
turleri genelde nozokomiyal infeksiyonlardan
izole edilirken, E.coli daha siklikla toplum
kokenli infeksiyonlarda goriilmektedir®”. Diger
Gram negatif bakterilerde de (Enterobacter spp.,
P.aeruginosa, Citrobacter freundii, Morganella
morganii ve Serratia marcescens) GSBL tiretimi
saptanmaktadir®®.

GSBL tayini hem fenotipik hem genotipik
olarak yapilabilmektedir. Mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda rutinde fenotipik yontemler kulla-
nilirken, arastirma veya referans laboratuvarla-
rinda genotipik yontemler de kullanilmaktadir.
2011 yilinda yayinlanan CLSI"da GSBL tayininin
uygulanmas: rutin olarak Onerilmemektedir.
Epidemiyolojik ya da infeksiyon kontrol ama-
ciyla GSBL tespitinin yararh olabilecegi vurgu-
lanmistir”. GSBL tayininde tarama ve dogrula-
ma testleri kullanilmaktadir. Tarama testi olarak
disk diftizyon tarama testi kullanilabilmektedir.

GSBL'nin laboratuvar tanisi

a) Tarama testleri

Disk difiizyon tarama testi (DDTT):
DDTT ile GSBL varligmin saptanmasinda test
edilecek bakteri 0.5 McFarland standardina gore
hazirlanir. Bakteri siispansiyonundan Mueller
Hinton agar (MHA) besiyerine siiriintii ekimi
yapilir ve sefpodoksim (30 pg), seftazidim (30
ng), sefotaksim (30 ug), seftriakson (30 pg) veya
aztreonam (30 pg) diskleri yerlestirilir. 35°C’de
18-24 saat inkiibasyondan sonra antibiyotik zon
caplar olciiliir. K.pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
E.coli i¢in seftazidim < 22 mm, seftriakson < 25
mm, sefotaksim < 27 mm, sefpodoksim <17 mm,
aztreonam < 27 mm olmasi; Proteus mirabilis igin
ise sefpodoksim < 22 mm, seftazidim < 22 mm,
sefotaksim < 27 mm olmas1 durumunda GSBL
tarama testi pozitif kabul edilerek dogrulama
testi uygulanir®.

b) Dogrulama testleri
Klavulanik asidin GSBL enzimlerinin akti-
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vitesini inhibe etmesi temeline dayanir. Bu
amagla ift disk sinerji testi, kombine (modifiye)
disk sinerji testi, E-test yontemi, mikrodiliisyon
yontemi veya {i¢ boyutlu test uygulanabilir ya
da otomatize sistemler kullanilir.

Cift disk sinerji testi (CDST): Bu yontem-
de 0.5 McFarland standardina uygun olarak
hazirlanan bakteri siispansiyonundan MHA besi-
yerine ekiivyonla siiriintii ekimi yapilir. Besiyeri
plagmin tam ortasina amoksisilin-klavulanik asit
diski (20/10 pg) ile etrafina disk merkezleri ara-
sindaki uzaklik 25 mm olacak sekilde seftazidim
(30 pg), seftriakson (30 pg), sefotaksim (30 pg),
aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg) diskleri
yerlestirilir. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan
sonra, sefalosporinlerin veya aztreonam etrafin-
daki inhibisyon zonunun amoksisilin-klavulanik
asit diskine dogru genislemesi veya arada bakte-
rinin iiremedigi bir sinerji alaninin bulunmasi
GSBL varligini, aksi durum ise GSBL negatif
oldugunu gostermektedir. Inhibisyon zonu olus-
madiginda veya kiiciik zon olustugunda disk
arast uzaklik 20 mm’ye diistiriilebilir. Diskler
arast uzaklhigin 20 mm’ye diisiirtilmesi ile klavu-
lanat sinerjisi goriilme orani yiikselmektedir. Cok
genis zon caplart olustugunda ise diskler arasi
uzaklik 30 mm’ye ¢ikarilabilir. Sefuroksim, sefik-
sim, sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefepim
antibiyotiklerinin klavulanat sinerjilerinin karsi-
lastirildig1 bir ¢alismada en duyarh bulunan iki
antibiyotik sefepim ve seftazidim olmustur®
(Resim 1).

Resim 1. Ortada amoksisilin-klavulanik asit (AMC), etrafinda
seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO), sefotaksim (CTX), aztreo-
nam (ATM), sefuroksim (CXM) wve imipenem (IPM) diskleri
konulmustur. Ozellikle CTX diskinin olusturdugu inhibisyon
zonunun AMC diskine dogru genisledigi goriilmektedir.
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Kombine (modifiye) disk sinerji testi:
CLSI'nin fenotipik dogrulama testi olarak 6ner-
digi kombine disk sinerji yonteminde ise yine
MHA besiyerine 0.5 McFarland standardina
gore hazirlanan bakteri siispansiyonundan
sturtintii ekimi yapilir. Ekim yapilan plaklara
seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftazidim-
klavulanik asit (30/10 pg) ve sefotaksim-
klavulanik asit (30/10 pg) diskleri yerlestirilir.
35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra, sefo-
taksim ve seftazidim diskinin kavulanik asit ile
test edildiginde etrafinda gézlenen zon gapinin,
tek bagina test edildiginde gozlenen zon ¢apina
gbre > 5 mm artis gostermesi durumunda GSBL
pozitif kabul edilir® (Resim 2).

Resim 2. Sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik asit disklerinin zon
caplary olgiildiigiinde aralarmda 5 mm’den fazla fark oldugu
goriilmektedir.

E-test yontemi: Bu yontemde ticari olarak
hazirlanmis seritler kullanilmaktadir. Seridin bir
tarafinda {igtincii kusak sefalosporinlerden biri-
si, diger tarafinda tiiglincii kusak sefalosporinle
birlikte klavulanik asit emdirilmis olarak bulun-
maktadir. 0.5 McFarland standardina uygun
hazirlanan bakteri siispansiyonlar1t MHA besi-
yerine ekiivyonla ekilir. Ekim yapilan plaklara
E-test seritleri yerlestirilir. 35°C’de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra minimal inhibitér kon-
santrasyonlari (MIK) degerlendirilir. Klavulanik
asitle kombinasyon olan tarafta olciilen MIK
degeri klavulanik asitsiz taraftakinden 8 kat
veya daha fazla kiiciikse GSBL pozitif, aksi ise
GSBL negatif olarak kabul edilir. Bazi durumlar-
da klavulanik asitin diger tarafa da difiize olma-
s1 nedeniyle seridin ortasinda bir “fantom zon”
goriilebilmektedir. Bu zonun goriilmesi de GSBL
gostergesi olarak kabul edilmektedir®.
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Mikrodiliisyon yontemi: Ugiincii kusak
sefalosporinlerin MIK degerleri, hem tek bagina
hem de klavulanik asit varhiginda saptanr.
Klavulanik asit varhginda MIK degerlerinde > 3
log, (8 kat) azalma GSBL gostergesi olarak kabul
edilir®®.

Ug boyutlu test: Disk difiizyon esash bir
testtir. Test edilecek mikroorganizma agar ytize-
yine yayildiktan sonra agarda bir yarik agilir.
Yarigin ici test edilecek mikroorganizmanin {ire-
tildigi sivi besiyeri (yaklasik 10°-10" bakteri
stispansiyonu) ile doldurulur. Antibiyotik disk-
leri bu yariktan 30 mm uzak olacak sekilde dizi-
lir. Sefotaksim, seftazidim, aztreonam, seftriak-
son diskleri kullanilabilir. Yariga bakan tarafta,
inhibisyon zonunda bozulma ya da daralma
pozitif sonug¢ olarak degerlendirilir®®. Cok
duyarli, ancak emek isteyen, teknik olarak zor
bir yontemdir.

¢) Otomatize sistemler

“BD Phoenix” otomatize sistemleri ve
Vitek ESBL (GSBL) kard testleri otomatize sis-
temlere 6rnek olarak verilebilir. “Phoenix Becton
Dickinson” ID sistemleri, GSBL diren¢ mekaniz-
masini, CLSI standartlarini temel alarak, buyyon
mikrodiliisyon metoduyla tespit etmektedir.
“Phoenix” cihazinda yogunlugu ayarlanmis
bakteri siispansiyonu besiyeri panellerine bir
noktadan verilmekte, besiyerlerine inokiilasyon
ve inkiibasyon cihazda otomatik olarak yapil-
maktadir. Panellerdeki sefpodoksim (8 ug/ml),
seftazidim (8 ng/ml), seftriakson-klavulanik asit
(2-4 pg/ml), sefotaksim-klavulanik asit (2-4 ng/
ml) ve seftazidim-klavulanik asit (2-4 pg/ml)
iceren katyonu ayarlanmis Mueller-Hinton buy-
yonu besiyerindeki {iremelere ve algoritmaya
gore sonug cihaz ¢iktisinda, GSBL negatif veya
GSBL pozitif olarak goriilmektedir®. Cihaz,
GSBL pozitif suslari, penisilin, sefalosporin
(sefamisin grubu harig) ve aztreonama duyarli/
orta duyarl olarak tespit ettiginde; otomatik
olarak “direngli” seklinde degistirmektedir. Bu
sistem GSBL iirettigi genotipik olarak dogrula-
nan suslarin % 90'mdan daha biiyiik kisminda
GSBL iiretimini saptayabilmekte ve sonuglar
genellikle alt1 saat i¢inde ¢ikmaktadir®™. Vitek
2’de de calisma sistemi benzerdir. GSBL belir-

158

lenmesinde GN13 kartlar1 kullanilmaktadir. Bu
kartlarda sefepim (klavulanik asitli ve klavula-
nik asitsiz), sefotaksim (klavulanik asitli ve kla-
vulanik asitsiz), seftazidim (klavulanik asitli ve
klavulanik asitsiz) olmak tizere 6 kuyudaki anti-
biyotik konsantrasyonlari degerlendirilerek
sonug verilmektedir®.

d) Molekiiler yontemler

GSBL saptanmasinda kullanilan molekii-
ler yontemler DNA problari, Polimerase Chain
Reaction (PCR), oligotiplendirme, PCR-
Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) analizi, PCR-Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) analizi, Ligase Chain
Reaction (LCR) ve niikleotid analizidir. DNA
problar1 gen ailesi i¢in 6zgiil olmasina ragmen,
genislemis spektrumlu olanlar1 olmayanlardan
ayiramaz, ayrica uygulamasi ¢ok emek istemek-
tedir. PCR uygulamasi da spektrumlu olanlar
olmayanlardan ayiramaz fakat uygulamasi daha
kolaydir. Oligotiplendirme 6zgiil TEM tiirlerini
saptayabilmektedir. Spesifik bir restriksiyon
enzimi tarafindan olusturulan fragment dizile-
rindeki varyasyonlara RFLP denir. PCR-RFLP;
kolay uygulanir, niikleotidlerdeki 6zgiil degisik-
likleri saptayabilir, degisikliklerinin restriksiyon
bolgesinde degisime yol agmasi gerekir. PCR-
SSCP; 6zel elektroforez kosullarini gerektirir ve
cesitli SHV tiirevlerini ayirt edebilmektedir.
LCR’de ¢esitli SHV tiirevlerini ayirt edebilmesi-
nin yaninda ¢ok sayida oligoniikleotid primeri-
ne gereksinim gostermektedir. Niikleotid dizi
analizinde emek yogun, teknik olarak zordur
fakat altin standarttir. Tiim tiirevleri saptayabil-
mektedir®.

GSBL'nin raporlanmasi

Yeni standartlarda smur degerler (breakpo-
int) asag1 cekilerek, 3. kusak sefalosporin gibi
antibiyotiklere diren¢ de saptanabildiginden,
rutin olarak GSBL saptanmasi Onerilmemekte-
dir (Tablo 2’de antibiyotiklerin disk diftizyon
zon caplarinm 2009, 2010 ve 2011 yillarinda
CLSI'da yaymlanmis degerlerini gosterilmekte-
dir). Bu durumda test sonuglar1 yorum yapma-
dan bildirilmelidir. Yani sus GSBL yapsa bile,
duyarl oldugu sefalosporin sonucunun direngli
olarak bildirilmemesi nerilmektedir. Onceki
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Tablo 2. Disk difiizyon zon caplar: (mm) (2009-2010-2011 yillarnda yayinlanan CLSI lara gore).

Antibiyotikler M100-519 (2009) M100-520 (2010) M100-S21 (2011)

S I R S 1 R S I R
Sefazolin >18 15-17 <14 - - - >23 20-22 <19
Sefotaksim >23 15-22 <14 >26 23-25 <22 >26 23-25 <22
Seftriakson >21 14-20 <13 >23 20-22 <19 >23 20-22 <19
Seftazidim >18 15-17 <14 221 18-20 <17 >21 18- 20 <17
Aztreonam >22 16 - 20 <15 >21 18-20 <17 >21 18-20 <17

S: Duyarli I: Orta duyarlt R: Direngli.

yillarda GSBL saptandiginda yorum yapilarak
sefalosporinler, penisilinler ve aztreonam direnc-
li olarak veriliyordu. 2011 yilinda yaymlanan
CLSI uygulandiginda GSBL saptansa bile beta-
laktam antibiyotikler klinik olarak kullanilabile-
cektir. Ayrica CLSI’da rutin uygulamada GSBL
saptanmasina gerek olmadigi, GSBL'nin epide-
miyolojik olarak incelenmek i¢in ya da infeksi-
yon kontrolii amaciyla tanimlanmasi énerilmis-
tir®. Bu durumun klinikte tedavi basarisizligia
neden olabilecegi tartisma konusudur.

II. AmpC beta-laktamazlar

Ambler molekiiler siniflandirmasina gore
molekiiler siif C, Bush-Jacoby-Medeiros fonk-
siyonel gruplandirmasina gore Grup 1’deki
beta-laktamazlar AmpC tipi beta-laktamazlar
olarak adlandirilir. AmpC beta-laktamazlar tiire
6zgii, kromozomal olarak kodlanan enzimlerdir.
Ayrica plazmidler {izerinde de tasmabilir ve
transfer edilebilir. Indiiklenebilir veya yapisal
ozellik gosteren bu enzimler sefalosporinleri
penisilinden daha etkin parcalamaktadir®.

Kromozomal (indiiklenebilir) AmpC beta-
laktamaz {ireten kokenler beta-laktamazlara
direnglidir (sefepim bu enzime daha dayarikli
bir antibiyotiktir)®. Bu enzimler Enterobacter,
Serratia ve Morganella tiirlerinde genis spekt-
rumlu sefalosporinlere direngten sorumludur ve
beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe edilemez.
AmpC fiireten mikroorganizmalarda ek olarak
dis membran porin kayb:1 ve/veya efliiks pom-
pasinin asir1 ekspresyonu da olursa karbapenem
direnci gelisebilir®.

Indiiklenebilir beta-laktamaz (IBL) nor-
malde bakteri tarafindan az miktarda sentezle-
nir. Ancak ortamda bir indiikleyici beta-laktam
antibiyotik bulundugu zaman daha ytiiksek mik-
tarda sentezlenmeye baslar. Tiim beta-laktam
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antibiyotikler beta-laktamaz iiretimini indtikle-
yebilir®. Imipenem, klavulanik asit kombinas-
yonlari, sefoksitin ve sefotetan ise giiglii indiik-
leyicilerdir; ikinci kusak, tiglincti kusak sefalo-
sporinler, aztreonam, tireidopenisilinler ve kar-
boksipenisilinler ise zayif indtikleyicilerdir.
Karbapenemler hem indiikleyici hem de derep-
rese mutantlara etkili oldugu igin seleksiyona
yol agmaz. IBL sentezleyen bakterilerde 10°- 107
sikliginda devaml yiiksek diizeyde enzim sen-
tezleyen dereprese mutantlar olusmaktadir.
Dereprese mutantlar IBL sentezleyen bakteri
topluluklarinda zayif indtikleyiciler ile tedavi
sirasinda ortaya cikabilirler. Boyle bakterilerle
olusan infeksiyonlarmn bir indiikleyici antibiyo-
tik ile tedavisi sirasinda duyarli bakterilerin
ortadan kalkmas: ve antibiyotik etkisine direngli
dogal mutantlarin ortamda ¢ogalmasi ile tedavi
basarisizliklari olabilmektedir®?). IBL yapisal
genleri (ampC), aktivatdr represor genler (ampR)
ve baskilayic1 (ampD) genlerin etkisi altindadir.
Kromozomal AmpC tipi indiiklenebilir beta-
laktamaz {ireten bakteriler Enterobacter spp., S.
marcescens, M.morganii, Proteus wvulgaris,
Providencia spp., P.aeruginosa’dir®.

Plazmid kaynakli AmpC iireten bakteriler
kromozomal AmpC tipi beta-laktamazlarin
plazmidlere transferiile gelismistir. Kromozomal
AmpC ile ayni biyokimyasal 6zellikleri tasirlar
ve aym antibiyotiklere etki ederler. Plazmid
kaynakli AmpC {iiretiminden ampR regulator
geninin kayb1 nedeniyle yiiksek seviyelerde
enzim tretimi sorumlu tutulmustur. Bu enzim-
ler cogunlukla K.pneumoniae, K.oxytoca, Salmonella
spp., Pmirabilis ve E.coli"de bildirilmistir.
Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar:
hidroliz ederler. Kromozomal olanlara gore epi-
demiyolojik olarak tehlike potansiyeli daha faz-
ladir ve indiiklenme 6zellikleri yoktur.

2011’de yaymnlanan CLSI'da AmpC beta-
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laktamazin tespiti i¢in pratik ve uygulanabilir
bir yontem Snerilmemistir®.

Indiiklenebilir beta-laktamazlarin laboratuvar
tanis1

Disk difiizyon yontemi: MHA besiyerine,
0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri
siispansiyonundan yayma ekimi yapilr.
Antibiyogramda sefoksitin ve imipenem gibi
giliglii bir beta-laktamaz indiikleyicisinin yanina
merkezden 1.5-2 cm uzaklikta aztreonam veya
ti¢lincti kusak sefalosporin (6zellikle sefurok-
sim, sefotaksim gibi zayif indiikleyici) diski
yerlestirilir. 35°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon
sonunda zayif indiikleyici tarafindaki yaricap-
nin, karg: taraf yarigapina gore en az 4 mm ve
daha fazla kiiciilmesi indiiklenebilir beta-
laktamaz agisindan pozitif olarak degerlendiri-
lir®. Rutin olarak IBL test edilmesi 6nerilme-
mektedir. Bu tiirlerle olusan infeksiyonlarda
penisilinler, tiglincii kusak sefalosporinler ve
aztreonam kullanimi sirasinda bu antiyotiklere
kars1 direng gelisebilecegi bilinmelidir. Uzun
siiren tedavilerde antibiyogram {ii¢-dort giinde
bir tekrarlanmalidur.

Yiiksek diizey AmpC sentezi GSBL'nin
taninmasmi engeller. Test edilen plazmidik
AmpC {iireten bir sus ise, GSBL taramas1 pozitif
(disk diflizyon tarama testi) fakat dogrulama
testleri negatifse, sefoksitin diskine bakilir. Eger
sefoksitine direngli ya da orta duyarl ise plaz-
midik AmpC ile beraber GSBL'den stiphelenilir.

Plazmid kaynakli AmpC’nin laboratuvar
tanis1 icin AmpC’den etkilenmeyen substratlar
secilir, 6rnegin sefepim CDST veya sefepim ve
sefepim-klavulanik asit E-testleri kullanilabilir.
AmpC inhibitorlerinin kullanilmas: (kloksasilin,
boronik asit ve tiirevleri) ile de tanimak miim-
kiindiir. Tan1 i¢in kullanilabilecek diger yontem-
ler de modifiye Hodge testi (MHT), sefoksitin
agar besiyeri ve molekiiler yontemlerdir®?.

Plazmid kaynakli AmpC’nin laboratuvar tanisi

Ug boyutlu (3D) test yontemi: MHA besi-
yerine ATCC 25922 E.coli susu yayilarak ortasi-
na sefoksitin diski konur. Diskin 5 mm digindan
steril bir bistiiri ile petrinin dis kenarina kadar
besiyeri kesilir. Bu bosluga AmpC beta-laktamaz
enzimi aranan susun enzim ekstraksiyonu konu-
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larak sefoksitin zon ¢apindaki daralma deger-
lendirilir. Diislik diizeyde enzim sentezleyen
suslarda inhibisyon zonunun goriilmemesi bu
testin dezavantajidir®.

Kloksasilin inhibisyon testi: AmpC tipi
sefalosporinaz inhibisyonunu yapan kloksasilin
250 png/ml olacak sekilde MHA besiyerine ekle-
nir. Suglar buyyon besiyerinde 0.5 McFarland
bulanikliginda siispanse edilir. Bu siispansiyon
kloksasilinli ve kloksasilinsiz MHA besiyeri
ylizeyine yayilir. Kuruyana kadar bekledikten
sonra ortasina tiglincii kusak sefalosporin diski
konulur. 35°C’de bir gece inkiibasyondan sonra
zon caplari degerlendirilir. Ayni susun kloksasi-
linsiz besiyerindeki {iciincii kusak sefalosporin
diskinin zon ¢ap1, kloksasilinli besiyerindekine
oranla 10 mm veya daha fazla artis gostermisse
sonug pozitif kabul edilir®.

Modifiye Hodge testi (MHT): Indikator
organizma olan ATCC 25922 E.coli susu MH
buyyon besiyerinde yogunlugu 0.5 McFarland
olacak sekilde stispanse edilir. Bu siispansiyon
MHA besiyeri yiizeyine yayilir. Besiyeri tizerin-
deki nem tamamen kuruduktan sonra 30 pg’lik
sefoksitin diski besiyerinin ortasina yerlestirilir.
Steril bisttiri ile diskin 5 mm dis kismindan bags-
layarak besiyerinin dis kismina kadar kesi yapi-
lir. Susun daha 6nce ekstrakte edilmis enzimin-
den 25 pl aliip mikropipetle olusturulan yari-
gin i¢ine konulduktan sonra 35°C’de bir gece
inkiibe edilir. Sefoksitin duyarlilik zon ¢apinda
3-10 mm daralma goriinen suslar pozitif kabul
edilir®.

Sefoksitin agar besiyeri (CAM): 3D yon-
temine benzer fakat disk yerine denenecek bak-
terinin duyarli oldugu konsantrasyon smairlari
icinde cift kat seri sulandirimla hazirlanmig
sefoksitin siispansiyonu (2, 4, 6, 8, 16 pg/ml)
MHA besiyerine katilir. Daha sonra, besiyerinde
agilan kuyucuga bakterinin enzim ekstraksiyo-
nu konur. Kuyucugun cevresinde normalde
lirememesi gereken sefoksitine duyarli kontrol
susunun (ATCC 25922 E.coli) tiremesi esasina
dayanarak yapilir®. Tek bir plakta birkag sus
test edilebilmektedir ve 4 pg/ml sefoksitin ige-
ren CAM yoOnteminin ti¢ boyutlu test yontemine
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gore duyarlilik ve 6zgilliik yoniinden esdeger
oldugu belirtilmektedir.

AmpC beta-laktamazlarin raporlanmasi

Yalniz kromozomal AmpC’si olan suslar
icin rapora; ‘Indiiklenebilen beta-laktamazi
vardir, tedavi sirasinda beta-laktam direnci
gelisebilir” yazisi eklenebilir. 2011’de yayinla-
nan CLSI'da AmpC beta-laktamaz: tespit edi-
lenler icin raporlanmas: ile ilgili bilgi verilme-
migtir®.

III. Karbapenemazlar

Karbapenemler; antibakteriyel spektrum-
larinin genisligi, AmpC ve GSBL enzimlerine
dayanikli olmalar1 nedeniyle 6zellikle ¢ok ilaca
direngli Gram negatif bakteri infeksiyonlarinda
ilk sirada kullanilan antibiyotik grubudur. Son
yillarda artan GSBL ve AmpC oranlari ve bunun
sonucunda artan karbapenem kullanimina para-
lel olarak, karbapenemleri hidrolize eden beta-
laktamazlarin sayist da artmaktadir®?.

Karbapenemazlar, en genis spektrumlu
antibakteriyel etkinlige sahip beta-laktam smifi
olan karbapenemlerden en az birini belirgin ola-
rak hidrolize eden beta-laktamazlar olarak
tanimlanabilir. Karbapenemazlar Ambler sinuf-
lamasinda ti¢ grupta yer alirlar. Molekiiler siuf
A’daki karbapenemazlarin aktif bélgesinde serin
iyonu vardir ve klavulanik asit ile inhibe olur.
Molekiiler sinif B’de enzimin aktif bolgesi ¢inko
iyonu igerir; MBL olarak siniflandirilan bu grup
klasik beta-laktam inhibitorlerine direnglidir.
Metal selatorlere ya da thiol kompenentlerine
duyarhdirlar. Molekiiler smif D karbapenemaz-
lar da enzimin aktif bolgesinde serin igerirler,
fakat beta-laktamaz inhibitorlerine az duyarlh-
dirlar. MBL'ler EDTA ve 2-merkaptopropionik
asit (MPA) ile inaktive olur. Monobaktamlar
hari¢ tiim beta-laktamlar1 ve karbapenemleri
inaktive ederler®".

Ilk olarak 1991’de Japonya’da MBL (IMP-
1) tireten P.aeruginosa’nin bildirilmesinden sonra
Japonya basta olmak tizere cesitli Asya ve
Avrupa tilkelerinden Gram negatif comaklarda,
ozellikle Paeruginosa ve A.baumannii suslarinda,
yeni MBLler (IMP, VIM, GIM, SPM, NDM-1)
bildirilmistir ve son yillarda sayilari artarak
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diinya c¢apmnda yayilma gostermektedir®323h,
Bunlarmn diizenli araliklarla izlenmesi gerek-
mektedir®-0,

Karbapenemlerden herhangi birisine
azalmis duyarlilik (orta duyarli/direngli) varli-
ginda ya da bir sus bir veya birden fazla {i¢iin-
cli kusak sefalosporine (sefoperazon, sefotak-
sim, seftazidim, seftriakson gibi) direncli ise
karbapenemaz varligi arastirilmalidir. Erta-
penem (10 ng) veya meropenem (10 ug) diskle-
riyle alinan zon caplar1 < 22 mm ise karbapene-
maz varligindan siiphe edilir. $iipheli susa
MHT yapilir. 2011 yilinda yayinlanan CLSI’da
suslarin karbapenemaz agisindan rutin olarak
test edilmesi onerilmemektedir. Infeksiyon
kontrol amaciyla ya da epidemiyolojik agidan
karbapenemaz saptamak i¢cin MHT uygulana-
bilir®. MBL aktivitesinin EDTA ve MPA gibi
metal selatorler ile inhibe olma 6zelliklerinden
yararlanilarak bu enzimleri erken taniyabilecek
tarama amagl basit fenotipik yontemler gelisti-
rilmigtir. Bunlar imipenemli veya seftazidimli
EDTA veya MPA disklerini kullanan ¢ift-disk
sinerji testi, saftazidim veya imipenemli EDTA
kombine disk testi, MBL E-test ve imipenemli
EDTA kullanan mikrodiliisyon testidir. Yeni
kromojenik besiyerleri “Chromagar KPC” ile
karbapenemli disk iceren MacConkey agar ile
karsilastirildiginda, karbapenem direnci daha
hizli saptanur®. Polimeraz zincir reaksiyonu
eklenince duyarlilik ve 6zgtilliik (> % 92) her
iki testle artar®?.

Karbapenemazlarin laboratuvar tanisi

Modifiye Hodge testi: Imipenem duyarh
E.coli ATCC 25922 susunun McFarland 0.5'in
1/10 bulanikligindaki stispansiyonu hazirlana-
rak MHA plagimin ytiizeyine disk difiizyon yon-
teminde oldugu gibi ekilir. Plagin merkezine
ertapenem (10 pg) ya da meropenem (10 ng)
diski yerlestirilir. Test edilecek suslar, bu diskin
dort bir kenarindan perifere dogru ¢izgi ekimi
seklinde oze ile ekilir. 35°C’de 16-18 saatlik
inkiibasyondan sonra diskin etrafindaki inhibis-
yon zonunda garpiklik goriilmesi veya yonca
goriintimii pozitif olarak kabul edilir”* (Resim
3).
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Resim 3. MHT uygulanmus suslarda pozitiflik ve yonca goriinii-
mii izlenmektedir.

Cift disk sinerji testleri (CDST): MBL
saptanmasi ¢alismalarinda ve seftazidim diskle-
rinin EDTA, MPA, merkapto asetik asit emdiril-
mis disklerle yapilan cift disk sinerji testleri
kullanilabilir®. Lee ve ark.® imipenem direncli
suslarda MBL saptanmast igin imipenem-EDTA
CDST’yi uygulamiglardir. Bu test igin test edile-
cek imipenem direngli P.aeruginosa susunun bir
gecelik inkiibasyonu sonras: elde edilen kiiltiir
slispansiyonu  MHA plaginin {izerine 0.5
McFarland bulanikliginda olacak sekilde ekilir.
Plak yiizeyi kuruduktan sonra 10 pg imipenem
diski yerlegtirilir. Imipenem diskinin 15 - 20 mm
otesine 0.5 molarlik EDTA soliisyonunun 10 pl’si
emdirilmis disk yerlestirilir. Bir gecelik ink{ibas-
yondan sonra inhibisyon zonunda diizensizles-

melerin olmas1 MBL pozitifligi olarak degerlen-
dirilir®®).

Kombine disk diffiizyon testi: Test edile-
cek bakteri MHA’da inokiile edilir ve iki imipe-

nem (10 pg) diski yerlestirilir. Disklerden birisi-
nin tizerine 0.5 M EDTA'nin pH 8’de hazirlanmis
soliisyondan 4 ul eklenir ve bir gecelik inkiibas-
yondan sonra imipenem diski ile imipenem-
EDTA'l1 diskin zon gaplarinda 7 mm veya daha
fazla fark olmasi1 MBL pozitifligi olarak yorum-
lanir. Kombine disk diflizyon testinde imipenem-
EDTA kombinasyonu disinda MPA ile kombi-
nasyon da kullanilabilir® (Resim 4).

E-test yontemi: Imipenem ya da seftazidi-
me, EDTA ya da MPA eklenerek E-test seritleri
gelistirilmistir MHA besiyerine test edilecek
bakteri ekimi yapilir. Plaklar kuruduktan sonra
E-test seritleri yerlestirilir. 35°C’de ve 16-18 saat
inkiibasyondan sonra imipenem/imipenem-
EDTA MIK oranlarinin 8 kat azalmasi ya da
fantom zonunun goriilmesi MBL pozitifligi ola-
rak degerlendirilir. Bu yontem % 94 duyarl ve
% 95 6zgiin bulunmustur®.

Yan ve ark.®® Pseudomonas ve Acinetobacter
suslarinda MBL f{iretiminin belirlenmesi igin
kullanilan ¢ farkh yontemin (gift disk sinerji
yontemi, kombine disk yontemi, E-test MBL
yontemi) duyarlikliklarini ve 6zgtilliiklerini kar-
silastirdiklart ¢alismalarinda Pseudomonas ve
Acinetobacter icin duyarlilik ve 6zgiilliik oranla-
riny, ¢ift disk sinerji yonteminde % 95.7 ve % 95,
kombine disk yonteminde % 87 ve % 96.7 ve
E-test MBL yonteminde % 87 ve % 100 olarak
belirlemislerdir.

Karbapenemazlarin raporlanmasi

Infeksiyon kontrolii acisindan ya da epi-
demiyolojik bilgi vermek amaciyla MHT testi
sonuglar1 raporlanir. Ayrica MHT pozitif ¢ikan

O

Resim 4. Kombine disk difiizyon testi: Sol tarafta imipenem EDTA’li disk, sag tarafta imipenem diski goriilmektedir.
Zon caplar olgiildiigiinde aralarinda 7 mm fark goriilmektedir ve MBL pozitif olarak yorumlanir.
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susun karbapenem MIK degerleri belirlenir ve
rapora MIK degerleri eklenir. Suslarin karbape-
nem duyarhliklar: oldugu gibi raporlanir, degis-
tirilmez®.
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