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KLEBSIELLA PNEUMONIAE SUSLARINDA PLAZMID ARACILI AMPC TiPi
BETA-LAKTAMAZ VARLIGININ FENOTIiPiK OLARAK ARASTIRILMASI*
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Beta-laktamaz enzimlerinin sentezi, Gram negatif bakterilerde goriilen direng mekanizmalarinin en sik nedenlerinden-
dir. AmpC tipi beta-laktamaz genlerinin plazmidler araciligi ile diger bakterilere aktarilmas: ve sikli§imin artmasima bagl
olarak hastane epidemilerine yol agmast klinik agidan onemli bir sorundur. Bu ¢calismanin amact 2010-2011 yillarinda gegitli
klinik orneklerden izole edilen sefoksitin orta duyarli veya direngli Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae suslarinda plaz-
midik AmpC (pAmpC) tipi beta-laktamaz varli§inin fenotipik yontemlerle aragtirilmasidir.

Caligmada pAmpC tipi beta-laktamaz varligini aragtirmak icin; Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle CLSI'nin
Enterobacteriaceae icin onerdigi zon ¢apr deGerleri dogrultusunda sefoksitin (30 ug) direnci incelenmistir. Sefoksitine direngli
(< 14 mm) ve orta duyarli (15-17 mm) olan suslarda pAmpC beta-laktamaz varli§inin arastirilmast igin, kombine disk testi
ve Modifiye Hodge Testi (MHT) yapilmistir. Kombine disk testi veya MHT ile pozitif bulunan suglara sefotetan + kloksasilin
stripleri ile E-test (AB Biodisk, Isveg) yapilmis ve sefotetan + kloksasilin MIK degeri kloksasilinsiz tarafa gore > 8 kat azalma
goriilen suglarda pAmpC varligi fenotipik olarak dogrulanmigtir. Calismaya dahil edilen sefoksitine direngli 42 E.coli susun-
dan dokuzunda MHT ile, sekizinde kombine disk testi ile AmpC beta-laktamaz pozitif bulunmugtur. Kombine disk testi ile
pozitif olan sekiz E.coli susu E-test ile de pozitif olarak saptanmigtir. MHT ile pAmpC beta-laktamaz pozitif bulunan bir
E.coli susu kombine disk testi ve E-test ile negatif olarak saptanmgtir. K.pneumoniae suslarimda ise pAmpC pozitifligi sap-
tanmamugtir.

Sonug olarak, beta-laktam antibiyotiklerin sik kullanildig: iilkemizde, pAmpC tipi beta-laktamaz yaygmmhiginin saptan-
mast, bu dirence sahip etkenlerle olusan infeksiyon hastaliklarimin tedavisinde uygun ampirik tedavinin baglanmasinda ve
epidemiyolojik veri olusturulmasinda onemlidir. pAmpC beta-laktamaz varliginin fenotipik olarak hizli ve dogru olarak ortaya
¢cikarilmast klinik agidan dogru ve etkin tedavi rejimlerinin uygulanmasini saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: AmpC beta-laktamaz, plazmid, sefoksitin direnci
SUMMARY

Phenotypic Investigation of Plasmid-Mediated AmpC Beta-Lactamases in Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae Strains Isolated from Various Clinical Specimens

Production of beta-lactamase enzymes is one of the most common causes of resistance mechanisms in Gram negative
bacteria. Increased frequency, transfer to other bacteria by plasmids and ability to cause hospital epidemics of AmpC-type beta-
lactamase genes, are serious clinical problems. The aim of this study is to investigate the presence of plasmidic AmpC (pAmpC)
type beta-lactamase in cefoxitin-moderately susceptible or resistant Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains isolated
from various clinical specimens during 2010-2011.

For screening pAmpC beta-lactamase, cefoxitin (30 mg) disk was used to investigate cefoxitin resistance by Kirby-Bauer
disk diffusion method as recommended by CLSI. Combined disk test and modified Hodge test (MHT) were performed to inves-
tigate AmpC beta-lactamase among cefoxitin-resistant (< 14 mm) and moderately susceptible (15-17 mm) strains. E-test method
using cefotetan + cloxacillin strips (AB Biodisk, Sweden) was performed for strains considered indicative of pAmpC by combi-
ned disk test or MHT. Strains indicating a reduction of cefotetan MIC by > 8 twofold dilutions in the presence of cloxacilline
were confirmed phenotypically positive for AmpC. Out of 42 cefoxitin-resistant E.coli strains included in the study nine strains
were by MHT and eight strains were by combined disk method positive for pAmpC beta-lactamase. Eight E.coli strains consi-
dered positive by combined disk test was also confirmed as positive by E-test method. One strain that was considered AmpC
beta-lactamase-positive by MHT was negative by combined disk and E-test. None of the K.pneumoniae strains was identified
as pAmpC beta-lactamase-positive.

In conclusion, because beta-lactam antibiotics are used frequently in our country, detection of the prevalence of AmpC
type beta-lactamase is essential for appropriate empiric therapy of infectious diseases caused by agents possessing this resistan-
ce mechanism, and for the constitution of epidemiological data. The phenotypic detection of pAmpC beta-lactamase quickly and
accurately will ensure the implementation of correct and effective treatment regimens.
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F. Alp ve ark.

GIRIS

Beta-laktamaz enzimlerinin sentezi Gram
negatif bakterilerde goriilen diren¢ mekanizma-
larinin en sik nedenlerindendir ve bu bakteriler-
de beta-laktamaz aracili penisilin, sefalosporin
direnci 6nemli bir problemdir®'. Beta-laktamaz
enzimi ile olusan direng, beta-laktamaz molekii-
liiniin beta-laktam halkas1 iceren antibiyotige
baglanarak halka yapisinin hidrolizi ile sonla-
nan kimyasal etkilesim sonucu olugsmaktadir®.

Beta-laktamazlar Ambler ve Bush-
Mederios-Jacoby siniflandirma sistemleri olarak
iki sekilde smiflandirilir. Ambler simiflandirma-
sinda beta-laktamazlar, aminoasit dizilerinin
benzerligine gore grup A, C, D serin beta-
laktamazlar ve aktiviteleri i¢in ginkoya gereksi-
nim gosteren grup B metallo beta-laktamazlar-
dan olusur. Ambler’in simniflandirmasi molekiiler
bir siniflama olup stabildir ve mutasyonlarla
degismez. C grubu enzimler ¢ogunlukla kromo-
zom ve bazen plazmid kontroliinde, molekiil
agirliklar1 39.000 dalton olan, biiyiik bir kismu
karbapenemlere etkisiz sefalosporinazlari igerir.
Bush-Mederios-Jacoby sisteminde beta-lakta-
mazlarm islevlerindeki benzerliklerine gore dort
kategori ve ¢ok sayida alt grup bulunmakta-
dur®10,

AmpC beta-laktamazlar grup C veya grup
I olarak da tamimlanmaktadir. Sefalosporinlere
direng¢ AmpC beta-laktamazlarin asir1 sentezi ile
ortaya ¢ikmis, daha sonra indiiklenebilen AmpC
icermeyen Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Salmonella spp. ve Proteus mirabilis gibi mikroor-
ganizmalarda genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL) tanmimlanmigtir. Beta-
laktamaz inhibitorii kemoterapoétiklerin kulla-
nilmasi ile birlikte de plazmid kontroliindeki
AmpC beta-laktamazlar1 sentezleyen mikroor-
ganizmalar ortaya c¢ikmistir. Indiiklenebilen
AmpC beta-laktamaz1 olmayan bakterilerde
plazmidik AmpC beta-laktamazlar (pAmpC),
ilk kez 1988’de bildirilmistir®. pAmpC beta-
laktamazlar, kromozomal olan indiiklenebilir
AmpC beta-laktamaz genlerinin plazmidlere
transferi ile olusmustur®2).

Boronik asit bilesiklerinin AmpC beta-
laktamazlar1 inhibe etmesi sayesinde AmpC
enzimlerini gosteren test yontemleri gelistiril-

20

mistir®®). AmpC enzimlerinin fenotipik dogru-
lamasinda Modifiye Hodge Testi (MHT) de
kullanilabilir®.

Bu ¢alismanin amaci 2010-2011 yillarinda
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen sefoksitin
orta duyarli veya direngli E.coli ve K.pneumoniae
suslarinda pAmpC tipi beta-laktamaz varliginin
fenotipik olarak arastirilmasidur.

GEREC VE YONTEM

2010-2011 yillarinda Selguk Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 42 E.coli ve
22 K.pneumoniae susu ¢alismaya alinmustir. E.coli
suslarinin 30"u idrar, sekizi kan, ikisi drenaj s1vi-
s1, ikisi yara Orneginden izole edilmistir.
K.pneumoniae suglarmin ise 11’i kan, 10'u idrar,
biri yara 6rneginden izole edilmistir. Kirby-
Bauer disk difiizyon yo6ntemiyle CLSI'in
Enterobacteriaceae igin 6nerdigi zon gap1 degerle-
ri dogrultusunda sefoksitin (30 pg) direnci ince-
lenmis’?, sefoksitine direncli (< 14 mm) ve orta
duyarli (15-17 mm) suslar pAmpC agisindan
stipheli kabul edilmistir”*). Stipheli kabul edi-
len suglarda pAmpC tipi beta-laktamaz varligi-
nin fenotipik olarak dogrulanmas: i¢in, kombine
disk testi ve MHT yapilmustir.

Kombine disk testinde suslarin serum fiz-
yolojik icinde 0.5 McFarland bulanikligindaki
siispansiyonu  hazirlanmistir.  Siispansiyon
Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarma ekildik-
ten sonra seftazidim (CAZ, 30 ng), sefotaksim
(CTX, 30 npg), seftazidim+boronik asit (CAZ/
BA, 30/400 ng), sefotaksim+boronik asit (CTX/
BA, 30/400 pg) (Becton Dickinson, USA) antibi-
yotik diskleri plak yiizeyine yerlestirilmis ve
18-24 saat 35 + 2°C’de aerobik inkiibasyona bira-
kilmigtir. CAZ/BA veya CTX/BA diskleri etra-
findaki inhibisyon zon ¢api, sadece CAZ veya
CTX zon ¢aplarina gére 5 mm ve {izeri olan sus-
larda pAmpC varlig1 pozitif olarak kabul edil-
migtir.

MHT igin E.coli ATCC 25922 standart
susunun 0.5 McFarland bulanikhigindaki siis-
pansiyonu hazirlandiktan sonra serum fizyolo-
jik icinde 1/10 diliisyonu yapilmistir. MHA
plaginin yiizeyine steril ekiivyon ile siiriilerek
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ekim yapilmigtir. Plagin ortasina sefoksitin
diski (FOX, 30 ng) yerlestirilmistir. Negatif
kontrol suglar ile birlikte diger suslar 90 dere-
celik ac1 ile diskin dért bir kenarindan perifere
dogru oze ile gizgi ekimi yapilmustir. Etiivde 35
+ 2°C’de 18-24 saatlik aerobik inkiibasyondan
sonra disk etrafindaki > 3 mm’lik yonca yapra-
g1 seklinde genisleme pozitif olarak kabul edil-
misgtir®.

Kombine disk testi veya MHT ile pozitif
bulunan suslara sefotetan (0.5-32 mg/L) + klok-
sasilin stripleri ile E-test (AB Biodisk, Isvec)
yapilmis ve sefotetan+kloksasilin MIK degeri
kloksasilinsiz tarafa gore 8 kat veya daha fazla
azalma goriilen suslarda pAmpC varlig: fenoti-
pik olarak dogrulanmistir.

Negatif kontrol olarak E.coli ATCC 25922
ve K.pneumoniae ATCC 700603 standart suslar
kullanilmistr.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 42 E.coli susundan
dokuzunda MHT ile sekizinde kombine disk
testi ile pAmpC beta-laktamaz pozitif bulun-
mugstur. Kombine disk testi ile pozitif olan sekiz
E.coli sugu E-test ile de pozitif olarak saptanmuis-
tir (Tablo 1). MHT ile pAmpC beta-laktamaz
pozitif bulunan bir E.coli susu kombine disk
testi ve E-test ile negatif olarak saptanmistir
(Tablo 2). Sefoksitine direncli veya orta duyarh
bulunan 22 K.pneumoniae sugsunda ise her {ig
yontemle de pAmpC pozitifligi saptanmamustir.
Kombine disk testi ile pAmpC beta-laktamaz
negatif olan K.pneumoniae suslarinin CAZ/BA

Tablo 1. Kombine disk testi pozitif E.coli suglarimin zon caplar
(mm).

E.coli sus no Ornek tiirii. CAZ! CAZ/BA2 CTX® CTX/BA*

1 Idrar 16 21 15 22
2 Idrar 14 19 19 25
3 Idrar 6 12 6 17
4 Kan 6 6 10 15
5 Drenaj s1visi 6 10 6 15
6 Idrar 6 14 6 14
7 Yara 7 21 11 20
8 Idrar 9 18 13 22
9 Idrar 6 6 8 11

1: CAZ: Seftazidim, °: CAZ/BA: Seftazidim/Boronik asit,
3: CTX: Sefotaksim, *: CTX/BA: Sefotaksim/Boronik asit
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veya CTX/BA diskleri etrafindaki inhibisyon
zon ¢cap1, sadece CAZ veya CTX inhibisyon
zon caplariyla aymi oldugu goriilmiistiir.
Fenotipik olarak pAmpC pozitif bulunan sus-
larin antibiyotik duyarliliklar: Tablo 3’de gos-
terilmistir.

Tablo 2. Uygulanan fenotipik testlerde pAmpC pozitif bulunan
suglarmn sayilari.

Kombine disk testi

Bakteri CAZ!, CAZ/BA2CTX?, CTX/BA* MHT® E-test
E.coli 7 8 9 8
K.pneumoniae 0 0 0 0

: CAZ: Seftazidim, : CAZ/BA: Seftazidim/Boronik asit,
3: CTX: Sefotaksim, *: CTX/BA: Sefotaksim/Boronik asit,
°: MHT: Modifiye Hodge Testi

Tablo 3. Uygulanan fenotipik testlerde pAmpC pozitif bulunan
suglarm antibiyotik duyarliliklar:.

E.coli sus no

Antibiyotik 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ampisilin Di* Di Di Di Di Di Di Di Di
Amikasin Du”Du Du Du Du Du Du Du Du
Gentamisin  Du Du Du Du Du Du Du Du Du

Sefuroksim Di Di Di Di Di Di Di Di Di

Sefotaksim Du Di Di Di Di Di Di Di Di
Seftazidim Du Di Di Di Di Di Di Di Di
Sefepim Du Du Di Di Du Di Du Du Di
Pip-tazo* Du O Di Di O Di Di Di Di
Siprofloksasin Du Du Du Di Du Du Du Di Di
Meropenem  Du Du O Du Du O Du Du Du

“Di: Direngli, "Du:Duyarli, Pip-tazo: Piperasilin-tazobaktam,
0: Orta duyarh

TARTISMA

E.coli ve Klebsiella tiirleri klinik 6rnekler-
den en sik izole edilen bakterilerdendir®. E.coli
ve Klebsiella spp. izolatlarinda en sik GSBL
enzimlerine rastlanmakla birlikte sefoksitin ve
sefotetan gibi sefamisinlere diren¢ saglayan
pAmMpC beta-laktamazlarin énemi giin gegtikce
artmaktadir®. pAmpC beta-laktamazlar, GSBL'ler-
den daha genis spektrumda ilag¢ direncine yol
acmaktadir. Bu nedenle klinik olarak 6nemli
bir gruptur®. Yapilan arastirmalarda GSBL
tarama testi pozitif ¢ikan fakat CLSI dogrula-
ma testine gore GSBL negatif bulunan izolat-
larin orani son zamanlarda % 75’lere ulasmis-
tir. Bu tiir izolatlarda sonradan yapilan calis-
malar AmpC beta-laktamaz varligini goster-
migtir®®.
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Son yillarda pAmpC beta-laktamaz enzim-
lerinin varhig: ciddi bir sorun olusturmaktadir.
pAmpC beta-laktamaz enzimi iireten suslarla,
nozokomiyal salginlar olusabilecegi gibi, bu
enzimi tastyan suslarla infekte hastalarda GSBL
tireten suslarla olusan infeksiyonlarda oldugu
gibi sefalosporinlerle tedavi basarisizligi ve
mortalitede artis goriilebilmektedir®.

pAmpC beta-laktamaz siklig iilkeler arasi
farklihlk gostermektedir. MYSTIC (Meropenem
Yearly Susceptibility Test Information Collection)
calismasinda 1997-1999 yillar1 arasinda 10
Avrupa {ilkesinde 29 sehirden cesitli klinik
orneklerden elde edilen 7886 izolatin antibiyotik
duyarliliklar1 degerlendirilmistir. Calismada
E.coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus
mirabilis, Serratia spp., Citrobacter spp. ve diger
Enterobacteriaceae tiiyeleri igerisinde en yiiksek
AmpC beta-laktamaz pozitifligi birinci yil
Tiirkiye ve ve Polonya’da (sirasiyla % 42.1 ve 40)
ikinci yil Polonya’da (% 52.3) bulunmustur®.
Adler ve ark.min® 2006-2007 yillar1 arasinda
Isvigre’de yaptiklari calismada cesitli klinik
orneklerden izole edilen 3217 sustan sefoksitin
direngli 124 susta (103 E.coli, 18 K.pneumoniae,
ti¢ K.oxytoca,) multipleks polimeraz zincir reak-
siyonu (PZR) yontemi ile pAmpC beta-laktamaz
varlig arastirilmis ve bes E.coli susunda pAmpC
beta-laktamaz saptanmuigtir.

Tiirkiye’de 2004 yilinda yapilan bir calis-
mada sefoksitin direngli E.coli’lerde PZR ile
pAmpC sikligi % 11.1 olarak bulunmustur®.
Demirbakan ve ark.® 2005-2006 yillar1 arasinda
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi'nde yaptik-
lar1 galismada, sefoksitine direncgli veya az
duyarh 14 Klebsiella spp. ve 27 E.coli susundan
iki E.coli izolatinda CMY-2 tipi AmpC beta-
laktamaz varhgmi saptamiglardir. Tiirkiye'de
2009 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada 22
E.coli susundan birinde PZR ile CMY-2 tipi
AmpC beta-laktamaz saptanmis, K.pneumoniae
izolatlarinda pAmpC beta-laktamaz bulunama-
mistir®,

Molekiiler yontemlerin pAmpC beta-
laktamazlarin varhigini tespit etmede altin stan-
dart olmalarina ragmen laboratuvarda uygulan-
malar1 zor ve pahalidir. CLSI'nin AmpC beta-
laktamazlarin saptanmasi i¢in bir 6nerisi olma-
digindan laboratuvarlarda AmpC beta-lakta-
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mazlarin saptanmasi hala 6énemli bir problem-
dir. Onceden yapilmis calismalarda pAmpC
beta-laktamazlarin saptanmasi igin tarama testi
olarak olarak, sefoksitine orta direncli veya
direncli izolatlarin dikkate alinmasi onerilmis-
tir®®). pAmpC enziminin saptanmasinda gesitli
fenotipik yontemler kullarilmaktadir. Inhibisyon
yontemine dayali ¢alismalar da bu fenotipik
yontemlerdendir. Coudron ve ark.’nmin @ boro-
nik asit disk yontemiyle yaptiklar1 galismada
271 sustan 91'i boronik asit diskiyle pozitif ola-
rak saptanmigtir. MHT ile de AmpC enziminin
varlig1 aragtirilabilmektedir. Yapilan bir caligma-
da MHT testinin performans: degerlendirilmis,
duyarhilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 100 ve % 94.9
olarak saptanmis, pAmpC pozitifligi igin inhi-
bisyon zon smur degeri > 3 mm olarak tespit
edilmigtir®.

Tiirkiye’de boronik asitli inhibisyon testi
ve MHT ile yapilan bir ¢alismada 99 E.coli
susundan altisinda (% 6) ve 114 K.pneumoniae
susundan doérdiinde (% 3.5) pAmpC pozitifligi
GSBL ile birlikte tespit edilmis ve bir K.pneumo-
niae susunda (% 0.9) GSBL fenotipi maskelenmis
olarak bulunmustur. Tek basina pAmpC pozitif-
ligi E.coli suslarinda % 1 ve K.pneumoniae susla-
rinda % 0.9 oraninda tespit edilmistir®.

AmpC beta-laktamazlar GSBL'de oldugu
gibi rutin duyarlilik testinde seftazidim ve sefo-
taksim gibi genis spektrumlu sefalosporinlere
yanlis olarak duyarh saptanmakta ve bunlarla
yapilan tedavilerde hastalarda klinik basarisiz-
lik goriilmektedir®*. Klinik olarak énemli bir
grup olan pAmpC beta-laktamazlar, GSBL'ler-
den daha genis bir spektrumda ilag direncine
yol agmaktadir®19.

Coudron ve ark.’mn® 2000 yilinda yap-
tiklar1 bir ¢alismada 1286 E.coli, K.pneumoniae,
P.mirabilis izolatinda plazmid arastirilmis, 683
E.coli'nin 13’tinde (% 1.9) sefoksitine direng sap-
tanmis, bu suslarin tiglinde (% 23) pAmpC
bulunmus; buna karsilik 371 K.pneumoniae'nin
24’1 (% 6.4) sefoksitine direngli bulunmus, dor-
diinde (% 16) pAmpC saptanamamuistir. Sefok-
sitine direncin porin kaybma bagl olabilecegi
diistiniilmiistiir. Calismamizda fenotipik yon-
temlerden boronik asit inhibisyon testi, MHT ve
sefotetanli E-test kullamilmistir. pAmpC beta-
laktamaz varlig1 42 E.coli susunda % 18.1 oranin-
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da saptanmis, 22 K.pneumoniae susunda ise
pAmpC beta-laktamaz saptanmamuistir. Bunun
nedeni K.pneumoniae susunun az sayida olmasi,
GSBL tarafindan baskilanmas: veya porin kaybi
nedeni ile olabilir. GSBL {iiretiminin baskilanip
pAmMpCnin tekrar ¢alistimamas: ve PZR yapil-
mamis olmast bu ¢alismanin dezavantajlaridir.
Sonug olarak, beta-laktam antibiyotiklerin
stk kullanildigy tilkemizde, pAmpC tipi beta-
laktamaz yaygmliginin saptanmasi, bu dirence
sahip etkenlerle olusan infeksiyon hastaliklari-
nin tedavisinde uygun ampirik tedavinin bas-
lanmasinda ve epidemiyolojik veri olusturulma-
sinda 6nemlidir. pAmpC beta-laktamaz varlig:-
nin fenotipik olarak hizli ve dogru olarak ortaya
¢ikarilmasi klinik agidan dogru ve etkin tedavi
rejimlerinin uygulanmasini saglayacaktir.
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