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OZET

Bu calismanin amac altin standart olarak PZR
yontemini kullanarak klinik izolatlardan Greyen E.coli ve
K. pneumoniae suslarinda plazmid ile kodlanmis AmpC
beta-laktamazin arastirilmasi ve plazmid aracili AmpC
beta-laktamazlarin saptanmasi icin sefoksitin-Hodge
testinin ve kloksasilin inhibisyon testinin etkinliginin
karsilastirimasidir.

iki yIl boyunca 3,450 hastanin klinik izolatlarindan
sefoksitine direncli 22 E.coli ve 18 K. pneumoniae susu
toplanmistir. Disk difuzyon testinde sefoksitin direncli
olan suslara AmpC geni varliginin arastiriimasi amaci ile
MOX,CIT, EBC, FOX, DHA, EBC primerleri kullanilarak
multipleks PZR uygulanmistir. AmpC geni tesbit edilen
suslar Sefoksitin-Hodge testi ve kloksasilin inhibisyon
testi ile fenotipik olarak incelenmistir.

40 izolattan dokuzu, GSBL Uretimini teyit eden
klavulanik asit tarafindan, altisi ise kloksasilin tarafindan
inhibe edildi, dokuzu sefoksitin-Hodge testi ile pozitif
saptandi. Dort izolat, kombinasyon halinde GSBL
ve AmpC beta-laktamaz eksprese etti. AmpC beta-
laktamaz genleri PZR ile incelenmis, 40 sefoksitine
direncli izolattan 11 tanesinin plasmid aracihi AmpC
beta laktamaz sentezledigi gérilmdstlr (Bes E.coli ve
alti K. pneumoniae). 11 izolattan iki CIT, iki EBC, alti
FOX, bir izolatta hem FOX ve EBC tipi gen saptanmistir.
iki fenotipik tarama yoéntemi kappa analizi ile
karsilastirimis, Hodge testi plazmid aracili AmpC
laktamazlarin  saptanmasinda  rehberlerin  aksine
kloksasilin inhibisyon testinden daha hassas oldugu
gorGlmustar. Rutin laboratuvarlarda uygulanabilecek
daha kolay, ekonomik ve glvenilir bir fenotipik yonteme
ihtiyac oldugu tesbit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: kloksasilin AmpC, Escherichia
coli,Klebsiella pneumoniae, Plasmid

SUMMARY

The aim of this study was to look for plasmid encoded AmpC
beta-lactamase producing clinical isolates of E.coli and K.
pneumoniae using the PCR method as a gold standard and
also compare the efficiency of cefoxitin-Hodge test and
cloxillin inhibition test for detecting plasmid-mediated AmpC
beta-lactamases.

Cefoxitin resistant 22 E.coli and 18 K.pneumonia, were
collected from 3,450 patient in two years period. Strains
which resistant in cefoxitin disk diffusion test investigate for
presence of AmpC genes by multiplex PCR using primers
MOX CIT, EBC, FOX, DHA, EBC primers. Strains which were
positive for AmpC genes investigated by cefoxitin Hodge and
cloxacillin disc tests.

Among 40 isolates nine were inhibited by clavulanic acid
confirming their ESBL production, nine were positive by
cefoxitin-Hodge test, six isolates were inhibited by cloxacillin.
Four isolates expressed ESBLs and AmpC. Genes encoding
for six phylogenic groups acquired AmpC genes were
examined by PZR. 11 out of 40 cefoxitin-resistant isolates
included AmpC (Five E.coli ve six K. pneumoniae 9). Out of
11 isolates, two produced ClT-type enzymes, two EBC, six
FOX and one both FOX and EBC type enzymes.

PCR method was most sensitive technique to detect plasmid-
mediated AmpC lactamases. The two phenotypic screening
methods were compared with kappa analysis and the Hodge
test was more sensitive than the inhibition test of cloxacillinin
the determination of plasmid-mediated AMPC lactamases,
unlike the guidelines. It has been determined that there is
a need for an easier, economical and reliable phenotypic
method that can be applied in routine laboratories.

Keywords: AmpC, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Plasmids
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GIRIS

Beta laktam antibiyotiklerin kullanim alani primer
olarak Enterobacteriaceae nedenli enfeksiyonlarin
tedavisi olarak tanimlanmistir(1). Bu enfeksiyonlar,
son yillarda Enterobacteriaceae’nin antimikrobiyal
direncindeki belirgin artisa bagh olarak daha yaygin
hale gelmistir. Cok ilaca direncli (MDR) gram-negatif
bakteriyel enfeksiyon ile iliskili potansiyel morbidite
ve mortaliteyi dnlemek igin kullanilan yeni ajanlar, bu
bakterilerde yeni diren¢c mekanizmalarinin gelismesine
neden olmustur(2).

Beta laktamaz Uretimi, penisilin ve sefalosporin dahil
beta-laktam antimikrobiyaller icin en yaygin direng
mekanizmasidir(3). Bu nedenle, AmpC beta-laktamaz
(AmpQ) ve genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)
Ureten Enterobacteriaceae cinsi bakteriler kritik bir klinik
sorun haline gelmistir(4). GSBLler tipik olarak plazmid
aracilidir, klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorleri
tarafindan inhibe edilebilen penisilin, sefalosporin ve
monobaktamlara bakteriyel direng kazandirirlar(5).
Diger yandan AmpC  beta-laktamaz  genleri
kromozomal olarak veya plazmid araciliiyla expresse
edilir. GSBLlere benzer sekilde, AmpC beta-laktamazlar
penisilinlere, sefalosporinlere ve monobaktamlara
diren¢ kazandirabilirler, fakat GSBLlerden farkli
olarak bunlar ayni zamanda sefamisinlere karsi da
aktiftir ve klavulanik asitle inhibe edilemezler(1,6).
Plazmid ile kodlanmis AmpC genleri, plazmidler
Gzerine kromozomal indiklenebilir AmpC genlerinden
aktarilmistir ve tipik olarak Klebsiella spp. ve E. coli gibi
AmpC genlerini eksprese etmeyen ve simdi énemli bir
klinik tehdit olarak karsimiza cikan, yatay gen transferi
yoluyla organizmalara aktarilmistir(7).

Kromozomal AmpC genleri, yapisal olarak dustk
seviyelerde eksprese edilir ve ekspresyonlari, sefoksitin
ve imipenem gibi beta-laktam antibiyotikler tarafindan
indUklenir(8). induksiyon, bir DNA baglanma proteini,
AmpR gerektirir ve indukleyici ajan kaldirldiktan
sonra tersine cevrilebilir(9). Plazmid aracili AmpC
genlerin  cogunlugu, Escherichia coli (E.coli) ve
Klebsiella pneumoniae’in (K.pneumoniae) nozokomiyal
izolatlarinda bulunur(10). Kromozomal AmpC'lerin
aksine plazmid aracili AmpC gen ekspresyonu
induklenebilir degildir(11).

E. coli'de, AmpC ekspresyonunun regulasyonu diger
Enterobacteriaceae tirlerinden dnemli dlctde farkhdir.
E. coli kromozom AmpC'si, zayif bir promotérin ve
glcld bir baskilayici gen bdélgesinin kontroll altinda
bazal seviyesinde, AmpR eksikliginden dolayi eksprese
edilir(12-14). E.coli, AmpCgeninin promoter bolgesinde
cesitli mutasyonlar tarif edilmistir. Bu AmpC geninin
ekspresyonuyla sonuclanir(15-17). E.coli'nin aksine,

K.pneumoniae kromozomal AmpC geni icermez, ancak
K. pneumoniae’nin klinik suslarinda plazmid kodlu
AmpC geni de tanimlanmistir(18).

Plazmid ile kodlanmis beta-laktamazlarin saptanmasi,
klinik mikrobiyoloji icin 6zel bir husustur. Cunku,
dogru dozda en uygun antibiyotigin kullaniimasi
gibi tedavi seceneklerini etkileyebilir, bdylece sadece
terapotik basarisizigr degil, ayni zamanda genisletilmis
spektrumlu  AmpC  beta-laktamazlarin ~ ortaya
ctkmasina neden olabilecek antimikrobiyal direng
icin secici baskilama da azalir(19). AmpC ifade eden
organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin sayisinin
artmasi, bu direnc mekanizmasinin dogru bir sekilde
saptanmasi igin bir baska aciliyet seviyesi eklediyse de,
GSBLlin saptanmasinda oldugu gibi, plazmid kodlu
AmpC'nin varligini test etmek igin standart bir fenotipik
yontem yoktur(1). Klinik laboratuvarlarin ¢ogu rutin
olarak plazmid aracili AmpC beta-laktamazi test etmez.
Laboratuvarlar igin en ciddi sorun , plazmid aracili
AmpC suslarinin fenotipik tespitinin zor olmasidir ve
bunlar GSBLler kadar kolay tanimlanamaz.

Turkiye'de plazmid aracili AmpC beta-laktamaz
Ureten E.coli ve K. pneumoniae izolatlaryla ilgili veri
sinirhidir. Bu calismada, sefoksitin-Hodge testi ve
kloksasilin gibi fenotipik ve molekdler testler kullanarak
E.coli (n=22) ve K. pneumoniae (n=18) izolatlarinin
GSBL ve plazmid ile kodlanmis AmpC beta-laktamaz
Uretimini inceledik.

GEREGC VE YONTEM

Bakteriyel suslar ve duyarllik testi

Toplam 40 [(E. coli (h=22) , K.pneumoniae (n=18)]
ardisik, tekrarlayici olmayan, sefoksitin direncgli klinik
ornek iki yillik bir stre boyunca 3,450 hastadan
toplanmistir (Ekim 2004- Aralik 2006). izolatlar idrar
(n=29), trakeal aspirasyon (n=4), kan (n=2), kateter
(hn= 2), balgam (n=1), peritoneal sivi (n=1), vajinal
sUrtntd (n =1) kaltdrlerinden elde edilmistir.

Turler geleneksel yontemlerle tanimlandi. Kirk klinik
izolatin 12 antimikrobiyal ajana antimikrobiyal duyarlilik
paternleri, orneklerin alindigi zaman sebebiyle CLSI
onerilerine gore Kirby-Bauer disk difusyon yontemi ile
Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerinde yapilmistir. Test
edilen ilaclar ampisilin (10 wug), ampisilin-sulbaktam
(10/10 ug), amoksisilin  klavulanat (20/10 ug),
amoksisilin(10 ug), seftazidim (30 ug), sefepim (30 ug),
seftriakson (30 ug), sefuroksim (30 ug) , siprofloksasin (5
ug), sefoksitin (30 ug), imipenem (10 ug), meropenem
(10 ug) ve sefoksitin (30 ug)'dir. E. coli ATCC 25922 ve
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 bir kontrol suslari
kontrol susu olarak kullaniimistir. Sefoksitin zon caplari
18 mm’den az olan izolatlar sefoksitin direncli olarak



tanimlandi. Sefoksitin direnci E test ile dogrulanmistir.
izolatlar, klavulanik asitli veya klavulanik asitsiz (10
ug) seftazidime (CAZ) ve sefotaksim (CTX) diskleri
kullanilarak GSBL Uretimi yoninden test edilmistir. Disk
difuzyon testinde sefoksitin (30 ug) zon capr 18mm
kicik olan suslar, AmpC beta laktamaz varliginin
arastirlmasi amaciyla ileri calismalara alinmistir.
AmpC gen tesbiti

Genomik DNA, High Pure PZR Template
Preparation Kit (Roche) kullanilarak ekstrakte edildi.
20 mM Tris—HCl (pH 8.4), 50 mM, 0,2 mM dNTp,
1,5 mM MgcCl2, 0,6 um MOX, CIT, DHA,FOX ; 0,5
um ACC, EBC; 0,4 um primer, 1.25 Unite Tag DNA
polyimerazve 2 ul ekstrakte DNA iceren 50 ul karisim
hazirlandi. PZR programi, Gc¢ dakika boyunca 94 °
C'de baslangic denatiirasyonu, ardindan 30 saniye
94 ° C'de 35 déngl DNA denatirasyonu, 30 saniye
64 ° C'de primer birlesmesi ve 1 dakika boyunca 72 °
C'de primer uzamasi seklindedir . PZR GrinUndn bes
mikrolitre alinarak,% 2 agaroz (Bio-Rad, Hercules, CA)
ile jel elektroforezi ile analiz edildi. Jeller 10 ug / ml'de
etidyum bromur ile boyandi ve UV transilluminasyonu
ile gorsellestirildi(8).

Modifiye Hodge testi

Mueller-Hinton  agar  plaklarinin  tim  yUzeyini
kapsayacak sekilde E.coli ATCC 25922 ekilmistir.
inokule edilmis agar Gzerine bir 30 mg sefoksitin diski
yerlestirildi. Diskin kenarindan bes mm’lik disa dogru
radyal yonde steril bir bisturi bicadi ile agar kesildi.
Enzim ekstreleri, santrifljlenmis triptik soya broth
kaltdrlerinden sefoksitin direncli suslardan hazirlandi ve
yarik icine inokdle edildi. Plak daha sonra gece boyunca
35° C'de inklbe edildi. Bakterinin yargin inhibisyon
bolgesini kestigi noktadaki cogalmasi pozitif bir test
sonucu olarak kabul edildi ve AmpC beta-laktamazin
varligr icin kanit olarak yorumlanmistir.

Kloksasilin inhibisyon Testi

Muller-Hinton plak kloksasilin (250 ug / ml )iceren
ve icermeyen bir 30 ug sefotaksim diski yerlestirildi.
Plaklar, 35 °C'de gece boyunca inkibe edildikten sonra
CTX etrafindaki inhibisyon zonunun kloksasilin diskine
dogru genislemesi AmpC tipi beta-laktamaz varligi
yonunde yorumlanmistir.

BULGULAR

Kirk E.coli ve K. pneumoniae izolatinda plazmid aracili
AmpC laktamaz ve GSBL varligini arastiriidi. Klavulanik
asit iceren ve icermeyen seftazidim ve sefotaksim
diskleri kullanilarak, 40 sustan dokuzunun ( %22,5)
GSBL drettigini saptanmistir. GSBL Ureten izolatlarin
Gcl K. pneumoniae ve altisi E.coli idi. 40 izolat, Hodge
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ve kloksasilin inhibisyon testleri ile plazmid aracili AmpC
laktamazlarin varligi icin daha ileri test edilmistir. Dokuz
E.coli susu Hodge testinde pozitif sonug vermistir. Altisi
kloksasilin icermeyen kontrol plaklarininkine kiyasla (250
ug / ml) kloksasilin iceren plaklarda 30 ug sefotaksim
disk varliginda 10 mm’den daha buyik bir inhibisyon
zonu sergiledi ve plazmid aracih AmpC beta-laktamaz
ekspresyonu yoninden pozitif kabul edildi. Kloksasilin
tarafindan inhibe edilen alti sus, dokuz Hodge-pozitif
sus ile ayni idi. Ug izolat, kombinasyon halinde GSBL
ve AmpC beta-laktamaz eksprese etmekteydi (Tablo 1).
Sefoksitine direncli 40 izolattan 11'inde AmpC geni
(Bes E.coli (% 23), alti K. pneumoniae (% 33) saptand..
Bu 11 sustan iki izolat CIT tipi enzim, ikisi EBC, altisi
FOX, bir FOX ve EBC enzim birlikteligi tesbit edildi
MOX, DHA, ACC tipi enzimleri eksprese eden izolatlar
tespit edilmemistir (Tablo 1).

Tablo 1 : PCR pozitif suglann genel ozellikleri, molekiler ve fi ipik yontem clan
Suslar
(K:Klebsiella
pneumoniae E: | Hasta Yas, Hodge
E.coli) ornegi cinsiyet | PCR Plazmid | Konjugasyon | Kloksasilin | 851
27 +
K1 Hemokiliar | Erkek cIT + o
187 +
E1 Idrar Eriek ciT + + +
107
K2 fdrar Kadin FOX +
Trakea! 90/ .
K3 kateter Erkek FOX + + *
Vajinal -/ *
K4 sdrdnti Kadin FOX + - +
F +
E2 fdrar /Kadin | FOX - - +
3/ &
E3 Dren sivis1 | Kadin FOX - - ¥
737
E4 Idrar Erkek FOX +
737 +
K4 fdrar Erkek EBC +
78 +
K5 Balgam /Erkek EBC +
43 *
K6 Batin sivisi | Madin EBC +
83/ FOX+ *
K7 fdrar Erkek EBC + & £

GSBL ve AmpC beta-laktamaz Uretimi ile ilgili direnc,
Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tani ve tedavisinde
dnemlidir. Direncli suslarin dogru tespit edilmesindeki
basarisizlik genellikle terapotik basarisizlikla sonuglanir
ve ayni zamanda cok ilac direngli sus olusumuna da yol
acabilirler. AmpC beta-laktamazlar ve GSBLler, uzun
yillardir calisiimakla birlikte, ginimuzde laboratuvarlar,
GSBL ve AmpC beta-laktamaz Ureten tirlerin dogru
tespitinde guclik cekebilmektedirler.
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Galisma daha 6nce tez olarak yayinladigindan, o
zaman kullanilan CLSI rehberinde standard prosedurler
onerilmemistir. Ancak son kullanilan Eucast rehberinde
AmpC beta-laktamaz eksprese eden organizmalarin
saptanmasi igin prosedlr énerilmektedir(20).

Eucast dokumaninda kloksasilin ile sinerji testi
K.pneumoniae icin yeterli oldugu sdéylenmesine ragmen
E.coli'deki plazmid aracili AmpC icin PZR ile dogrulama
gerektigi sdylenmektedir(21).

Plazmid aracili AmpC suslarinin fenotipik tespiti cok
zordur. Eucast zon caplarina goére genis spektrumlu
sefalosporinlere direng saglamayabilirler, bu ylzden
hatali genis spektrumlu sefalosporinlere  duyarli
olarak rapor edilebilirler, bu da tedavi basarisizligina
neden olabilir(22-23). Bu nedenle, GSBL Uretimi icin
dogrulama testleri negatif ancak GSBL ekspresyonundan
stiphelenildiginde, suslar plazmid aracili AmpC beta
laktamazlarinin varlidi acisindan incelenmelidir.

AmpC beta laktamazlarini tespit etmek icin cesitli tarama
ve dogrulama yéntemleri mevcuttur. Sefalosporinlere
ve beta-laktamaz inhibitérlerine duyarlilik icin tarama
testleri dahil fenotipik testler belirsiz ve guvenilir
olmayabilir.

Bu nedenle, izoelektrik odaklama ve multipleks PZR
teknigi gibi molekuler yéntemler altin standart olarak
kabul edilmistir(24). Molekuler tekniklerdeki sorun,
uygulamalarinin rutin olarak zor olmasidir, bu nedenle
fenotipik bir yéntemin standartlastiriimasi cok faydali
olacaktir. Bu calismada, yaygin olarak kullanilan iki
fenotipik testin etkinliklerini karsilastirdi (Sefoksitin-
Hodge ,kloxacillin inhibisyon ).

Verilerimiz sefoksitin-Hodge ve koksasilin inhibisyon
testlerinin  her birinin spesifik olarak AmpC-beta
laktamazi  saptadidini  gostermektedir. 11 PZR
dogrulanmis sustan sadece altisini  tanimlayan,
kloksasilin testine gére 11 PZR dogrulanmis susun
dokuzunu AmpC pozitif olarak tanimlayan sefoksitin-
Hodge testi daha duyarli gérinmektedir.

Turkiyede AmpC beta-laktamaz Ureten  E.coli ve
K. pneumoniae izolati bildirilmistir. 2008 vyilinda
Demirbakan ve ark’a6 gore 41 sefoksitine direncli E.coli
(n=27) ve K. pneumoniae (n = 14) izolatlarindan
sadece iki E.coli susunun multipleks PZR ile plazmid
bazli AmpC genlerini icerdigini; Bir AmpC enzimi Ureten
CIT susu ve bir CTX susu tesbit etmislerdir.

Daha yakin zamanda yapilan bir baska calismada,
plazmid araclli AmpC beta-laktamazlarin  varhgi,
multipleks PZR ile 50 sefoksitin direncli E.coli (n=42) ve
K. pneumoniae (n=8) izolatlarinin 22'sinde CIT ,birinde
CIT 4+ EBC ve bir susta CIT + MOX + GSBL teshit
edilmistir(24). Calismamizda 40 sefoksitine direngli
E.coli (n = 22) ve K. pneumoniae (n=18) izolatlarinin

11'inde plazmid aracii AmpC laktamaz (Bes E.coli
,altl K. pneumoniae) . 11 izolattan ikisi CIT tipi enzim,
ikisi EBC, altisi FOX, biri FOX ve EBC tipi enzimlerden
olusmustur.

FOX ve CIT enzimlerinin en yaygin AmpC beta
laktamazlar olduklari gérilmektedir.

Gene Coskun ve Altanlar'a (25) gore Ug farkl fenotipik
yontemle yaptigi calismada boronik asit-klavullanik
asit inhibisyon testinin diger iki teste ( Tris-EDTA diski,
modifiye U¢ boyutlu test) goére daha duyarli oldugu
gorilmustar.

SONUC

Turkiye'de E.coli ve K. pneumoniae klinik izolatlarinda
plazmid aracili AmpC beta-laktamaz ve GSBL varligini
gozlemledik. iki test sonucu kapa analiz yéntemiyle
karsilastinldiginda kloksasilin testindeki uyum kappa
=0,66 (p<0,001), Hodge testindeki uyum ise kappa =
0,87 (p<0,001) olarak bulunmustur. Géruldigu Gzere
Eucast rehberinden farkli olarak Sefoksitin-Hodge testi,
kloxacillin inhinibisyon testinden daha duyarli iken,
PZR ise rehberdeki gibi plazmid bazli AmpC beta-
laktamazlarin belirlenmesinde en guvenilir teknik gibi
gorinmektedir.Calismamizda rutin laboratuvarlarda
uygulanabilecek daha kolay, ekonomik ve guvenilir bir
fenotipik yonteme ihtiyag oldugu tesbit edilmistir.
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