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Beta laktamaz enzimleri

« Beta laktam halkasindaki
siklik amid bagini
parcalar, beta laktam
ajanlarin etkinligi ortadan
kalkar

« gram negatif bakterilerde
beta laktam
antibiyotiklere dirence yol
acan en onemli
mekanizma
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Bush-Jacoby Bush-Jacoby- Malecier i
group Medeiros ‘;mm;’;)“’ Distinctive substrate(s)
(2009)  group (1995)

1 1 C Cephalosporins

le NI” C Cephalosporins

2a 2a A Penicillins

2b 2b A Penicillins, early cephalosporins

2be 2be A Extended-spectrum
cephalosporins,
monobactams

2br 2br Penicillins

2ber NI A Extended-spectrum
cephalosporins,
monobactams

2c 2c A Carbenicillin

2ce NI A Carbenicillin, cefepime

2d 2d D Cloxacillin

2de NI D Extended-spectrum
cephalosporins

2df NI D Carbapenems

2e A Extended-spectrum

cephalosporins



AmpC

1980’ler yeni beta laktam antibiyotiklerin kullanima
girmesi;

Sefalosporinlere diren¢ once
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundil,
Serratia marcescens ve Pseudomonas aeruginosa'da



AmpC

karbapenemler ve sefepim disindaki tum
beta-laktamlar hidrolize eden
sefalosporinazlar

beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmemeleri

(klavulanik aside,tazobaktama duyarli olmamalan)



AmpC
Kromozomal ve plasmid kokenli

Bazilari induklenebilirdirler;
Kromozomal kokenliler
Bazi plasmid kokenliler (acT-1,pHA-1,DHA-2,CMY-13)



Norma
duzeyc
beta-la

AmpC

de dusuk
e uretilen bu

Ktamazlar,

ortamda bir
indukleyici bulunmasi
halinde sentezleri

uyariliyor
orn:klavulanik asit

sefoksitin

3. kusak
sefalosporinler

imipenem



induklenme sorun degil

indukleyici beta laktam ortadan kalkinca
indukleme duruyor

Bu nedenle;
indiiklenebilir beta laktamazlar (IBL) olarak da
adlandirilirlar



Induklenebilir Beta Laktamaz (IBL)

Enterobacter spp.

Hafnia alvel

Citrobacter freundii
Serratia marcescens
Morganella morgani
Providencia spp
Pseudomonas aeruginosa
Aeromonas spp



AmpC

* Aslinda induksiyon mekanizmasi iyi ¢alisan
suslarda kromozomal beta laktamazlar klinik

acidan fazla sorun olusturmaz
ANCAK

induksiyon kontrol mekanizmalari defektif olan ve
bu nedenle surekli yuksek duzeyde enzim
uretebilen (dereprese) mutantlar bulunmaktadir



AmpC

Sorun:

Bu turlerde bulunan dereprese mutantlarin
secilmesidir

Surekli yuksek miktarda enzim sentezi

3. kusak sefalosporin tedavisi sirasinda
secillirler

Tedavi Basarisizligi



AmpC
Cunku,

asiri miktarda IBL
karbapenemler hari¢c tum beta laktamlari

parcalayabilme ozelligindedir



AmpC

Ayrica,

antibiyotigin hucre icinde birikkmesini engelleyen
Ikinci bir mekanizma ile birlestiginde (orn: porin
kaybi) karbapenemlere bile diren¢ gorulur



AmpC

* antibiyogramda

E. cloacae’da IBL







AmpC

 E. cloacae  E. cloacae
Ampisilin: S Ampisilin: R
Sefazolin: S -  Sefazolin: R
Seftriakson:S Seftriakson:R

Sefepim:S Sefepim:S



AmpC
* Direncli mutantlarin segilmesi;

Kullanilan antibiyotik
Antibiyotik konsantrasyonu
Inokulum yogunlugu
Bakteri turu



AmpC

Bakteremi tedavisi sirasinda dereprese
mutant secilme sikligi %20-40



AmpC
Ne yapmaliyiz?
Ayri test yapilmasina gerek yoktur!

» Laboratuvar klinisyeni bilgilendirmek amaciyla
not dusebilir



CLSI notu

Enterobacter, Citrobacter ve Serratia

3. kusak sefalosporinlerin uzun sure
kullaniimasi1 durumunda AmpC beta
laktamaz derepresyonu nedeniyle direng
gelisebillir.

Bu nedenle 3-4 gunde bir kultur ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin tekrari uygun
olur.



Plasmid kokenli AmpC

Surekli yuksek duzeyde AmpC yapimi

L oy ((11'85)9)’ + indiiklenebilir
e LAT-1, « ACT-1

- MOX(1-8), « DHA-1

. DHA (1-7), . DHA-2

. ACT (1-8), ACC (1-4),  + CMY-13

. MIR (1-5),CFE-1



Plasmid kokenli AmpC

* 1989

* Plasmid uzerinde diger diren¢ genleri de bulunur
(orn:ESBL)
« Siklikla coklu direnclidirler



Plasmid kokenli AmpC

En sik

K.pneumoniae, E.coli, Salmonella spp.
Proteus mirabilis gibi

IBL 6zelligi bulunmayan tiirlerde;

3. kusak sefalosporinlerin yanisira
sefoksitin ve beta laktamaz inhibitorlerine de
direnc varsalll ........dusunulmelidir.



Plasmid kokenli AmpC
tanimlanmasi

IBL 6zelligi bulunmayan tiirlerde;

sefoksitin ve beta-laktamaz inhibitoru R
seftazidim, sefotaksim R, sefepim S.
seftazidim, sefotaksim R ama ESBL negatif
Ise!
dusunulmeli

(ESBL ile beraber olabilir)



Plasmid kokenli AmpC

tanimlanmasi

Fenotipik yontemler
E test AmpC

Kloksasilin ve Boronik asit turevleri ile disk
kombinasyonlari

Molekuler yontemler



Plasmid kokenli Amp C

tanimlanmasi

E Test Amp C
CN/CNI
(sefotetan- sefotetan ve kloksasilin)
(kloksasilin: AmpC inhibitoru)

I 1 13 I 1 | L | i &
egg*@wavmmmomS An?pC omom"’“’““-
[ R i mE



Plasmid kokenli Amp C
tanimlanmasi

E Test AmpC
Sefotetan (0.5-32 mg/L) tkloksasilin stripleri

Mueller Hinton agar, 0.5 McFarland
16-20 saat inkubasyon
» MIK = 8 kat azalma




Plasmid kokenli Amp C
tanimlanmasi

Sefoksitin-kloksasilin disk kombinasyonu
(Cefoxitin-cloxacillin double-disc synergy test CC-DDS)

30ug sefoksitin diski
30ug sefoksitin+200 ug kloksasilin diski

nowocy, Asg 2011, p 2756-280
112890M 00504-1

Practical Approach for Reliable Detectic n « I‘\m[C
Beta-Lactamase-Producing Enterobacter

Silke Polsfu ‘.’.ndv v H wcn'h;r-‘ Jacque | n..' ( wlg‘.'T. Vera Meyer,
rik C. Bottg nd Michael Ho



Plasmid kokenli Amp C
tanimlanmasi

« Sefoksitin-kloksasilin disk kombinasyonu
Mueller Hinton agair,

0.5 McFarland
16-20 saat inkubasyon

Sefoksitin-kloksasilin inhibisyon zonu-sefoksitin inh
zonu= = 4 mm fark



3RE ESCMID it

AmpC tanimlanmasi

Boronik asit (AmpC inhibitora) ile disk Clinical Implications

of Antimicrobial
Susceptibility Testing

Kombinasyonu
10— 12 March 2011

CAZ 30ug ve CAZ 30 ug +BA 400 ug
ve
CTX 30ug ve CTX 30ug +BA 400 ug

CTX+BA inh zonu- CTX inh zonu veya

CAZ+BA inh zonu- CAZ inh zonu= =5 mm
fark



Plasmid kokenli Amp C
tanimlanmasi
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Altl n Standart mOIGKUIer yOntemler Detection of Plasmid-Mediated AmpC pB-Lactamase Genes in
Clinical Isolates by Using Multiplex PCR

F. Javier Pérez-Pérez™ and Mancy I). Hanson*
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ESBL

Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar



Bush-Jacoby Bush-Jacoby-
group Medeiros Mc;l:luﬂbcal;sc;ass Distinctive substrate(s)
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1 1 C Cephalosporins

le NI” C Cephalosporins

3
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Penicillins

A Penicillins, early cephalosporins

g g

A Exiended-spectrum
cephalosporins,
monobactams

Penicillins
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r Extended-spectrum

cephalosporins,

monobactams
Carbenicillin
Carbenicillin, cefepime

Cloxacillin

Extended-spectrum
cephalosporins
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Extended-spectrum
cephalosporins
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ESBL

* Penisilinler, 1-4. kusak sefalosporinler,
monobaktamlari hidrolize eden enzimlerdir
sefamisinler(sefotetan ve sefoksitin) ve
karbapenemler etkilenmez

Beta-laktamaz inhibitorleri ile inaktive olurlar
(Klavulanat,tazobaktam,sulbaktam)



ESBL

Temel gruplar:

|. TEM-turevi ESBLIer

Il. SHV-turevi ESBLIler

Ill. TEM ve SHV disi ESBLIer

« |.CTX-M

Il. GES (IBC)

Ill. VEB

V. PER

V. Diger: BEL-1, BES-1, TLA1/2, SFO-1

VI. OXA ESBL (grup 2d, sinif D):OXA-10 ve 2 turevleri

300’e yakin sayida

www.lahey.org/Studies



ESBL

1980-2000 yillari

« K.pneumoniae

SHV ve TEM turevleri
Hastane enfeksiyonlarindan

Coklu direncli (florokinolon direnci dusuk)



ESBL

2000 yillarindan sonra

E.coli
CTX-M ( basarili klonlar or:uropatojen E.coli ST131:025H4
ve basaril virulans plazmidleri IncFIl/FI-CTX-M-15;Inc L/M
CTX-M-3 ile yayillimina bagh)

v
Toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlar
Coklu direngli, kinolon direnci yuksek



ESBL

Sinir degerler dusuruldu
(CLSI 2010)

Rutin ESBL tanimlamasi
onerilmiyor

sadece

epidemiyoloji ve enfeksiyon
kontrolu igin

oneriliyor.

Antibiyotik Eski M100-S19 (2009) MiK degerleni Yeni M100-S20 (20]_0) MIK
mg/L degerleri mg/L
Duyarhi (S) | I Direngli Duyarli (S) | I Direngli (R)
A N
Sefazolin SS \ 16 232 Sl \ 2 24
Sefotaksim | g 16-32 |>64 <1 2 >4
Seftizoksim <8 16-32 |>64 <1 2 >4
Seftriakson <8 16-32 [>64 <1 2 >4
Seftazidim SS 16 >32 54 8 >16
Aztreonam 58 / 16 232 \54 / 8 216

\V

|V




ESBL Tanimlanmasi

1-Tarama: Indikator sefalosporinlerle

K. pneumoniae, K. oxytoca ve E. coli igin;
sefpodoksim 10ug / seftazidim 30ug / aztreonam 30ug /
sefotaksim 30ug / seftriakson 30ug

P. mirabilis igin;
sefpodoksim 10ug / seftazidim 30ug / sefotaksim 30ug

Test edilen sefalosporin sayisi ¢cok olursa duyarllik artar
MHA, disk difuzyon, 16-18 saat



ESBL Tarama (CLSI kriterleri)

antibiyotik disk tarama(mm) | MIK arama(mg/L)
sefpodoksim <17, 22* >8, 2*
seftazidim <22 >

sefotaksim <27 >

seftriakson <25 >

aztreonam <27 >

* P. mirabilis igin (klinik agidan dnemi olan
izolatlarda onerilir orn: bakteremik)




ESBL Tanimlanmasi

2- Fenotipik Dogrulama: Taramada stlipheli
olanlara uygulanir

Beta laktamaz inhibitorlerine duyarlilik
temellidir

seftazidim 30ug ve seftazidim-klavulanik asit 30/10ug
VE
sefotaksim 30ug ve sefotaksim-klavulanik asit 30/10ug



ESBL dogrulama (CLSI kriterlerti)

Disk icerigi | Yorum MIK dagilimi | Yorum
(M) (mg/L)

CAZ 30 0.25-128

CAZ+klav |30+10 =5 mm 0.25/4- = 3 log 2dil
128/4 (8 kat azalma)

CTX 30 0.25-128

CTX+klav |30+10 =5 mm 0.25/4- = 3 log 2dil
128/4 (8 kat azalma)




ESBL dogrulama (CLSI kriterleri)

Herhangi birinde 5mm ve uzeri genigleme




Cift disk
sinerji

Cift disk sinerji




E test ile ESBL dogrulama

CT/CTL
TZITZL
MiK degerinde >8 kat azalma




E test ile ESBL dogrulama

E o ¢« €iewt e aazs O)
G ewae=iRdEE (S5, swescineeeeiz |
N\ /f
Fantom zon

Elipste deformasyon




ESBL Tanimlanmasi

olumliu olumsuz
Cift disk sinerji rutin antibiyogramda Diskler arasi uzakhk
(DDS) Ucuz kolay uygulanir | standart olmuyor
Degerlendirme igin
deneyim
Kombine disk Ucuz, duyarh,6zgiil; Kontroller uygulanmal

Kantitatif sonucg

E test Duyarli, kolay,kantitatif | Pahalli
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Detection of Extended-Spectrum Beta-Lactamases among
Enterobacteriaceae by Use of Semiautomated Microbiology

Systems and Manual Detection Procedures’
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PPV

NPV

Microscan

33.4

72.9

81.6

75.5

Phoenix

98.3

53.2

75.0

96.6

Vitek?2

85.9

78.0

34.9

79.3

DDS

94.1

81.4

87.9

90.6




AmpC + ESBL

Ortama AmpC inhibitoru eklemek
yada
100/500 ug /disk ile cift disk test

Mueller-Hinton PP | Mueller-Hinton
agar 4 agar with cloxacillin
: : 200 pg/ml
y ;

AmpC (+) E. coli
MHA’a kloksasilin

200 ug /ml eklenince
ESBL (+)
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Extended-Spectrum-B-Lactamase, AmpC, and Carbapenemase Issues”

Kenneth S. Thomson*
Creghion University School of Medicie, 2500 Califoria Plaze, Owmsha, Nebravka



AmpC + ESBL

LURGPEAN SOCIETY
E M I D OF CLINICAL MICROSIOLOEY
AMD IMFECTIOUS DISEASES

2. AmpC inhibitort boronik asitle
Kombine disk veya cift disk sinerji

Clinical Implications
of Antimicrobial
Susceptibility Testing

Izmir, Turkey
10 - 12 March 2011

(CAZ+KIv+BA)-(CAZ+BA)=
(CTZ+KIv+BA)-(CTZ+BA)=
=25 mm
ESBL (+)




AmpC + ESBL

Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2004) 54, 134-138
DOI: 10.1093/jac/dkh274

Advance Access publication 18 May 2004

Evaluation of a new cefepime-clavulanate ESBL
Etest to detect extended-spectrum -lactamases
in an Enterobacteriaceae strain collection

Enno Stiirenburg®, Ingo Sobottka, Djahesh Noor, Rainer Laufs and Dietrich Mack

Institut fiir Infektionsmedizin, Zentrum fiir Klinisch-Theoretische Medizin I, Universitdtsklinikum
Hamburg-Eppendorf, Martinistrasse 52, D-20246 Hamburg, Germany

3.AmpC ile hidrolize olmayan bir
sefalosporin

(0rn: sefepim) ve klavulanat ile
kombinasyonu
(disk/ E Test)

Belirsiz sonuclarda MHA’a kloksasilin
eklenmeli

ESBL (+)




