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OZET

Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinde plazmid aracill AmpC beta-laktamaz enzimleri giderek artan oran-
larda bildirilmektedir. Plazmid aracili AmpC beta-laktamaz enzimi Ureten suslarla enfekte hastalarda ge-
nis spektrumlu sefalosporinlerle tedavi basarisizigr gozlenebilmektedir. Sunulan calismada, Klebsiella spp.
ve Escherichia coli izolatlarinda plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzimlerinin arastirilmasi amaglan-
mustir. Ocak 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarina ge-
len tiim klinik 6rneklerden izole edilen ve disk diflizyon yontemi ile sefoksitine direncli ya da az duyarli
bulunan, 14U Klebsiella spp. ve 27’si E.coli olmak tizere toplam 41 klinik izolat calismaya dahil edilmis-
tir. Fenotipik dogrulama testi olarak t¢ boyutlu test kullanilmistir. izoelektrik odaklama yéntemi ile izolat-
larda bulunan beta-laktamaz enzimlerinin pl degerleri saptanmistir. Plazmid aracii AmpC beta-laktamaz
enzimleri multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile amplifiye edilmis, Beckman Coulter CEQ
8000 cihazi kullanilarak dizi analizi gerceklestirilmistir. Iki (%7.4) E.coli izolatinda CMY-2 benzeri AmpC
beta-laktamaz varligi saptanmistir. Bu suglarin ayni zamanda CTX-M ve TEM tipi genislemis spektrumlu
beta-laktamaz da urettikleri belirlenmistir. Aktarilabilen AmpC beta-laktamazlar coklu ila¢ direnci ile ilis-
kilendirilmektedir. Bu nedenle gram-negatif bakterilerde sinif C beta-laktamazlarin saptanmasi, tedavide
uygun antimikrobiyal seciminde klinisyenleri yonlendirmesi acisindan énemlidir.

Anahtar sézciikler: Plazmid aracili AmpC beta-laktamaz, Escherichia coli, Klebsiella spp.

ABSTRACT

Plasmid mediated AmpC beta-lactamases are reported from Enterobacteriaceae with increasing fre-
quency. There have been reports of treatment failures in patients infected with these organisms and gi-
ven broad-spectrum cephalosporins. The aim of this study was to investigate the presence of plasmid
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mediated AmpC beta-lactamases in Escherichia coli and Klebsiella spp. A total of 41 strains of cefoxitin re-
sistant or intermediate E.coli (n= 27) and Klebsiella spp. (n= 14) were collected from January 2005 to |a-
nuary 2006 at Akdeniz University Hospital Central Laboratory. Three-dimensional test was used as a phe-
notypic confirmatory test. Analytical isoelectric focusing electrophoresis was used to measure the pl va-
lues of the beta-lactamases. Plasmid mediated AmpC enzyme genes were amplified using multiplex
polymerase chain reaction and sequenced by Beckman Coulter CEQ 8000. AmpC beta-lactamases we-
re only detected in two isolates (7.4%) of E.coli. These isolates produced CMY-2 like enzymes and have
either CTX-M or TEM enzyme. Transferable AmpC beta-lactamases are associated with multiple antibiotic
resistance. Therefore detection of these enzymes in gram-negative bacteria has a clinical importance, sin-
ce it can often provide valuable information to clinicians leading to more effective and appropriate use of
antimicrobials.
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GiRis

Plazmid araci AmpC beta-laktamazlar Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae gibi
gram-negatif bakterilerin kromozomal AmpC genlerinden koken alan sefalosporinazlar-
dir. AmpC beta-laktamazlari genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)'dan farkli
olarak beta-laktamaz inhibitérlerine direncli olup sefamisinleri hidroliz eder'. Plazmid
aracil AmpC beta-laktamazlari koken aldiklar bakteriye gore dort ana gruba ayrilmakta-
dir. Grup 1’de yer alan BIL-1, CMY-2, LAT-1 ve LAT-2 enzimleri C.freundii, Grup 2'de yer
alan MIR-1 ve ACT-1 enzimleri E.cloacae, Grup 3’te yer alan CMY-1, FOX-1 ve MOX-1 ile
Grup 4'te bulunan CMY “cluster” enzimleri Pseudomonas aeruginosa’'nin kromozomal
enzimleri ile yakin iliskilidir'. K.pneumoniae, E.aerogenes, S.enterica serotip Enteritidis ve
serotip Senftenberg, E.coli, Pmirabilis, M.morganii ve K.oxytoca'da plazmid aracii AmpC
beta-laktamazlarinin varligi saptanmistir’.

Plazmid aracil AmpC enzimi tasiyan bakteriler genellikle genis spektrumlu penisilinler,
genislemis spektrumlu sefalosporinler, monobaktam ve sefamisinlere direncli iken sefe-
pim, sefpirom ve karbapenemlere duyarlidir. Bu enzimi tagiyan bakterilerle olusan enfeksi-
yonlarda, GSBL Ureten bakterilerle olusan enfeksiyonlara benzer sekilde genislemis spekt-
rumlu sefalosporinlerle tedavi basarisizhgi, yiksek mortalite gibi ciddi klinik sorunlarla kar-
silasilabilmektedir?. AmpC beta-laktamazlarin saptanmasinda “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” tarafindan onerilen bir tarama ve dogrulama testi bulunma-
makla birlikte farkl calismalarda, bu enzimlerin saptanmasinda kullanilabilecek cesitli tara-
ma ve dogrulama testleri 6nerilmektedir®. Prevalansinin artmasi, plazmid aracili coklu ilag
direnci tasiyan bakterilerle salginlarin olusabilmesi ve genis spektrumlu sefalosporinlerle
tedavi basarisizigina yol acabilmesi gibi nedenlerden dolay plazmid aracili AmpC beta-
laktamazlarin saptanmasi gerekli olmaktadir®. Sunulan calismada, Klebsiella spp. ve E.coli
izolatlarinda plazmid araci AmpC beta-laktamaz enzimlerinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Ocak 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Hastane-
si Merkez Laboratuvarina gelen tiim klinik érneklerden izole edilen 502’si Klebsiella spp.,
1398’i E.coli olmak tizere toplam 1900 klinik izolatin sefoksitin duyarhligr disk diftizyon
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yontemi ile CLSI’'nin 6nerileri dogrultusunda arastirildi. Sefoksitine direncli ya da az du-
yarl bulunan, 14'G Klebsiella spp. ve 27'si E.coli olmak Uizere toplam 41 klinik izolat ¢a-
lismaya dahil edildi.

Suslarin tiimiine fenotipik dogrulama testi olan ti¢c boyutlu test uygulandi. U¢ boyut-
lu test sonucu pozitif bulunan suglarda multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yon-
temi ile plazmid araci AmpC beta-laktamaz varli§i arastirildi. Multipleks PCR ile pozitif
saptanan suslarda “family specific” oncullerin kullanildigi PCR testi ve DNA dizi analizi
yapilarak enzim Uretimi dogrulandi. Plazmid aracili AmpC beta-laktamaz enzimi sapta-
nan suslarda kombinasyon disk testi uygulanarak GSBL varligi arastinildi ve izoelektrik
odaklama yontemi ile beta-laktamaz enzimlerinin izoelektrik odak noktalan belirlendi.
Kombinasyon disk testi pozitif saptanan suglarda PCR ile blaTEM, blaSHV ve blaCTX-M
beta-laktamaz genlerinin varhgi arastirildi.

U¢ Boyutlu Test

Sefoksitine direncli ya da az duyarli bulunan suslara, Coudron ve arkadaslarinin* éne-
rileri dogrultusunda li¢ boyutlu test yontemi uygulandi. Bakterilerin kanli agar besiyerin-
de bir gecelik taze pasajlarindan hazirlanan 0.5 McFarland’a ayarlanmis siispansiyonlari
Triptic Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya) besiyerine ekilerek 4 saat 35°C’lik etiivde bek-
letildi. Bu sure sonunda hticreler santrifiij edilerek ve ardindan bes kez dondurulup ¢6z-
dirulerek enzim ekstraksiyonu gerceklestirildi. Standart disk difiizyon testi icin Mueller-
Hinton agara ATCC 25922 E.coli susu inokile edilerek plagin ortasina sefoksitin (30 ug)
diski konuldu. Diskten 5 mm uzaklikta olacak sekilde steril bisturiyle yariklar acildi ve ya-
riklara pipet yardimiyla 25-30 pl elde edilen enzimlerden konuldu. Petriler 35°C’lik etlv-
de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi glin inhibisyon zonuyla kesisen yariklardaki sus-
lardan > 3 mm distorsiyona neden olanlar “lic boyutlu test pozitif” olarak kabul edildi.

izoelektrik Odaklama

Beta-laktamazlarin izoelektrik noktalarini (pl) belirlemek amaciyla “Model 111 Mini
IEF Cell” cihazi (Biorad, Hercules, Kaliforniya) kullanildi. pl, protein belirteci IEF Standart
4.45-9.6 ile karsilastinilarak saptandi. pl 6.4-9.4 arasinda olup, plazmid kaynakli AmpC
beta-laktamazlarla uyumlu oldugu dustinilen drinlerle, pl TEM (pl 5.2-6.5), SHV (pl 7-
8.2), CTX-M (pl 7.9-8.6) turevi GSBL'lerle uyumlu bulunan urinler tarayici yardimiyla
gérintilendi®>.

GSBL Kombinasyon Disk Testi

Seftazidim ve sefotaksim zon caplarinda, klavulanik asit ile test edildiklerinde, tek ba-
sina test edilmelerine gére > 5 mm artis gorilmesi GSBL pozitifligi olarak degerlendiril-
di®. Pozitif saptanan suslarda PCR ile blaTEM (5’-gagtattcaacatttccgtgtc-3’, 5’-taatcagt-
gaggcacctatctc-3°), blaSHV (5’-cgccgggttattcttatttgtcge-3’, 5'-tctttccgatgccgecgecagt-
ca-3") ve blaCTX-M (5'-cgctttgcgatgtgcag-3', 5’-acggcgatatcgttggt -3”) primerleri kulla-
nilarak beta-laktamaz genlerinin varligi arastirildi. Kontrol susu olarak K.pneumoniae
ATCC 700603 kullanildi.
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Multipleks PCR

Plazmid kaynakli AmpC enzimlerini saptamak amaciyla Perez-Perez ve arkadaslarinin’

tanimladigi 6nciiller ve PCR kosullari kullanildi. Pozitif suslar Li ve arkadaslarinin® tanim-
ladigi “family specific” onculler ve PCR kosullar kullanilarak tekrarlandi.

DNA Dizi Analizi

Daha 6nceki PCR sonucu pozitif olarak belirlenen izolatlarin blaCMY-1, blaCMY, bla-
MOX, blaFOX, blaBIL, blaLAT, blaACT, blaMIR, blaAmpC[C] ve blaAmpC[E] allelleri ile
uyum gésteren DNA dizilerini belirlemek icin, Li ve arkadaslarinin® tanimladigi énciillerle
yapilan PCR sonucu elde edilen urtnler kullanildi. Dizileme reaksiyonu icin, PCR sonucu
pozitif olarak belirlenen suslarin PCR urtnleri, DNA saflastirma kiti (QIAquick Nucleotide
Removal Kit, Qiagen, Hilden) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda saflastirild.
Beckman Coulter CEQ 8000 cihazi kullanilarak dizi analizi gerceklestirildi.

Calismada, FOX-3, CMY-6, LAT-1 ve CMY-2 pozitif kontrol suslari kullanild.
BULGULAR

Disk diflizyon testi ile Klebsiella spp. suslarinin 7’sinde sefoksitin direnci saptanirken,
7’'sinde sefoksitine azalmis duyarlilik bulunmustur. Yirmi yedi E.coli susunun 5’i sefoksiti-
ne direncli, 22'si ise azalmis duyarlilikta tespit edilmistir. U¢ boyutlu test, toplam 7 izo-
latta (5 E.coli, 1 K.pneumoniae, 1 K.oxytoca) pozitif sonu¢ vermistir (Resim 1). Pozitif bu-
lunan bu izolatlardan 2 E.coli susunun CMY-2 benzeri enzim Urettigi belirlenmistir (Resim
2). GSBL kombinasyon disk testleri de pozitif olan bu suslarin pl degerleri incelendigin-
de, hem AmpC beta-laktamazlarla uyumlu, hem de TEM veya CTX-M beta-laktamazlari
ile uyumlu bantlarin oldugu gozlenmistir. PCR ile bu suslardan birinin CTX-M, digerinin
TEM tipi GSBL Urettikleri belirlenmistir.

Resim 1. CMY-2 benzeri enzim salgiladigi belirlenen E.coli suslarinin (no 21 ve no 64) ti¢ boyutlu test sonu-
cu olusturduklari distorsiyonlarin gortintiileri.
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Resim 2. Multipleks PCR tirtinlerinin agaroz jel elektroforez gériinttiileri.

Calismamizda sefoksitine azalmis duyarliik gosteren veya direncli bulunan 27 E.coli
izolatinin 2 (%7.4)'sinde CMY-2 benzeri enzim saptanirken, Klebsiella spp. suslarinda
plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzim Uretimi saptanmamugtir.

TARTISMA

ik kez 1983 yilinda GSBL (reten K.pneumoniae susunun saptanmasindan bugtine, En-
terobacteriaceae ailesi icinde GSBL Uretimine bagli antibiyotiklere direncli suslarin sikli-
ginda belirgin artis goézlenmistir. Son 15 yilda enterik bakterilerde plazmid aracii AmpC
enzimlerinin varligi ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Plazmid aracili AmpC
enzimi Ureten suslarla, nozokomiyal salginlar olusabilecegi gibi, bu enzimi tasiyan sus-
larla enfekte hastalarda GSBL ureten suslarla olusan enfeksiyonlarda oldugu gibi sefalos-
porinlerle tedavi basarisizligi ve mortalitede artis goriilebilmektedir?.

Calismamizda sefoksitine azalmis duyarliik gosteren veya direncli bulunan 27 E.coli
izolatinin 2 (%7.4)'sinde CMY-2 benzeri plazmid kaynakli AmpC enzimi saptanirken,
Klebsiella suslarinda plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzim Uretimi saptanmamis-
tir. Tim suglar arasinda plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzimi sikhgr %0.1; E.co-
li suslarinda ise %60.14 olarak bulunmustur.

Li ve arkadaslar®, 2003-2005 yillari arasinda Cin’de bir (iniversite hastanesinde K.pne-
umoniae, K.oxytoca ve E.coli suslarinda plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzim pre-
valansini %2.79 olarak belirlemislerdir. Tirlere gore plazmid kaynakli AmpC sikhgr ve
icerdikleri enzimler; K.pneumoniae’da %4.3 (29 DHA-1, 1 CMY-2), E.coli’de %1.9 (11
DHA-1, 12 CMY-2), K.oxytoca’da %3 (1 DHA-1) olarak saptanmistir. DHA-1 enzimi ise en
sik saptanan plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzimi olarak bulunmustur. Kore’de
bir Gniversite hastanesinde 2002-2004 yillari arasinda Klebsiella spp., Salmonella spp. ve
Proteus mirabilis klinik izolatlari arasinda plazmid kaynakli AmpC prevalansinin aragtirildi-
g1 calismada, DHA-1 enziminin en sik saptanan enzim oldugu ve yillara gore K.pneumo-
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niae izolatlarinda bu enzimin gorilme sikiginin arttigr saptanmistir. Tirlere gore plaz-
mid kaynakh AmpC beta-laktamaz oranlan K.pneumoniae’da %2.9, K.oxytoca’da %2.5,
Salmonella spp.’de %0.8 olarak bulunurken, P.mirabilis'te plazmid kaynakli AmpC enzi-
mi saptanmamistir’. Amerika’da Alverez ve arkadaslarinin'® calismasinda, seftazidim di-
rencli K.pneumoniae izolatlarinda plazmid kaynakli AmpC beta-laktamaz enzim siklig
%8.5 (K.oxytoca'da %6.9, E.coli'de %4), Isvicre’de Adler ve arkadaslarinin'’ calismasin-
da ise %0.16 olarak bulunmustur. Brezilya’da bir tniversite hastanesinde yapilan cals-
mada ise, coklu ila¢ direnci gosteren enterik bakterilerde plazmid kaynakli AmpC beta-
laktamaz enzim varligi saptanamamustir'2.

Ulkemizde yapilan calismalarda, 1995 yilinda Bal ve arkadaslari'® K.pneumoniae susla-
rinda CMY-2 enzim varligini gostermiglerdir. Bir bagka calismada da sefoksitine direncli
29 E.coli sugunun 3 (%10.3)'tinde ve 71 K.pneumoniae sugunun 7 (%9.85)’sinde plazmid
kékenli AmpC saptanmistir'®. Calismamizda, plazmid aracii AmpC enzimi Ureten iki
E.coli izolatinda, es zamanl olarak CTX-M ve TEM tipi GSBL enzim varligi saptanmustir.
Yapilan diger calismalarda da benzer sonuclar elde edilmistir. Ornegin; Yan ve arkadas-
lan'> Tayvan’da yaptiklari bir calismada, plazmid aracili AmpC enzimi ile birlikte GSBL
iireten suslarin varhigina dikkat cekmisler; Song'® ve arkadaslari ise plazmid aracili AmpC
enzimi Ureten 46 izolatin %8.7'sinde ayni zamanda GSBL enzimi saptandigini bildirmis-
lerdir. GSBL ile birlikte plazmid araciil AmpC enzimi Ureten suslarda, AmpC varligr GSBL
dogrulama testi ile GSBL enzimlerinin saptanmasini maskeleyebilmektedir.

Sonug olarak, hastanemizde Klebsiella spp. ve E.coliizolatlarinda plazmid aracili AmpC
beta-laktamaz sikliginin duisik oldugu saptanmistir. Yapilan cesitli calismalarda bildirildi-
gi gibi, plazmid aracili AmpC enzimlerinin sikhginda zaman icinde artis olabilecegi g6z
online alinirsa, ileride direncli suslarin yayilimi ile ortaya cikabilecek tedavi sorunlarinin
engellenmesi acisindan plazmid aracili AmpC enzimi Ureten suslarin belirlenmesi gide-
rek 6nem kazanmaktadir.
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