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OZET

Bu calismada, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde, yatan hastalarin kan kiiltiirlerinden
izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae suslarinda plazmid kokenli AmpC (pAmpC) beta-lak-
tamaz sikhginin ve tiplerinin arastiriimasi amaclanmistir. Calismaya, 2007-2012 yillari arasinda izole edi-
len, sefotaksim ve/veya seftazidime direncli, imipeneme duyarli 184 (%70.5)'G E.coli ve 77 (%29.5)'si
K.pneumoniae olmak tizere toplam 261 izolat dahil edilmistir. Bu izolatlarda AmpC enzim gostergesi ola-
rak sefoksitin duyarlihdr arastirilmistir. Sefoksitine direncli bulunan 57 (%21.8) izolatta (32 E.coli, 25
K.pneumoniae) multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile pampC varligi arastiriimistir. Ayrica, sefok-
sitini hidrolize etmeyen bir pAmpC olan ACC varligini arastirmak (izere sefoksitine duyarli izolatlar her yi-
la ait 10’ar adet olacak sekilde rastgele secilerek multipleks PCR calismasina alinmistir. PCR ile saptanan
pampC genleri, dizi analizi ile dogrulanmistir. Calismada ayrica, pampC geni tasiyan izolatlarda plazmid
analizi ve klonal iliskinin belirlenmesi amaciyla makrorestriksiyon analizi yapilmistir. Sefoksitine direncli
E.coliizolatlarinin %9.4 (3/32)’tinde ve K.pneumoniae izolatlarinin %8 (2/25)'inde pAmpC varligi saptan-
mistir. Bu enzim, 2007 ve 2008 yillarinda hicbir izolatta saptanmazken, calisma izolatlari icinde enzimin
gorilme sikligi 2009 yilinda %1.6’ya (bir K.pneumoniae izolatina ait ACT-1 enzimi), 2011 yilinda %4.8’e
(bir K.pneumoniae izolatina ait ACT-1 enzimi), 2012 yilinda ise %6.4’e (3 E.coli izolatina ait CMY-2 enzi-
mi) yukselmistir. Bu enzimlerin, K.pneumoniae izolatlarinda 81 kb buytklGgtindeki bir plazmid ile, E.coli
izolatlarinda ise 9 kb buyukligundeki bir plazmid ile tasindigi gosterilmistir. Makrorestriksiyon analizi ile,
CMY-2 enzimi Ureten iki E.coli izolatinin ayni PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) paternine sahip ol-

iletisim (Correspondence): Prof. Dr. Zeynep Giilay, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
inciralti, [zmir, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 232 412 4503, E-posta (E-mail): zeynep.gulay@deu.edu.tr




Sari AN, Bicmen M, Gllay Z.

dugu gorilmustur. Bu iki izolat ayni sus olarak degerlendirmeye alindiginda, 2007-2012 yillarini kapsa-
yan siire zarfinda kurumumuzda toplam AmpC prevalansi disik (4/261; %1.5) bulunmustur. Ancak,
2011 ve 2012 yillarinda artma egilimi goriilmesi, enzim prevalansinin izlenmesi ve enfeksiyon kontrol 6n-
lemlerinin alinmasi agisindan bir uyari niteligindedir. Ayrica, literatir incelemesine gére, K.pneumoniae
izolatlarinda ACT-1 enzimi llkemizde ilk kez bu ¢alismada saptanmuistir.

Anahtar sozciikler: pAmpC beta-laktamaz; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; CMY-2; ACT-1.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the prevalence and types of plasmid-mediated AmpC
(PAmMpC) beta-lactamase enzymes in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains isolated from blo-
od cultures of hospitalized patients in Dokuz Eylul University Hospital between 2007 and 2012. A total
of 261 isolates which consisted of 184 E.coli (70.5%) and 77 K.pneumoniae (29.5%) were included in the
study. All isolates were resistant to cefotaxime and/or ceftazidime but susceptible to imipenem. Cefoxi-
tin resistance was investigated as an indicator of AmpC type enzymes. A total of 57 (21.8%) isolates
which were cefoxitin-resistant (32 E.coli, 25 K.pneumoniae), were screened for pampC genes by a mul-
tiplex polymerase chain reaction (PCR) assay. Additionally, 10 of each cefoxitin susceptible isolates per
year were chosen randomly and screened by the same PCR assay to detect the presence of ACC enzy-
mes, which can not hydrolyze cefoxitin. Positive PCR results were confirmed by sequence analysis. Plas-
mid analysis and macrorestriction analysis were performed for pampC-positive isolates. The presence of
pAmMpC enzymes has been shown in 9.4% (3/32) of cefoxitin-resistant E.coli, and 8% (2/25) of cefoxi-
tin-resistant K.pneumoniae strains. It was noted that there were no strains producing this enzyme isola-
ted in 2007 and 2008, however the prevalence of pAmpC was detected as 1.6% in 2009 (one ACT-1
producing K.pneumoniae), increasing to 4.8% in 2011 (one ACT-1 producing K.pneumoniae) and 6.4%
in 2012 (three CMY-2 producing E.coli). These enzymes were found to be carried on 81 kb size plasmids
in K.pneumoniae isolates and on a 9 kb size plasmid in E.coli isolates. Macrorestriction analysis indicated
that two of the three CMY-2 producing E.coli had the same PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) pat-
tern. If these two strains are considered as identical, it can be concluded that the prevalence of pAmpC
was low in the strains isolated between 2007-2012 (4/261; 1.5%) in our institution. On the other hand,
the increasing prevalence of pAmpC in 2011 and 2012 should be considered as a warning for the imp-
lementation of infection control measures and monitorization of the prevalence in order to prevent the
dissemination of pAmpC. As far as the current literature is concerned, this is the first study that demonst-
rated the presence of the ACT-1 enzyme in K.pneumoniae isolates in Turkey.

Key words: pAmpC beta-lactamase; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; CMY-2, ACT-1.

GiRis

AmpC beta-laktamazlar, sefalosporinleri parcalayan ve son siniflandirmalara gore si-
nif C (Grup 1) kategorisinde yer alan beta-laktamazlardir'. Yiiksek diizeyde AmpC tipi
beta-laktamaz Ureten organizmalar, genellikle dordiinci kusak sefalosporinler ile karba-
penemler disindaki beta-laktam ajanlara, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorlerine ve
monobaktamlara direnclidir. Bu direng profili, bu organizmalara kargi kullanilabilecek
etkin tedavi seceneklerini ciddi élciide kisitlamaktadir®®. Gram-negatif mikroorganiz-
malarda AmpC tipi enzimlerin yliksek miktarlarda Gretimi, kromozomal ampC geninin

asir ekspresyonu ya da plazmid ile tasinan ampC genlerinin kazaniimasiyla olmakta-
dir34,
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Plazmid aracili AmpC beta-laktamazlar (pAmpC), horizontal gegis ile turler arasinda
yayilabilmeleri, porin kaybi gibi baska bir mekanizma ile birlestiklerinde karbapenemle-
re karsi direng olusturabilmeleri ve kromozomal ampC geni olmayan K.pneumoniae, Sal-
monella gibi klinik acidan énemli tiirlerde bulunmalari nedeniyle 6nem tagimaktadir*”.
Bunun yani sira, son yillarda ABD’de yapilan calismalarda kromozomal ampC geninin
yuksek dizey ekspresyonunun nadir olarak saptandigi E.coli izolatlarinda, CTX-M (Ureti-
minden sonra en yaygin sefalosporin diren¢ mekanizmasinin pAmpC enzimler oldugu
gosterilmistir®®.

“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” onerileri gibi belirli bir tanimla-
ma kriterinin olmamasi, bu diren¢ mekanizmasina sahip izolatlarin saptanmasinda prob-
lem teskil etmektedir. Bir diger sorun ise, porin kaybi ve/veya yiiksek diizeyde kromozo-
mal AmpC (retiminin benzer fenotiplere yol acabilmesidir. Bu birlesik mekanizmalar
ozellikle E.coli’de goriilmektedir'®'". pAmpC iireten izolatlarin belirlenmesinde, genisle-
tilmis spektrumlu sefalosporinler (seftazidim, sefotaksim) ve sefoksitin direncine sahip
izolatlarin secilmesi &nerilen bir yontemdir'2. Ancak fenotipik dogrulama yéntemleri de
bulunmasina ragmen, pampC genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltil-
masi ve dizi analizi ile dogrulanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir'>.

Saptama guclikleri nedeniyle pAmpC prevalansi ve tiplerine yonelik tilkemizde yapil-
mis calismalarin sayisi kisithdir. Oysa ki, bu beta-laktamazlar enfeksiyon kontroli acisin-
dan genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ile esit 6neme sahiptir. Kurumu-
muzda ilk kez yapilmis olan bu calismada, 2007-2012 yillari arasinda Dokuz Eyliil Uni-
versitesi Tip Fakiltesi Hastanesinde yatan hastalardan elde edilen E.coli ve K.pneumoniae
kan klturd izolatlarinda pAmpC sikligi ve tipleri arastiriimistir.

GEREC ve YONTEM
izolatlar

Calismaya alinan izolatlar Ocak 2007-Mayis 2012 tarihleri arasinda kan kultirlerinde
Ureyen 863 E.coli ve 598 K.pneumoniae arasindan secildi. pAmpC tipi beta-laktamaz tre-
ten izolatlarda liciinci kusak sefalosporinlere karsi olusan direng veya duyarlilikta azalma
goriilmesi nedeniyle, EUCAST &nerilerine'* de uyularak, calismaya sefotaksim ve/veya
seftazidime direncli izolatlar dahil edildi. Hastanemizde sik gorillen karbapenemazlara
bagl sefalosporin direncini elemek amaciyla, imipeneme direncli izolatlar calismaya alin-
madi. Dolayisiyla bu kriterlere uyan 184 (%70.5)'l E.colive 77 (%29.5)'si K.pneumoniae
olmak Uzere toplam 261 izolat calismaya dahil edildi. Tim izolatlar yatan hastalardan
Uretilmis olup, tek hastadan tek izolat olacak sekilde secildi.

Sefoksitin Direncinin Saptanmasi

izolatlarin sefoksitin duyarlihgi disk difiizyon yoéntemiyle arastinldi’®. Zon capi 18
mm’den kiiclik olan izolatlar, pampC gen varligini arastirmak Ulzere secildi. Ancak bazi
ACC enzimlerinin sefoksitini hidrolize edememeleri ve izolatlarin sefoksitine duyarl olma-
lari nedeniyle'®; her yila ait 10’ar adet (toplam 60) sefotaksim ve/veya seftazidime direnc-
li ancak sefoksitine duyarli izolat, rastgele secilerek multipleks PCR calismasina alindi.
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Plazmid Aracih ampC Gen Ailelerinin Arastirilmasi

Plazmid aracih ampC genlerini arastirmak lzere daha 6nce tanimlanmig ve pampC
gen ailelerinden altisint (MOX, CIT, DHA, ACC, EBC ve FOX) belirleyebilen bir multipleks
PCR ydntemi uygulandi'’. Kullanilan primerler, hedef gen bélgeleri ve beklenen bant
buyuklikleri Tablo I'de gosterildi [CIT primeri, LAT1-4/CMY/BIL-1 (CMY-2 ile aynidir) en-
zimlerini; EBC ise, MIR-1 ve ACT enzimlerini hedeflemektir].

DNA ekstraksiyonu icin, sefoksitine direncli izolatlar, kanli agarda 37°C’de 20 saat in-
kibe edildikten sonra, 1-2 bakteri kolonisi 250 pl steril saf suda homojenize edildi.
100°C’de 10 dakika kaynatilan hiicre sispansiyonu, 10.000 rpm’de bes dakika santrifj
edilerek 2 pl sipernatan kalip DNA olarak kullanildi.

PCR calismasinda CMY-2 (CIT gen ailesinden) geni tasidigi bilinen bir E.coli kontrol
izolati ve ACT-1 geni tasidigi bilinen bir K.pneumoniae klinik izolati, pozitif kontrol olarak
kullanild.

Multipleks PCR calismasi sonucunda pozitif bulunan gen amplifikasyon trtinleri, PCR
calismasinin dogrulanmasi ve pampC geninin belirlenmesi amaciyla dizi analizine gon-
derildi. Macrogen Inc (Kore) firmasinca belirlenen diziler, Mega 5.02 ve BLAST analiz ya-
zilimlar kullanilarak yorumlandi.

pampC Tasiyan Plazmidlerin Saptanmasi

AmpC pozitif suslardan plazmid eldesi, alkalen lizis yontemiyle yapildi'8. Elde edilen
plazmidler %0.7 agaroz jelde Hind Ill lambda DNA belirteciyle birlikte ytritildi. Gord-
len tim plazmidler jelden kesilerek, GenElute Gel Extraction Kit (Sigma; Missouri, USA)
ile DNA ekstraksiyonu yapildi. Bu sekilde elde edilen plazmid DNA'si kalip olarak kullani-
larak 6zgl primerler ile AmpC PCR caligildi.

Tablo I. pampC Genlerinin Saptanmasinda Kullanilan Primerler ve Beklenen Bant Biiytikliikleri

Bant
Primer Dizi Hedef AmpC biyiikligi*
MOXM-F  5-GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT-3 MOX-1, MOX-2, CMY-1, 520
MOXM-R  5-CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C-3 CMY-8-11
CITM-F 5'-TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA-3 LAT-1, LAT-4, CMY-2, 462
CITM-R 5-TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC-3' CMY-7, BIL-1
DHAM-F 5’-AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T-3' DHA-1, DHA-2 405
DHAM-R 5’-CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC-3'
ACCM-F 5’-AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA-3' ACC 346
ACCM-R 5'-TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC-3’
EBCM-F 5’-TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG-3’ MIR-1T, ACT-1 302
EBCM-R 5-CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT-3'
FOXM-F 5’-AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G-3°  FOX-1, FOX-5b 190

FOXM-R 5’-CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG-3'
* Baz cifti (bg).
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pAmpC Ureten izolatlarda Klonal iligkinin Belirlenmesi

pAmpC Ureten izolatlar arasindaki klonal iliski, Xbal enzimi ile makrorestriksiyon ana-
lizi yapilarak arastirildi. Her iki tir icin de PulseNet’in 6nerdigi degisimli alan jel elektro-
forezi (Pulsed field gel electrophoresis; PFGE) protokolii uygulandi'.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 184 E.coli izolatindan 32 (%17.4)'si ve 77 K.pneumoniae izola-
tindan 25 (%32.5)'i sefoksitine direncli bulunmustur. Yillara gore calisilan izolat sayisi,
sefoksitin direnc oranlari ve pAmpC pozitif izolat sayilari Tablo II'de gosterilmistir.

PCR Sonuglan

Sefoksitine direncli 57 izolata uygulanan PCR calismasi sonucunda 2 K.pneumoniae
izolatinda MIR-1T/ACT-1 (EBC enzimleri) gen bdlgelerini hedefleyen 302 bg¢ buyukli-
gindeki gen bolgesi ve 3 E.coli izolatinda LAT-1-LAT-4/CMY-2-CMY-7/BIL-1 (CIT enzim-
leri) gen bolgelerini hedefleyen 462 bg buyuklugiindeki gen bélgesi pozitif bulunmus-
tur (Sekil 1). Sefoksitine direncli izolatlarin %8.8 (5/57)'i pampC genine sahiptir. Bu izo-
latlardan Uc¢u E.coli (sefoksitine direncli tim E.coli izolatlarinin %9.4'4), ikisi ise K.pneumo-
niae (sefoksitine direncli tim K.pneumoniae izolatlarinin %8’i) susudur.

ACC enzim varhgini arastirmak tGzere sefoksitine duyarl 60 izolata uygulanan PCR ca-
lismasi sonucunda ise pozitif sonug elde edilmemistir.

Tablo Il. Sefoksitine (FOX) Direngli ve pAmpC Saptanan Izolatlarin Yillara Gére Dagilimi

E.coli K.pneumoniae Prevalans
izolat FOX direnci pAmpC izolat FOX direnci  pAmpC
yil sayisi n (%) (+) izolat sayisi n (%) (+) izolat P-1* P-2**
2007 37 6 (16.2) 0 11 6 (54.5) 0 0 0
(0/12)  (0/48)
2008 39 2(5.1) 0 15 5(33.3) 0 0 0
0/7)  (0/54)
2009 44 12 (27.3) 0 19 6 (31.6) 1 (ACT-1)  %5.6 1.6
a/18) (1/63)
2010 21 5(23.8) 0 7 3 (42.9) 0 0 0
0/8)  (0/28)
2011 15 2(13.3) 0 6 4 (66.7) 1 (ACT-1)  %16.7  %4.8
ase)  (/21)
2012 28 5(17.9) 3(CMY-2) 19 1(5.3) 0 %50 %6.4
(3/6)  (3/47)
Toplam 184 32 (17.4) 3 77 25 (32.5) 2 %8.8 %1.9

(5/57) (5/261)%**

* P-1: O yila ait sefoksitine direncli E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda pAmpC goriilme sikhigini géstermektedir.

** P-2: O yila ait tim calisma izolatlari arasinda pAmpC goériilme sikligini géstermektedir.
*** PEGE sonuglarina gore %1.5 (4 sus/261).
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Sekil 1. pampC geni tasiyan izolatlara ait agaroz jel elektroforezi gériintiisii (Hat 1: 50 b¢ DNA belirteci; Hat
2-4: LAT-1-LAT-4/CMY-2-CMY-7/BIL-1 gen bélgesi pozitif E.coli izolatlari; Hat 5-6: MIR-1T/ACT-1 gen bélge-
si pozitif K.pneumoniae izolatlar;; Hat 7: ACT-1 pozitif kontrol; Hat 8: CMY-2 pozitif kontrol; Hat 9: Negatif
kontrol).

Plazmid aracili ampC genine sahip oldugu belirlenen izolatlara yapilan dizi analizi so-
nucunda ug E.coli izolatinin da CMY-2 enzimini Urettigi gorulmdstur. K.pneumoniae izo-
latlarina ait enzim tipi ise ACT-1 olarak tanimlanmustir. Bu bulgulara gore; hastanemizde
alti yillik stire icinde uretilen sefoksitine direncli E.coli ve K.pneumoniae kan izolatlari ara-
sinda CMY-2 enzimi saptanma orani %5.3 (3/57), ACT-1 enzimi saptanma orani ise
%3.5 (2/57) olarak hesaplanmistir.

Yillara gore dagilima bakildiginda; 2007, 2008 ve 2010 yillarinda izole edilen sefoksi-
tine direngli izolatlarin hi¢birinde pAmpC beta-laktamaz geni bulunamamustir. ilk olarak
2009 yilinda izole edilen bir K.pneumoniae izolatinda ACT-1 geni bulunmustur. Bu yila
ait sefoksitine direncli calisma izolatlari icindeki enzim goriilme sikligi %5.6 olarak hesap-
lanmistir. 2011 yilinda ise bir K.pneumoniae izolatinin ACT-1 enzimi Urettigi gorilmustur.
Bu durumda sefoksitine direncli calisma izolatlari arasinda pAmpC enzim pozitifligi
%16.7'ye ylikselmistir. 2012 yili bulgularina gore ise (¢ E.coli izolatinda pampC (CMY-2)
geni bulunmustur. Bu yila ait pozitiflik orani ise sefoksitine direncli calisma izolatlari icin-
de %50 (3/5) olarak hesaplanmustir.

Plazmid Analizi Sonuclari

pampC saptanan izolatlardan yapilan plazmid ekstraksiyonu sonucunda ACT-1 pozitif
K.pneumoniae izolatlarinin her ikisinde de 81 kb ve 8 kb buiylkliglinde plazmidler elde
edilmistir. 2009 yilinda izole edilen K.pneumoniae izolatinda ayrica 34 kb buyukluglnde
ek bir plazmid daha goruintilenmistir. CMY-2 pozitif E.coli izolatlarinda ise 9 kb buyiklG-
ginde birer plazmid saptanmistir. Elde edilen plazmidler ile yapilan PCR sonucunda;
K.pneumoniae izolatlarinda ACT-1 geninin 81 kb buykliglindeki plazmid ile, E.coli izolat-
larinda ise CMY-2'nin 9 kb buyukligindeki plazmid ile tasindigi gosterilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Elde edilen plazmidler ile yapilan multipleks PCR calismasina ait agaroz jel elektroforezi gdrtinttisti
(Hat 1: 100 b¢ DNA belirteci; Hat 2: ACT-1 pozitif K.pneumoniae izolatina ait 81 kb’lik plazmid; Hat 3: CMY-
2 pozitif E.coli izolatina ait 9.0 kb’lik plazmid; Hat 4: ACT-1 pozitif diger K.pneumoniae izolatina ait 81 kb’lik
plazmid; Hat 5-7: K.pneumoniae izolatlarindan elde edilen sirasiyla 8 kb, 8 kb ve 34 kb btiyiikliiglindeki plaz-
midler; Hat 8: ACT-1 geni tasidigi bilinen pozitif kontrol izolati; Hat 9: CMY-2 geni tasidigi bilinen pozitif kont-
rol izolat; Hat 10: Negatif kontrol).

izolat | Bakteri tiiri izolasyon Servis pAmpC
sirano tarihi

1 K.pneumoniae 11.02.2009 | Cocuk hastaliklan ve sag. | ACT-1

2 K.pneumoniae | 05.07.2011 Dahiliye yogun bakim ACT-1

3 E.coli 23.06.2012 Genel cerrahi CMY-2
4 E.coli 26.03.2012 Genel cerrahi CmyY-2
5 E.coli 30.03.2012 Anestezi yogun bakim CmY-2

Sekil 3. Plazmid kokenli AmpC enzimi iireten izolatlara ait PFGE gortinttisti.

Plazmid Aracili AmpC Enzimi Ureten izolatlar Arasindaki
Klonal iligkinin incelenmesi

Plazmid aracili AmpC enzimi Ureten bes izolata ait PFGE ¢alismasi sonucunda elde edi-
len jel gorintisa Sekil 3'te goriilmektedir. PFGE bulgularina gore yakin tarihlerde hasta-
nemizde yatmis iki hastadan izole edilen ve CMY-2 enzimi Ureten iki E.coli izolatinin ay-
ni PFGE paternine sahip oldugu belirlenmistir. Bu patern, t¢lincu E.coli izolatindan fark-
lidir. Plazmid aracili AmpC enzimi lreten K.pneumoniae izolatlarina ait paternler de bir-
birinden farkh bulunmustur. pAmpC pozitif 2 E.coli izolati ayni sus oldugu icin, calisma-
ya alinan sefoksitine direncli izolatlar arasindaki CMY-2 saptanma orani %3.5’e (2/57)
dismektedir.

TARTISMA

Plazmid kokenli AmpC beta-laktamazlar GSBL'lere gére daha az yaygin olmakla bera-
ber, daha genis bir antibiyotik diren¢ profili sergilemeleri acisindan onemlidir. Simdiye
kadar bildirilmis dokuz pAmpC enzim ailesi (CMY, ACC, ACT, CFE-1, DHA, FOX, LAT-1,
MIR, MOX) ve bu aileler icerisinde 150’den fazla enzim bulunmaktadir?®. Bu beta-lakta-
mazlari lreten izolatlarin hastanemizdeki sikliginin ve enzim tiplerinin belirlenmesi ama-
cayla yapilan calismamizda, E.coli izolatlarinda AmpC beta-laktamaz ailesinden CMY en-
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zim ailesine ait CMY-2 gen bolgesi ve K.pneumoniae izolatlarinda da ACT enzim ailesine
ait ACT-1 gen bdlgesi belirlenmistir. CMY-2 benzeri enzimler plazmid aracih AmpC en-
zimleri arasinda tiim diinyada en yaygin olanlardir?'-2? ve diger CMY varyantlari icin 6n-
ciil olabildigi diistinilmektedir?. Ulkemizde yapilan calismalarda da, CMY-2 iireten E.co-
li ve K.pneumoniae izolatlari saptanmistir®*-27.

Plazmid kokenli ACT benzeri enzim (reten ilk izolat Amerika’dan rapor edilmistir®. Bu
enzim K.pneumoniae tiriinde, CMY enzimlerinin E.colide bulunmasi kadar sik degildir.
1996-2006 yillari arasinda sefalosporinlere direncli K.pneumoniae izolatlariyla yapilan ¢a-
ismalara bakildiginda, pAmpC prevalansinin tlkelere ve kurumlara gére degismekle bir-
likte %2.6-55 arasinda yer aldigi gériilmektedir>?®2?. Bu calismalarda en sik belirlenen
enzim tipi yine CMY benzeri enzimlerdir. ikinci ve Gi¢linci sirada ise DHA-1 ve ACT-1 ben-
zeri enzimler gelmektedir. Turkiye verilerine bakildiginda K.pneumoniae izolatlariyla yapi-
lan calismalarda ACT-1'in icinde bulundugu ACT enzim grubuna ait beta-laktamaz Ureti-
minin gdsterildigi baska bir calismaya rastlanmamistir??’, Coskun ve arkadaslarinin? ay-
ni multipleks PCR yontemiyle taradigi K.pneumoniae izolatlarinda CIT ve MOX grubuna
ait gen bélgeleri saptanmustir. Yilmaz ve arkadaslarinin?’ 2013 yilinda yayinlanan calisma-
larinda ise, iki tir icin de CIT ve MOX grubu gen bdélgelerinin daha yaygin oldugu goste-
rilmistir. Bu calismalarin her ikisi de farkli kurumlarda ve 2009 yili izolatlariyla yapilmistir.
Saptanan enzim ailelerinin ve bulunduklan tirlerin bizim calismamizdan farkh olmasinin,
farkh kurumlarda uygulanan antibiyotik kullanim politikalari ve yine bu kurumlara basvu-
ran/tedavi goren hasta gruplarinin 6zelliklerinden kaynaklanabilecegi distinulmustur.

Calismamizda, sefoksitine direncli tim izolatlarin %8.8'inde pampC genleri saptan-
mustir. Sefoksitin direnci, sadece AmpC enzim uretimine bagh degildir. Karbapenemaz-
lar, bazi A sinifi beta-laktamazlar ve dis membran porin kaybi sefoksitin direncine yol aca-
bilmektedir?. Calismamiz karbapeneme duyarli izolatlari kapsadigindan, sefoksitin diren-
cine sebep olabilecek faktorler arasinda karbapenemaz tretimi bulunmamaktadir; ancak
diger iki secenek sefoksitin direncine yol acmis olabilir. Ayrica E.coli izolatlari icin bu di-
reng, kromozomal ampC geninin yiiksek ekspresyonuyla daolusabilmektedir. Bir diger
neden ise, ¢cok sayida pampC geni (173 adet) bulunmasina karsin, uygulanan PCR yon-
temiyle bunlardan en sik gorilenlerin yakalanabilmesi ve 6zellikle yeni bulunan bazi gen-
lerin (MOX-5, MOX-6, MOX-7, ACT-5, ACT-6, ACT-7, ACT-14, ACT-15, ACT-16) sapta-
namamas! olabilir?°.

Calismamizda karbapenemlere direncli izolatlar PCR taramasi icin secilmemistir. Bu
durum, kan kilttrlerinde treyen K.pneumoniae’da karbapenemaz (OXA-48) Uretiminin
%30'u gectigi (2011'de %52.6, 2012’de %31.3, 2013 ilk li¢ ayinda %66.7) kurumu-
muz i¢in dogru bir secim kriteri olarak goriilmektedir. Ancak sikhgr disiik olmakla birlik-
te bazi calismalarda®3° bildirilmis olan, pAmpC iiretimi ve porin kaybi ya da pAmpC ya-
ni sira karbapenemaz Gretimi gibi birlesik mekanizmalarin degerlendirmeye alinmamasi
nedeniyle, pAmpC prevalansinin oldugundan distk gorilmesine yol acmis olabilir. Ca-
hsma izolatlarinda, uygulanan PCR yonteminin tespit edebildigi MOX, DHA, ACC ve
FOX gen boélgelerinden herhangi birine ait pozitiflik bulunmamugtir.
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Sonug olarak, PFGE sonuclari da degerlendirmeye alindiginda 2007-2012 yillarini kap-
sayan sure zarfinda kurumumuzda AmpC prevalansi distiktiir; ancak 2011-2012 yillarin-
da saptanan sefoksitine direncli izolatlar arasinda artma egilimi gostermektedir (2009 yi-
linda %5.6, 2011 yihinda %16.7, 2012 yilinda %50). Bu durum, enfeksiyon kontrol on-
lemlerinin alinmasi acisindan bir uyari niteligindedir. Bu ¢alisma, kurumumuzda pAmpC
tipleri ve molekiiler epidemiyolojisi konusunda yapilmis ilk ¢alisma olmasinin yani sira,
saptayabildigimiz kadariyla tlkemizde ACT enzimlerinin varligini gosteren ilk calismadir.
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