IORLHNAL ARASTIRMA ORIGINAL RESEARCH I

Deniz Zeh[a L)_LU§AN,a
Nevriye GONULLU®?

“Tibbi Mikrobiyoloji AD,
Istanbul Universitesi )
Cerrahpasa Tip Fakdltesi, Istanbul

Gelis Tarihi/Received: 19.10.2011
Kabul Tarihi/Accepted: 31.05.2012

Bu calisma, iU Bilimsel Arastirma Projeleri
Fonu tarafindan (Proje No 2988) desteklenmis
ve Gulhane Mikrobiyoloji Ginleri Kongresi
(20-22 Nisan 2010, Istanbul)'nde sunulmustur.

Yazisma Adresi/Correspondence:
Nevriye GONULLU

istanbul Universitesi

Cerrahpasa Tip Fakdltesi,

Tibbi Mikrobiyoloji AD, istanbul,
TURKIYE/TURKEY
nevriegonullu@yahoo.com

doi: 10.5336/medsci.2011-26981

Copyright © 2012 by Tiirkiye Klinikleri

1586

Klinik Orneklerden Izole Edilen
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae
Suglarinda Plazmidik AmpC Tipi
Beta-Laktamaz Direncinin Arastirilmasi

The Prevalence of Plasmid-Mediated AmpC
Beta-Lactamases Among Clinical Isolates of
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae

OZET Amag: Gram negatif comaklarda beta-laktam antibiyotiklere kars1 gelisen direncte en
6nemli mekanizma, beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesidir. Bu beta-laktamaz
enzimleri igerisinde plazmidik AmpC tipi beta-laktamazlar, sefamisinleri de igeren genis bir
substrat profiline sahip olmalari, olusturduklar: direncin beta-laktamaz inhibitérleri tarafindan
inhibe edilememesi, bakteriler arasinda ¢oklu antibiyotik direncini yayabilmesi ve saptanmalar1
igin standart yontemlerin olmamasi gibi sebeplerden dolay1 6nemli bir yere sahiptir. Caligma-
mizda, laboratuvarimizda izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae suslarinda plaz-
midik AmpC tipi beta-laktamaz varlif1 aragtirilmistir. Gereg ve Yontemler: Ocak 2008-Eyliil
2008 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinin Labora-
tuvarlarina gelen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen sefoksitine direngli ya da orta duyarl 23
Escherichia coli ve 17 Klebsiella pneumoniae susunda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) y6n-
temi ile, uygun primer dizileri kullanilarak AmpC tipi beta-laktamazlara ait gen bolgeleri aras-
tirilmigtir. Bulgular: Yapilan testlerde PZR ile bir E. coli susunda CMY-2 geni saptanmugtir. PZR
ile pozitif bulunan koken, fenotipik yontemlerden kloksasilin inhibisyon ve modifiye Hodge
testinde pozitif bulunmugtur. Sonug: AmpC tipi beta-laktamaz enzimleri tiim diinyada artan
siklikla goriilmektedir, hastane enfeksiyonu nedeni olabilmektedir ve bu direnci tasiyan et-
kenlerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde ve tanisinda etkin yontemler gelistirmek énemli
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: AmpC beta laktamazlar; ilag direnci, bakteriyel

ABSTRACT Objective: The most important mechanism of beta-lactam resistance in gram-nega-
tive bacilli is the inactivation of antibiotics by beta-lactam enzymes. Among these beta-lactam en-
zymes, plasmidic AmpC type beta-lactamases have a special place as a consequence of the
following reasons: they have a broad substrate profile including cephamycins, the resistance cre-
ated by them cannot be inhibited by the beta-lactamase inhibitors; they can spread a multiple an-
tibiotic resistance among bacteria and finally there are no standard recommended methods for
their detection. In this study, we have examined the availability of plasmidic AmpC type beta-
lactamases among Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae strains in our laboratory. Material
and Methods: Twenty three Escherichia coli and 17 Klebsiella pneumoniae strains resistant or in-
termediately resistant to cefoxitin isolated from the various clinical samples in Cerrahpasa Fac-
ulty of Medicine Department of Clinical Microbiology Laboratories between January
2008-September 2008 were examined. Gene areas of AmpC type beta-lactamases were investi-
gated with polymerase chain reaction (PCR) method by utilization of appropriate primer se-
quences. Results: As a result, a CMY-2 gene was screened in one E. coli strain. Strain detected to
be positive by PCR, was also found to be positive by phenotypic methods such as cloxacilline in-
hibition and modified Hodge tests. Conclusion: AmpC beta-lactamases appear to be increasing in
prevalence around the world, can cause nosocomial outbreaks, and merit further study to define
the best options for detection and treatment.

Key Words: AmpC beta-lactamases; drug resistance, bacterial
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eta-laktamlar, antimikrobiyal ajanlar igeri-
Bsinde en stk kullanilan antibiyotiklerdir.

Ancak son zamanlarda bu antibakteriyel
ajanlarin yaygin kullanimina paralel olarak beta-
laktam antibiyotiklere diren¢ oranlar1 giderek
artmaktadir. Gram negatif bakterilerde bu antibi-
yotiklere kars1 gelisen direncte en 6nemli meka-
nizma beta-laktamaz enzimlerinin {iretimidir. Yeni
bulunan beta-laktamazlarin sefamisinleri, oksimino
sefalosporinleri, monobaktamlari ve karbapenem-
leri hidrolize etmesi terapdtik segceneklerin kisit-
lanmasina ve tedavi basarisizliklarina neden

oldugundan endiseleri arttirmaktadir.!

Bush-Jacoby-Medeiros Grup 1, Ambler sinif
Cde bulunan AmpC beta-laktamazlar; plazmid ara-
cil1 ve kromozomal olmak tizere iki tiptir. Plazmid
aracili enzimler, kromozomal AmpC beta-lakta-
mazlara benzer sekilde penisilinleri, oksimino se-
falosporinleri, sefamisinleri ve degisken olarak
aztreonami igeren genis spektrumlu bir beta-lak-
tam direnci olustururlar.

Direng genleri, plazmid {izerinde bulundukla-
rinda, beraberinde bagka antibiyotiklere direncin
tasginmasina ve ila¢ direncinin bakteriler arasinda
yayilmasina neden oldugundan, tanimlanmalar:
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde 6nemlidir.?3

Bu 6nemli direncin tespitinde Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) tarafindan 6ne-
rilmig herhangi bir kriter yoktur.* Bu nedenle
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda AmpC
beta-laktamaz iireten suslarin saptanmasi sorun ya-
ratmaktadar.

Calisgmamizda Ocak 2008-Eylil 2008 tarihleri
arasinda Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’na gelen ¢e-
sitli klinik 6rneklerden izole edilen sefoksitine orta
duyarh ya da direncli E. coli ve K. pneumoniae sus-
larinda, plazmidik AmpC beta-laktamazlarin yay-
ginliginin ve tiplerinin saptanmasi amaglanmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Ocak 2008-Eyliil 2008 tarihleri ara-
sinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlari’na ardisik izole edi-
len toplam 1846 E. coli ve K. pneumoniae (1340
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E.colive 506 K. pneumoniae) izolat1 sefoksitin di-
renci agisindan taranmugtir. Sefoksitine orta duyarh
ya da direngli bulunan 23 E. coli ve 17 K. pneumo-
niae izolat1 incelenmeye alinmigtir.

[ZOLATLARIN TANIMLANMASI

Bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasinda rutin
yontemler kullanilmigtir.® Klasik yontemlerle ta-
nimlanamayan suslar Vitek 2 (BioMerieux, Fransa)
otomatize sistemle tanimlanmigtir.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Suslarin antibiyotik duyarlhiliklarinin belirlenme-
sinde disk diftizyon ve agar diliisyon yontemleri
kullanilmagtir.®

Disk Difiizyon Yontemi

Calismamizda incelenecek suglarin antibiyotik du-
yarlilik durumlarinin arastirilmasi amaciyla ampi-
silin (10 pg), sefazolin (30 pg), sefuroksim (30 pg),
sefoksitin (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftazidim (30
pg), sefpodoksim (10 pg), sefepim (30 pg), aztreo-
nam (30 pg), imipenem (10 pg), amoksisilin-klavu-
lanat (20/10 pg), ampisilin-sulbaktam (10/10 pg),
piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), sefotaksim-kla-
vulanat (30/10 pg), seftadizim-klavulanat (30/10
pg), gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg), netilmi-
sin (30 ug), siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5
pug), norfloksasilin (10 pg), trimetoprim-sulfome-
toksazol (1,25/23,75 pg), nitrofurantoin (300 pg)
diskleri (Oxoid, UK) kullanilmigtir.

Antibiyogramlarin degerlendirilmesinde CLSI
standartlar1 kullanilmistir.® Sefoksitine orta duyarh
ya da direncli olan izolatlar ileri incelemeye alin-
mistir.

Agar Diliisyon Yontemi

Calismaya alinan izolatlarin minimal inhibitr
konsantrasyon (MiK) degerleri CLSI standartlarina
uyularak agar diliisyon yontemi ile saptanmustur.
Ampisilin (Fako), sefoksitin (Bilim), sefotaksim,
seftazidim, amikasin (I.E. Ulagay), sefepim (Mus-
tafa Nevzat), imipenem (Merck Sharp&Dohme),
siprofloksasin, gentamisin (Sigma) icin MiK deger-
leri belirlenen aralikta iki kat seri diliisyon yapila-
rak belirlenmigtir.
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Agar diliisyon yonteminde ATCC 25922 E. coli
ve ATCC 29213 S. aureus kontrol suslar1 kullanil-
mistir.

FENOTIPIK YONTEMLER

Kloksasilin inhibisyon Testi

Agar diliisyon yontemiyle sefotaksim ve seftazidim
MIK degerleri belirlenirken, paralelinde 100 pg/ml
kloksasilin eklenerek bu antibiyotiklerin seri
diliisyonlar: da hazirlanmistir. Kloksasilin-sefa-
losporin igeren besiyerlerinde bulunan MIK de-
gerlerinde, kloksasilin bulunmayan besiyerlerinde
saptanan MIK degerlerine gére >2 kat azalma ol-
mas1 pozitif kabul edilmigtir.”

Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testi Yong ve ark.nin yontemine
uygun olarak metallo-beta-laktamazlarin tespitinde
kullanilan imipenem diski yerine sefoksitin diski
yerlestirerek yapilmigtir.®

MOLEKULER YONTEMLER

Plazmid izolasyonu

Sefoksitin direngli ya da orta duyarl bulunan susla-
rin plazmid ekstraksiyonu AbsoGene Plasmid DNA
Isolation Kiti (RTA, Tirkiye) kullanilarak tretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda yapilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR’de arayacagimiz gen boélgelerini ¢ogaltmak
icin kullanilan primerler Tablo 1’de gosterilmistir.’
Pozitif kontrol olarak CMY-2 iireten kontrol sus
Prof.Dr. Adolf Bauernfeind’dan (Micoer Institute,
Miinih, Almanya) temin edilmistir.

PZR yo6ntemi son hacmi 25 pL olacak sekilde
gerceklestirildi. Bu amagla temel amplifikasyon
karigimi 1. ve 2. asama PZR iglemleri i¢in 2,5 pL
10x Taq polimeraz tamponu (100 mM Tris HCI ve
500 mM KCl), 1,5 pL MgCl2 (25 mM), 0,5 pL
dNTP karigtmi (her bir dNTP’den 25 mM) ve
0,125 pL Taq Polimeraz (5 U/pL) seklinde hazir-
landi. Bu karigima 1. agsama PZR i¢in Tablo 1’de
verilen ilgili genlere ait 1. agama diiz ve ters pri-
merleri (25 pmol/pL) her biri 0,5 pL olacak se-
kilde eklendi. Karigima ayrica 5 pL 6rnek DNA’s1
eklendi. Birinci asama PZR reaksiyonuna 14,5 pL
DNaz RNaz icermeyen deiyonize su eklenerek 25
uL’lik son hacim elde edildi. Ikinci asama PZR
icin Tablo 1’de verilen ilgili genlere ait 2. agsama
diiz ve ters primerleri (25 pmol/pL) her biri yine
0,5 pL olacak sekilde eklendi. Karigima hedef
DNA olarak 1. agama iiriinii 1 pL. hacminde ek-
lendi. 2. asama PZR reaksiyonuna 18,5 pL. DNaz
RNaz icermeyen deiyonize su ilavesi ile 25 pL’lik
son hacim elde edildi.

TABLO 1: Kullanilan primerlerin DNA dizisi, nlkleotid pozisyonu, ortalama boyutlari.
Gen ve primerin adi DNA dizisi Niikleotid pozisyonu Ortalama boyut (bp)
blacuy-1, blarox, blayox
C1 5-GAGCAGACCCTGTTCGAGAT-3 570 846
c2 5-GATTGGCCAGCATGACGATG-3' 1416
C3 5-TACTCCAACCCCAGCATAGG-3 852 519
C4 5-CCACATAGGCGCCAAAGCC-3 1371
blagyy, blaampccirobaster freundiy PlaLaT: blag
CA1 5-TGCTGCTGACAGCCTCTTTC-3' 71 1106
CA2 5-TTTCAAGAATGCGCCAGGCC-3 177
CA3 5-GCGATCCGGTCACGAAATAC-3 359 426
CA4 5-ATAACGCTGGATTTCACGCCA-3' 785
blayg, bIaAmpC(Enterobaderiaceae)v blasct
M1 5-CTATAAGTAAAACCTTCACCGG-3 1178 870
M2 5-TATGCCGCCTCAACGCGTG-3 2048
M3 5-TGCGCTTTTATCAAAACTGGCA-3 1382 585
M4 5-GCCACGTAGCTGCCAAACC-3 1967
1588 Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)
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Gerek 1. asama gerek 2. asama PZR yonte-
minde 6ncelikle 95°C’de 2 dakikalik ilk denatii-
rasyon agamasl uygulandi ve ardindan 45
dongiiliik 95 °C’de 30 saniye, 50 °C’de 1 dakika ve
72°C’de 2 dakikalik dongiisel ¢ogaltma programi
uygulandi. Cogaltma sonras: tiriinler 72°C’de 5 da-
kikalik inkiibasyon ile son uzama iglemine tabi tu-
tuldu ve 4°C’de ileri iglemler uygulanincaya kadar
saklandi.

Amplifikasyon isleminin ardindan PZR
iiriinleri etidyum bromiir (EB) iceren 0,5 X TBE
ile hazirlanan %1’lik agaroz jel elektroforezi ile
incelendi. Bunun icin PZR iiriinlerinden 7 pL ali-
narak 3 pL yiikleme tamponu ile karigtirild1 100
V’da 1 saat yiriitiildd. Olusan bantlar ultraviyole
transliiminatorde incelendi.

DNA Dizi Analizi

PZR ile plazmidik AmpC beta-laktamaz varlig: sap-
tanan Ornekte ikinci asama PZR primerleri kulla-
nilarak dizi analizi yapildi. Jelde ylriitme
isleminden sonra kesilen DNA bandi High Pure
PZR Product Purification Kit’i (Roche Applied Sci-
ence, USA) kullanilarak saflagtirildi. Saflastirilan
PZR iiriint “cycle sequencing” isleminde kulla-
nildi. “Cycle sequencing” islemi i¢in 95°C’de 7,5 da-
kikalik ilk denatiirasyon ve sonrasinda 35 dongiiliik
95°C’de 20 saniye, 50°C’de 20 saniye ve 60°C’de 4

dakikadan olusan program kullanildi.

Daha sonra “cycle sequencing” tiriinil igeri-
sinde Sephadex G50 (Sigma, ABD) bulunan kolon-
dan gecirilerek saflastirildi, saflastirilan iiriin ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
ABD) cihazina yiiklendi. Elde edilen dizi DNA Star
programi igerisinde yer alan Seqman programu ile
diizeltildi, diizeltilen dizi internet iizerinde BLAST
programi kullanilarak gen bankasindaki dizilerle
karsilastirildi ve CMY-2 ile %100 uyumlu bulundu.

Konjugasyon Deneyi

PZR testi ile plazmidik AmpC pozitif bulunan
susun sefoksitine direng 6zelligini alic1 E. coli K12
Rif* alic1 susuna aktarip aktarmadig konjugasyon
deneyi ile arastirildi. Bunun i¢in PZR ile AmpC po-
zitif saptanan sefoksitin direncli, laktoz pozitif
susun (verici) ve alici susun (E. coli K12 Rif® /se-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)

foksitin duyarli, laktoz negatif) 24 saatlik kiiltiirle-
rinden alinan koloniler, 5 mL Miiller Hinton
broth’a ekildi ve 37°C’de ¢alkalamali etiivde 4 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her tiipten
birer mililitre alinarak karigtirildi. Yirmi dort saat
370C de inkiibe edilen karigim, sefoksitin (1 pg/mL)
iceren Mac Conkey besiyerine ekildi, {ireyen laktoz
negatif kolonilerin tanimland: ve antibiyotik du-
yarliliklar: aragtirildi.

I BULGULAR

Sefoksitine orta duyarli ya da direncli bulunan 23
E. coli ve 17 K. pneumoniae susu gelen idrar
(n=26), hemokdltir (n=5), yara striintiisit (n=1),
balgam (n=1), doku parcasi (n=2), biyopsi 6rnegi
(n=1), apse (n=2), asit s1vis1 (n=2), amputasyon 01-
negi (n=1), aspirasyon o6rnegi (n=1) gibi gesitli kli-
nik érneklerden izole edilmistir. Orneklerin %
47,5’1 yatan hastalardan, kalan %52,5’1 ayaktan te-
davi edilen poliklinik hastalarindan gelmistir.

23 E. coli susunun 12’sinde (%5223 E. coli su-
sunun 12’sinde (%5223 E. coli susunun 12’sinde
(%5223 E. coli susunun 12’sinde (%5223 E. coli su-
sunun 12’sinde (%5223 E. coli susunun 12’sinde
(%5223 E. coli susunun 12’sinde (%5217 K. pneu-
moniae susundan 13’inde (%76.5) GSBL tespit
edilmistir.

E. coli izolatlarinin disk difiizyon testi sonug-
lar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.

K. pneumoniae suglarinin disk difiizyon testi
sonuglar1 Tablo 3’te 6zetlenmistir.

AGAR DILUSYON TESTi SONUCLARI

Agar dilisyon yontemi ile E. coli izolatlarinin
%82,6’s1 sefoksitine direncli, %17,4’ti sefoksitine
orta duyarli bulunmustur. E. coliizolatlarinda am-
pisiline %91,3 ve siprofloksasine %73,9 oraninda
direng saptanmustir. Imipenem ve amikasin en et-
kili antibiyotikler olarak bulunmustur.

K. pneumoniae izolatlarinin %88,2’si sefoksi-
tine direncli, %11,8’i sefoksitine orta duyarli bu-
lunmugtur. K. pneumoniae izolatlarinda ise
sefotaksime %58,8, seftazidime %64,7, sefepime
%064,7 ve siprofloksasine %76,5 oraninda direng

saptanmugtir. E. coli izolatlarina benzer sekilde imi-
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TABLO 2: E. coliizolatlarinin disk difiizyon ydntemi ile
belirlenen antibiyotik duyarliliklari.

Duyarhlik durumu (%)/

Antibiyotikler S | R

Ampisilin 43 43 91,3
Aztreonam 478 13 39,1
Sefoksitin = 65,2 34,8
Sefpodoksim 26,1 - 73,9
Sefotaksim 47,8 8,7 43,5
Seftazidim 65,2 8,7 26,1
Sefepim 56,5 17,4 26,1
Sefuroksim 17,4 8,7 73,9
Sefazolin 17,4 8,7 73,9
Amoksisilin-klavulanat 17,4 39,1 43,5
Piperasilin-tazobaktam 82,7 13 4,3
Ampisilin-sulbaktam 17,4 21,7 60,9
imipenem 100 - -

Amikasin 60,9 43 34,8
Gentamisin 52,2 = 47,8
Netilmisin 60,9 26,1 13

Siprofloksasin 21,7 - 78,3
Norfloksasin 21,7 - 78,3
Levofloksasin 21,7 - 78,3
Trimetoprim-Sulfometoksazol ~ 60,9 43 34,8

S: Duyarli; I: Orta duyarli; R: Direngli.

penem ve amikasin en etkili antibiyotikler olarak
saptanmigtir.

Suslarin MIK degerleri Tablo 4’te gériilmekte-
dir.

PZR ile CMY-2 pozitif saptanan izolat sefoksitin
MIK degeri >256 pg/mL olan tek izolattir (Tablo 4).

FENOTIPiK YONTEMLERIN SONUCLARI

K. pneumoniae izolatlarindan biri kloksasilin inhi-
bisyon testi ile, 10’u modifiye Hodge testi ile pozi-
tif bulunmus, pozitif kokenlerden higbirinde
molekiiler yontemlerle plazmidik AmpC beta-lak-
tamaz saptanamamistir. E. coli izolatlarindan altisi
kloksasilin inhibisyon testi ile, 12’si modifiye
Hodge testi ile pozitif bulunmustur. Sadece bir E.
coli izolatinda PZR ile CMY-2 tipi plazmidik
AmpC beta-laktamaz saptanmigtir. CMY-2 geni
saptanan E. coli izolat1 hem kloksasilin inhibisyon
testi hem de modifiye Hodge testi ile pozitif bu-
lunmugtur (Tablo 4).

1590

PZR TESTi VE DNA Dizi ANALIZi SONUCLARI

PZR testiile bir E. coliizolatinda CMY-2 geni sap-
tanmis ve DNA dizi analizi ile dogrulanmigtir. Po-
idrar

zitif izolat bir poliklinik hastasinin

orneginden izole edilmistir (Resim 1).

Yapilan konjugasyon deneyinde PZR ile
AmpC pozitif bulunan izolatin alic1 izolata sefoksi-
tin direncini aktaramadig1 gosterilmistir.

Plazmidik AmpC beta-laktamazlarin siklig
E.coliizolatlar1 arasinda % 0,07 (1/1340 izolat) ola-
rak saptanmistir. K. pneumoniae izolatlar1 arasinda
saptanamamistir.

I TARTISMA

Plazmid bagimh AmpC beta-laktamaz enzimleri ilk
olarak 1988 yilinda E. coli ve K. pneumoniae izo-
latlarinda bildirilmigstir. Bu enzimlerin plazmidler
yoluyla bakteriler arasinda yayilabilmesi enfeksi-
yon hastaliklarinin tedavisinde sorunlara sebep ol-

TABLO 3: K. pneumoniae suslarin disk diflizyon
yontemi ile belirlenen antibiyotik duyarliliklari.

Duyarlihk durumu (%)/

Antibiyotikler S | R
Ampisilin = = 100
Aztreonam 17,6 11,8 70,6
Sefoksitin - 41,2 58,8
Sefpodoksim 17,6 59 76,5
Sefotaksim 235 29,4 47,1
Seftazidim 412 11,8 47
Sefepim 58,8 11,8 29,4
Sefuroksim 59 11,8 82,3
Setfazolin 11,8 - 88,2
Amoksisilin-klavulanat 23,5 471 29,4
Piperasilin-tazobaktam 41,2 17,6 41,2
Ampisilin-sulbaktam 29,4 23,5 471
imipenem 100 - -
Amikasin 471 58 471
Gentamisin 82,4 - 17,6
Netilmisin 82,4 58 11,8
Siprofloksasin 23,5 = 76,5
Norfloksasin 235 58 70,6
Levofloksasin 235 - 76,5
Trimetoprim-Sulfometoksazol 82,4 - 17,6

S: Duyarli, I: Orta duyarli, R: Direnli.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)
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TABLO 4: izolatlarin MK degerleri, GSBL sonuglari, PZR ve fenotipik yontemlerin bulgulari.

E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
E13
E14
E15
E16
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17

GSBL

+

+ + o+ o+

+ 4+ + o+

AmpC
beta-
laktamaz

AM
512
>512
>512
256
64
512
>512
>512
>512
>512
>512
256
256
>512
>512
>512
64
>512
>512
256
>512
4
4
>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512
64
>512
64
>512
>512
>512
>512

CAZ
16
16
64
16

0,25
0,5

>512
32
2
32
32
0,5
4
32

128

0,25
0.5
64
256
64
1
64
8
64
16
32
64
0,5
512
1
32
256
8
128

CTX
8
512
64
4
0,06
0,5
>512
128

256
128
0,5

64
512
256
0,12
256

32
05
256
0,06
0,12
512
1024
256
0,06
512

32
256

32
256
512

05

64

05
256

32

32

64

FOX
128
32

>256
128

16
128
32
128
32
32
256
64
32
32
32
128
64

32
32
16
32
32
128

FEP
0,25
>256

0,25
0,12

256
64

64
64

0,12
64
256
128
0,06
64
64
05
0,5
0,12
0,25
256
>256
128
0,5
128
64
64
8
64
128
05
32
0,25
64
16
64
2

IPM
05
05
0,25
0,12
0,25
05
05
0,25

0,25
05
0,25

0,25
05
05
05
0,25
05
0,25
05
05
05
0,25
05
05
05
0,25
1
2
05
05
1
05
0,25
0,25
05
05
0,25
05

GM
0,5
05
128

05

64
128

256
128

0,25
128
>256

128
>256

32
05
0,5

05
0,25

0,25
128
05
0,5
128
0,5
0,5
2
0,25
1

CIp
0,03
32
64
0,03
0,06
>128
>128
>128
128
>128
>128
64
0,03
128
0,03
128
0,03
>128
64
>128
64
128
32
>128
>128
>128
16
>128
0,03
>128
64
128
128
64
>128
0,5
>128
>128
0,12
0,03

Kloksasilin Modifiye
Hodge
testi

inhibisyon
testi

+ o+ o+ o+ +

+

AM: Ampisilin; CAZ: Seftazidim; CTX: Sefotaksim; FOX: Sefoksitin; FEP: Sefepim; IPM
lu beta laktamaz. .

maktadir. Calismamizda klinik 6rneklerden siklikla

izole edilen E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda

plazmidik AmpC varligi molekiiler ve fenotipik

yontemlerle aragtirilmisgtir.
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: imipenem; AN: Amikasin; GM: Gentamisin; CIP: Siprofloksasin; GSBL: Genislemis spektrum-

Plazmidik AmpC tipi beta-laktamazlarin sik-

l1g1 ve tipleri birgok iilkeden bircok arastirmaci

tarafindan ¢aligilmig ve bu ¢aligmalarda farkli so-

nugclar elde edilmistir.
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Ulusan ve ark.

T1ibbi Mikrobiyoloji

500 bp

RESIM 1: CMY-2 pozitif saptanan susun PZR sonucu.
Siitun 1: CMY-2 pozitif kontrol (519 bp)

Siitun 2: Negatif kontrol

Siitun 5: CMY-2 pozitif saptanan sus

Stitun 8: 100 basamakli size marker.

Empel ve ark. Polonya’da 2003-2004 yillar1
arasinda 13 hastanede yatan hastalardan izole edi-
len 2388 Enterobacteriaceae kokeninde plazmidik
AmpC tipi beta-laktamaz varligimi arastirmislar, 71
Proteus mirabilis susundan 19'unda CMY-15, dor-
diinde CMY-12, bir susta CMY-38 bulmuslardir.'©

Yamasaki ve ark. tarafindan Japonya’'da ya-
pilan calismada toplam 22.869 Enterobacteriaceae
susu plazmidik AmpC beta-laktamaz varlig1 aci-
sindan aragtirilmistir ve 20 CMY-2, 6 DHA-1, 2
CMY-8 ve 1 MOX-1 tipi plazmidik AmpC tipi
beta-laktamaz saptanmigtir.!!

Hanson ve ark.nin 2005 yilinda Amerika’da
yaptig1 calismada gesitli kliniklerde yatan ve ayakta
tedavi edilen hastalarin idrar yolu enfeksiyonlarin-
dan izole edilen 1433 E. coli ve 214 Klebsiella spp.
susuna CLSI 6nerilerine gore disk difiizyon testi ya-
pilmus, sefoksitin ve sefpodoksim duyarlili1 azal-
mis 75 E. coli, 14 Klebsiella spp. susunda AmpC
beta-laktamaz varlig: arastirilmistir. Dokuz E. coli
susunda (%12) ve bir K. pneumoniae (%7) susunda
PZR ve dizi analizi ile CMY-2 tipi plazmidik AmpC
beta-laktamaz tespit edilmistir.!2

Adler ve ark.nin 2006-2007 y1llar1 arasinda Is-
vigre’de yaptiklar: ¢aligmada cesitli klinik 6rnek-
lerden izole edilen 3217 sustan (2434 E. coli, 174
K. oxytoca, 459 K. pneumoniae, 8 Klebsiella spp.,
134 P. mirabilis, 7 Salmonella enterica ssp. enterica
ve 1 Shigella flexneri) sefoksitin direngli 124 susta
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(103 E. coli, 3 K. oxytoca, 18 K. pneumoniae) mul-
tipleks PZR yontemi ile plazmidik AmpC beta-lak-
tamaz varlif1 aragtirilmigtir. '* Bes E.coli susunda
plazmid bagimli AmpC beta-laktamaz saptamislar-
dir.B3

Woodford ve ark. tarafindan 2004-2006 yallar1
arasinda Ingiltere’de, 135 E. coli ve 38 Klebsiella
spp. susunda plazmidik AmpC tipi beta-laktamaz
varlig: aragtirilmigtir. ' Bu ¢aligmada, E. coli susla-
%49 unda,
%055’inde plazmidik AmpC enzimi saptanmaistir.

rinin K. pneumoniae suslarinin
AmpC tipi beta-laktamaz saptanan suslarin, 601
CMY-23, 14’ ACC tip beta-laktamaz, 11’1 FOX tipi
beta-laktamaz, {i¢ sug ise DHA tipi AmpC beta-lak-

tamaz olarak tespit edilmisgtir.'*

Ulkemizde AmpC beta-laktamaz varliginin
aragtirilmast ile ilgili ilk ¢caligma 1995 yilinda Bal ve
ark. tarafindan yapilmigtir. > Bébrek nakli yapilmig
hastalardan izole edilen 14 ¢ogul direncli K. pneu-
moniae susunda CMY-2 tipi AmpC beta-laktamaz
saptanmigtir. >

Demirbakan ve ark. 2005-2006 y1llar1 arasinda
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesinde yaptiklari
calismada, sefoksitine direncli ya da az duyarh 14
Klebsiella spp. ve 27 E. coli susundan iki E. coli izo-
latinda CMY-2 tipi AmpC beta-laktamaz varlig:
saptamiglardir.'®

Calismamizda taranan toplam 1340 E. coli susu
arasinda sefoksitine direnc¢li bulunan 22 E. coli su-
sundan PZR testi ile bir CMY-2 tipi AmpC beta-
laktamaz (% 0,07) saptanmistir. Bu oran Avrupa,
Asya ve Amerika iilkeleriyle uyumludur." K. pneu-
moniae izolatlarinda plazmidik AmpC tipi beta-
laktamaz bulunamamigtir. CMY-2 pozitif bulunan
E. coli susu, fenotipik yontemlerden modifiye
Hodge ve kloksasilin inhibisyon testlerinin her iki-
sinde de pozitif bulunmustur. Gerek modifiye
Hodge testi, gerek kloksasilin inhibisyon testi ile
pozitif sus sayisinin PZR’ye gore daha fazla olmasi,
laboratuvar kosullarina ve yorum giigliiklerine bag-

lanmigtir. 1718

Plazmidik AmpC geni tasiyan suslar plazmid
tizerinde AmpC genine ek olarak diger ila¢ direng
genlerini de siklikla tagidigindan plazmid kokenli
AmpC beta-laktamaz saptanan suglarda genellikle
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¢oklu ilag direnci vardir. Ayrica bu suslarda plaz-
midik AmpC beta-laktamaz enzimlerine ek olarak
dis membran gecirgenliginin azalmas: ile karbape-
nem direnci gelisebilir.

Ding ve ark.nin Cin’de yaptiklar1 ¢alismada
494 E. coli ve 637 K. pneumoniae susunda multip-
leks PZR yontemi ile 74 kokenin plazmid bagimlh
AmpC beta-laktamaz iirettigini saptamislar, bulu-
nan AmpC pozitif kokenlerin %74,4’ti gentamisin,
%38,5’1 amikasin, %75,6’s1 siprofloksasiline diren-
¢li bulunmustur. 1 Kékenlerin hepsi imipeneme
duyarli olarak bildirilmistir."

Caligmamizda da CMY-2 pozitif saptanan E.
coliizolati gentamisine ve siprofloksasiline diren-
¢li, amikasine ve imipeneme duyarli bulunmus-
tur.

Plazmidik AmpC beta-laktamaz saptanan sug-
larla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde 6ncelikle
karbapenemler kullanilmalidir. Suslar florokino-
lonlara duyarli bulunursa, florokinolonlar diger bir
tedavi secenegi olabilir. Ayrica yeni antibiyotikler-
den tigesiklin de onerilebilir.

Sonug olarak, diinyayla paralel sekilde beta-
laktam antibiyotiklerin sik kullanildig iilkemizde,
AmpC tipi beta-laktamaz yayginliginin saptan-
masi, bu dirence sahip etkenlerle olusan enfeksi-
yon hastaliklarinin tedavisinde etkin yontemler
gelistirilmesinde ve saglam bir epidemiyolojik
veri olusturulmasinda 6nemlidir. Ancak izolatlari-
mizin azlig1 g6z ontine alindiginda, bu konuda ya-
pilan caligmalarin ¢ok merkezli yapilmasinin ¢ok
daha faydali olacag: bir gercektir.
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