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1. GIRIS

Direng¢li mikroorganizmalar, genellikle hastane kaynakli infeksiyonlara
neden olsalarda, giintimiizde toplum kokenli infeksiyonlarda da karsimiza
¢ikmaktadirlar. Bu durum tedavi maliyetini arttirdigi gibi, mortalite oraninda da
artisa yol agmaktadir.

Gram negatif enterik basiller hastane kaynakli infeksiyon etkenleri
arasinda on sirada yer almaktadirlar. Beta laktam ajanlar Gram negatif bakterilerin
neden oldugu infeksiyonlarda genis etki spektrumlari ve giivenli olmalari
nedeniyle tiim diinyada yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Basta
Enterobacteriaceae liyeleri olmak iizere Gram negatif bakterilerde beta laktam
antibiyotik direncindeki en Onemli mekanizma beta laktamaz sentezidir.
Giintimtizde substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik, hidrolitik
etkinlik gibi ozellikler agisindan farkli, dortylizden fazla beta laktamaz
tanimlanmustir (1).

Fenotipik olarak sinif C (AmpC) beta laktamazlar, Bush-Jacoby-Medeiros
siiflandirmasina gore grup 1 beta laktamazlar igerisinde yer almaktadirlar (2, 3).
Bu enzimler Salmonella ve Klebsiella tiirleri disinda hemen tiim Gram negatif
bakterilerce degisik oranlarda olugturulan enzimlerdir. Ttim diinyada yaygin olan
bu enzimlerin sayisi giiniimiizde otuza ulagmistir.

Tipik olarak penisilinleri ve sefalosporinlerin ¢ogunu inaktive edebilme
yeteneginde olduklarindan ¢oklu beta laktam direncine yol agabilmektedirler.
AmpC {ireten suslarin tedavisinde oldukca kisitli segenek olmakla beraber,
karbapenemler ve kinolonlar bu mikroorganizmalarin yol ag¢tig1 infeksiyonlarda
kullanim1 6nerilen antibiyotiklerdir.

AmpC beta laktamazlarin saptanmasinda Clinical Laboratory Standards
Instutite  (CLSI)’nin Onerisi bulunmamaktadir (4). Antibiyotik duyarlilik
testlerinde  sefoksitine ve seftazidim, seftriakson gibi {glincli kusak
sefalosporinlere direncin varli§i, o mikroorganizmada AmpC enziminin
olabilecegini diistindiirmektedir. Antibiyotik duyarlilik testi sonucunda sefoksitine
ve l¢lincti kusak sefalosporinlere direnci olan bir sugda; ti¢ boyutlu test gibi
fenotipik testlerde pozitifligin saptanmasi, izoelektrik odaklama yontemiyle (IEF)

enzimin uygun izoelektrik noktaya (pl) sahip olmasi ve tiim bunlarin molekiiler



testler ile desteklenmesi, AmpC beta laktamaz varligini gostermede kullanilan
yontemlerdir.

Calismamuzda, Escherichia coli (E. coli) ve Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae)’nin sefoksitine direngli suslarindaki plazmid kaynakli AmpC beta
laktamaz sikligini, ti¢ boyutlu test, IEF, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemleriyle belirlemek ve direng genlerinin arastirilmasinda altin standart olan

DNA dizi analizi ile bolgemizdeki direng tiplerini belirlemek amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

1929 yilinda Fleming bazi bakterilerin penisilinler tarafindan inhibe
olmadigint gozlemlemistir. 1940 yilinda Abraham ve Chain tarafindan E. coli’ den
elde edilen ekstrenin penisilinin etkisini ortadan kaldirdiginin gosterilmesi ile beta
laktamaz enzimi varlig1 dogrularimistir. Abraham ve Chain elde ettikleri enzime
"penisilinaz" adin1 vermislerdir (5, 6).

Yine 19401 yillarda Kirby disk duyarlilik testlerini gelistirmis, 1944
yilinda, stafilokoklarin penisiline duyarli ve diren¢li suslarini karsilastirdiginda
penisiline direngli olanlarda bu enzimin bulundugunu saptamistir. Caligmalar
1960'l1 yillara kadar stafilokoklarin penisilinazlari tizerinde yogunlagmis; bu ilacin
yaygin kullanimi sonucu oOnce hastanelerde, daha sonra da toplumda
stafilokoklarda penisilin direnci biiyiik bir artig géstermistir (5, 7).

Daha sonraki yillarda semisentetik penisilinlerin, 1. Kusak
sefalosporinlerin (sefaloridin ve sefalotin) gelistirilmesi ve bu antibiyotiklerin
yaygin olarak kullanima girmesi ile Gram negatif bakterilerde bulunan beta
laktamazlar 6nemli bir diren¢ mekanizmasi haline gelmistir. Gram negatif
bakterilerde ilk plazmid kontroltindeki beta laktamaz 19601 yillarin basinda
"Temoniera" isimli bir hastanin kaninda tireyen E. coli'de bulunmus, hastanin
adinin bas harfleri kullanilarak TEM-1 olarak isimlendirilmistir. Uzun yillar Gram
negatif bakterilerde bulunan beta laktamazlar birkag¢ ¢esit ile sinirli kalmistir.
Ancak 1978 yilindan sonra bir¢ok yeni beta laktam antibiyotigin kullanima
girmesi ile es zamanli olarak beta laktamazlann say1 ve ¢esidinde ani bir artis
gozlenmis, daha sonraki yillarda plazmidle kodlanan sinif C beta laktamazlar
ortaya c¢ikmustir. Enterobacteriaceae ailesinde tiglincli kusak sefalosporinleri
inhibe eden beta laktamaz enzimlerinin saptanmasi 1980'li yillarda olmustur.

1976 yilinda Bobrowski ve ark tarafindan ilk kez Proteus mirabilis (P.
mirabilis) susunda plazmidle tasinan bir sefalosporinaz bulunmus, enzimin
hidrolitik 6zelliginden dolayr Richmond ve Sykes semasindaki kromozomal beta
laktamazlara benzetilmis ve daha sonra Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirma
semasina gore grup 1 sefalosporinaz olarak simflandinlmistir (8). Bu

sefalosporinaz muhtemelen E. coli AmpC beta laktamazindan orjin almistir.



Ciinkii sadece E. coli AmpC beta laktamazinin antiserumu ile reaksiyon vermis,
diger Enterobakteriyal AmpC beta laktamaz antiserumlar: ile reaksiyon
vermemistir (8). Fakat plazmid saklanma sirasinda kayboldugu i¢in transfer
deneyleri dogrulanamamis ve daha ileri molekiiler ¢aligmalar yapilamamistir (9,
3). 1982 yilinda Levesque ve ark Achromobacter tiirlerinde plazmid aracili bir
sefalosporinaz  bulmuslardir. Orjinal sus kayboldugu icin daha sonraki
calismalarda bakterideki beta laktamaz geni goOsterilememis, ancak enzimin
retrospektif — olarak  biyokimyasal oOzellikleri incelendiginde, grup 1
sefalosporinazlardan daha ¢ok grup 2b genis spektrumlu enzimlere benzetilmistir
(10). 1983'de Knothe ve ¢alisma arkadaglari sefoksitin direncinin Serratia
marcescens (S. marcescens)'den Salmonella ve Proteus tiirlerine aktarilabildigini
gostermislerdir (11). 1980'1i yillarin sonlarina dogru da E. coli ve K
pneumoniae'nin klinik izolatlarinda AmpC beta laktamaz aktivitesinin varhigi
gozlenmistir (3). 1989 yilinda Bauernfeind ve ark tarafindan Giiney Kore'de
plazmid aracili sinif C beta laktamaz (CMY-1) iireten sefamisin direngli K
pneumoniae susu rapor edilmistir (12). Yapilan ¢alismalarla sefoksitine,
sefotetana  oldugu  gibi  penisilinlere, oksimino  sefalosporinlere  ve
monobaktamlara da dirence neden olan bu enzimin izoelektrik noktasinin 8.0
oldugu, sulbaktama klavulanat ve tazobaktamdan daha duyarli oldugu
belirlenmistir (12). Bununla birlikte ilk kez Papanicolaou ve ark tarafindan bir
siif C beta laktamazin plazmid iizerinde bulundugu gosterilmistir. Ayni
calismada sinif 1 beta laktamaz o6zelliklerine sahip olan bu enzim (MIR-1)
araciligiyla oo metoksi ve oksimino beta laktamlara direncin gelisebildigi ve MIR-
1 geninin Enterobacter cloacae (E. cloacae) ampC geni ile %90 benzer oldugu
belirlenmistir (13). Daha sonralar1 plazmid aracili sinif C beta laktamazlar tiim
diinyada saptanmaya baslamigtir.

Baglangigta bu beta laktamazlara nadir olarak rastlanan enzimler goziiyle
bakilmis, plazmid kaynakli AmpC beta laktamaz ailesine ait yeni {iyelerin sayisi
arttikga bu enzimlerin direng Ozelliklerinin klinikle iligkisi ortaya c¢ikmistir.
Genellikle sporadik olarak goriilmelerine ragmen plazmidle kodlanan AmpC beta
laktamaz enzimi tasiyan K. pneumoniae suslari ile nozokomiyal infeksiyon

salginlar1 da bildirilmistir (13, 14, 15, 16). ABD'deki iki salginin sefoksitin



direngli K pneumoniae'nin farkli tiirlerinin poliklonal yayilimi ile meydana geldigi
bildirilirken, Yunanistan'daki ve Fransa'daki salginin ise monoklonal oldugu
saptanmugtir (13, 14, 15, 16).

Antibiyotiklerin yaygin kullanimiyla, bu antibiyotiklere karsi olusan
direncin zaman iginde artmast, ilag endiistrisini yeni grup antibiyotikler {iretmeye
yoneltse de, bu antibiyotiklere karsi da yeni diren¢ mekanizmalarinin
mikroorganizmalar tarafindan durmaksizin gelistirilecegini bizlere
gostermektedir.

2.2. Beta Laktamazlarin Yapisi ve Siiflandirilmasi

Beta laktam antibiyotikler gerek toplum gerekse hastane kokenli
infeksiyonlarin ~ sagaltiminda  kullanilan — antibakteriyel —ajanlarin = basinda
gelmektedirler. Bu grup antibiyotiklerden penisilin ve sefalosporinler, diinya
antibiyotik pazarmin yaklasik %65'ini teskil etmektedir (1). Kimyasal yapisindaki
beta laktam halkasi nedeniyle bu sekilde adlandirilmis olan beta laktam
antibiyotikler, etkilerini peptidoglikan sentezinde gorevli olan transpeptidaz ve
karboksipeptidazlar: inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak gosterirler.
Ancak bakterisidal etkileri, bakteriyel otolizinlerin aktive olmasina baghdir.

Basta FEnterobacteriaceae ailesi lyeleri olmak {izere Gram negatif
bakterilerde, beta laktam antibiyotik direncindeki en Onemli mekanizma beta
laktamaz sentezidir.

Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki siklik amid bagini par¢alayarak
etki gosteren, yapisal olarak birbirine benzeyen alfa heliks ve beta kivrimli

tabakalarla karakterize globuler proteinlerden olusurlar (resim.2.1) (17).



v i
o &
3 |

. v \‘—"""; )
ol “ Ry (j )

PYY beta-lactamase, Class C OXA-1 beta-lactamase, Class D

Resim.2.1. Smif A, smf B, smif C, simif D'ye ait bazi beta laktamazlarin

striiktiirel gortintimleri (17).

Beta-laktamazlar basta Gram negatif bakteriler olmak iizere, Gram pozitif
ve anaerop bakteriler tarafindan sentezlenirler. Genleri bakteri kromozomunda
veya plazmid, transpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarda bulunabilir.
Bu enzimler Gram pozitif tiirlerde dogrudan dis ortama salinirlarken, Gram
negatif bakterilerde periplazmik aralikta bulunurlar. Bu nedenle Gram negatif
bakterilerde beta laktamazlara bagh direngte siklikla ilag gegirgenligi ile ilgili
mekanizmalar da rol almaktadir (1, 18).

Giintimiizde substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik,
hidrolitik etkinlik gibi 6zellikler agisindan farkli dortyiizden fazla beta laktamaz
tanimlanmistir (1).

Beta laktamazlar i¢in farkli zamanlarda pek ¢ok smiflandirma semalar
ortaya atilmis olsa da bunlar arasinda yaygin olarak kabul goren ilk sema
1960'larda Richmond ve Sykes tarafindan gelistirilmistir. Zamanla bu semada
hatalar ve eksiklikler goriilince 1989 yilinda Karen ve Bush tarafindan
degistirilmis, 1995 yilinda da en son olarak Bush-Jacoby-Medeiros tarafindan
yeniden uyarlanmigtir. Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirma semasi, beta

laktamazlarin yapisal 6zelliklerinin yani sira substrat ve inhibitor profilleri gibi



islevsel 6zelliklerinin de degerlendirildigi en yaygin kullanilan siniflandirmadir.
Bu smiflandirmada enzimler dort ana grupta toplanmistir (17, 19, 20). Bu dért
buiytik grup (smif 1, sinif 2, sinif 3, sinif 4) ayn1 zamanda i¢lerinde ¢ok sayida alt
grubu da icermektedirler.

Ambler tarafindan 1980 yilinda yapilmis olan ikinci siniflandirma ise,
enzimlerin niikleotid ve aminoasit dizilerinin benzerliklerine dayanan molekiiler
siiflandirmadir (7). Bu smiflandirmada dizileri bugiine kadar belirlenebilen
beta laktamazlar A, B, C ve D olmak {izere dort sinifta toplanmaktadir. A, C ve
D smnifi beta laktamazlar aktif bolgelerinde "serin" aminoasidini i¢cermekte
iken, B simifi beta laktamazlarin aktif bolgelerinde "¢inko" bulunmaktadir.
Ambler smif A enzimleri ¢ogunlukla plazmid kontroliinde olan
penisilinazlardir. Smif B beta laktamazlar, aktif bolgelerinde Zn*? bagimli bir
tiyol grubu bulunan metalloenzimlerdir. Bu enzimlerin ¢ogu karbapenemaz
aktivitesi tagimaktadir. D sinifi enzimler oksasilinazlardir ve oksasilini hizla
hidrolize ederler (7, 19). C sinifi enzimler sefalosporinazlardir ve ¢ogunlukla

kromozom kontroltindedirler (¢izelge.2.1).



Cizelge.2.1. Beta laktamazlarin siniflandiriimasi

Bush |Molekiil| Tercih edilen inhibisyon Ornek enzimler
Jacobv | simf substrat KA | EDTA
1 C Sefalosporinler - - Gram negatif bakterilerin kromozomal ve plazmid
kokenli AmpC enzimleri (MIR-1. BIL-1, MOX-1,
CMY-1, LAT-1, FOX-1, ACT-1)
2a Penisilinler + - Gram pozitif bakterilerin penisilinazlari
2b Penisilinler, + - TEM-1, TEM-2 , SHV-1, SHV-11, SHV-19,
sefalosporinler SHV-25,
TLE-2, ROB-1, OHIO-1. HMS-1
2be A Penisilinler, + - TEM-3-29, TEM-42,43, TEM-47-50, ........ TEM-92
Genislemis SHV-2-9, SHV-12-18, SHV-20-25
spektrumlu PER-1,2. CTX-M-1-16. GES-1,2. VEB-1,2.
sefalosporinler, TOHO-1.2. Klebsiella oxytoca K1
Monobaktamlar
2br A Penisilinler + - TEM-30-36, TEM 38-41, 44, 45, 51.59......... 83
2¢ A Penisilinler, + - PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-3-5, BRO-1-3, SAR-1
karbenisilin
2d D Penisilinler, + - OXA tipi enzimler (OXO-1-31)
kloksasilin Dar spektrum: OXA-1-10, OXA-20,27,30.31
GSBL etkili: OXA-11-19, 0X0O-28
Karbapenem hidrolizi yapanlar: OXA-23-27
2e A Sefalosporinler + - P. vulgaris’in indiiklenebilir sefalosporinazlari
2f A Penisilinler, + - E. cloacae’nin NMC-A ve
sefalosporinler, Serratia’nin Sme-1 enzimi
karbapenemler
3 B Tiim beta| - + Xanthomonas maltophilia'mn L1 ve
laktamlar Bacteroides fragilis'in CcrA enzimi
(monobaktamlar
harig)
4 ? Penisilinler - ? Pseudomonas cepacia’nin penisilinazlari

Kaynak no 19 ve 21’den uyarlanmigtir. KA: Klavulanik asit

Fenotipik olarak simif C (AmpC) beta laktamazlar Bush grup 1 beta



laktamazlar igerisinde yer alirlar (2, 3). Kromozomal ampC geni tarafindan
kodlandiklar1 i¢in “AmpC tipi enzimler” olarak da bilinirler ve Salmonella,
Klebsiella disginda hemen tiim Gram negatif bakterilerce degisik derecelerde
olusturulurlar.

Son yillarda klinikte Enterobacteriaceae tiirleri ile ilgili en énemli sorun,
kromozom kontroltindeki grup 1 beta laktamazlar ve plazmid kontroliindeki
genislemis spektrumlu beta laktamazlardir (GSBL=ESBL=Extended Spectrum
Beta Lactamases).

Siif C beta laktamazlar tipik olarak penisilinleri ve sefalosporinlerin
cogunu inaktive edebilme yeteneginde olduklarindan ¢oklu beta laktam direncine
yol agabilmektedirler. Klavulanat ve p-kloromercuribenzoat ile ya inhibe olmazlar
ya da diistik oranda inhibe olurlar. Penisilanik asit siilfonlarina (tazobaktam ve
sulbaktam), klavulunata, monobaktamlara (aztreonam), 3. kusak sefalosporinlere
(oximino sefalosporinler; sefotaksim, seftazidim, sefpodoksim), sefamisinlere (7-
a metoksi sefalosporinler; sefoksitin, sefotetan) direngli ancak karbapenemlere ve
daha az oranda sefepime, sefpiroma duyarhdirlar (2, 3, 9, 22, 23). Yapilan bir
calismada tim CMY-1 tipi AmpC beta laktamaz iireten suslarda sefepimin etkisi
inokulum miktart ile iligkilendirilmis ve inokulum miktar1 yiikseldik¢e sefepim
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerinin de arttigi goriilmistir (24).
Bu nedenle ciddi infeksiyonlarda bu antibiyotigin kullaniminda dikkatli olmak
gerekmektedir.

Sinif A beta laktamazlarla kiyaslandiginda sinif C beta laktamazlarin aktif
bolgeleri daha genistir. Bu nedenle biiytik yan zincirleri olan oksimino
sefalosporinleri baglayabilirler. Yine yapisal oOzellikleri nedeniyle agil-enzim
tirevinin su molekiiliince kolaylikla ayrilmasi miimkiin olmaktadir. Buna tek
istina karbapenemlerdir. Simif C beta laktamaz imipenem ile baglandiginda
antibiyotigin 6a pozisyonundaki biiyiik hidroksietil yan zinciri, agil-enzim
tirevinin elektrofilik ag¢il merkezini hidrolitik saldiridan koruyacak sekilde
kaydirmaktadir. Bunun sonucunda enzim, agil tiirevinden ayrilmamakta ve inhibe
olmaktadir.

Yiksek diizeyde AmpC tipi beta laktamaz tireten suglarla, GSBL {ireten

suslarin farki; bu mikroorganizmalarda 3. kusak sefalosporinlere ek olarak



sefamisinlere de direncin goriilmesi ve bu direncin klavulanat, sulbaktam.
tazobaktam ile kombine beta laktam ilaglarla inhibe edilememesidir (3, 7, 9, 25).
Ancak GSBL enzimleri sefoksitin, sefotetan ve beta laktamaz inhibitorlerine

duyarlidirlar (gizelge.2.2).

Cizelge.2.2. Antibiyogramin yorumlanmasi (17)

Duyarlilik Paternleri inhibitorlere Duyarliliklari

Beta
Laktamazlar  Seftazidim Sefotaksim Sefoksitin imipenem Klavulanat  EDTA

ESBL R R S S var yok
AmpC R R S, R S yok yok
Karbapenemazlar

Sinif A R R S R var/yok yok
Smif B R R S,R yok var
Smif D R R S, R R yok yok

R; direncli, S; duyarh

Siif C enzimlerin karbapenemler {izerine etkileri son derece az olmasina
karsin, asirt tretimleri ile birlikte dis membran porin degisiklikleri de varsa
karbapenem direncine yol ac¢abilmektedirler (17). E. coli’de oximino
sefalosporinlere ve sefamisinlere diren¢ kromozomal AmpC enziminin asiri
tretimi ve dis membran protein (OMP) kaybinin birlikteligine bagli olabilecegi
gibi, K. pneumoniae’de yalmizca OMP tretimindeki yetersizlige bagl olabilir (3).
ACC-1 tipi AmpC beta laktamaz tireten suslar sefamisinlere duyarhdirlar (3).

AmpC enzimleri 4. kusak sefalosporinlere  goreceli  olarak
dayanikhdirlar.  Ctnki 4. kusak sefalosporinlerin  AmpC beta laktamaz
enzimlerine karsi hem affiniteleri hem de dayanikliliklar diisiiktiir. Ancak bu
antimikrobiyaller Gram negatif bakterilerin periplazmik araliklarina hizla
penetre olduklarindan, ciddi infeksiyonlarda veya ampirik tedavide
kullanilabilirler. Sefepimin invitro etkinliginin inokulum miktarina bagh
olarak degistigi g6z Oniine alinacak olursa, tedavide kullanimi ile ilgili
tereddiitler halen devam etmektedir.

AmpC tipi enzimler, aktif bolgelerinin yapisal &zellikleri nedeniyle
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klavulanik asit ve sulfonlarin beta laktam halkalarina baglanmazlar. Bu nedenle de
bu beta laktamaz inhibitorlerine direnglidirler (18). Ancak ¢esitli yayinlarda baz
AmpC enzimlerinin (6rnegin; MOX-1) beta laktamaz inhibitorlerine duyarls
olabilecegi belirtilmektedir (7, 26). Laboratuvar uygulamalarinda AmpC tipi beta
laktamazlarin spesifik inhibitorleri vardir, ancak (6rnegin; monobaktam Ro 48-
1256, LN 2-128, LN 48-1220 ve Syn 2190) ticari olarak bu inhibitorler
bulunmadiklari igin AmpC ve GSBL tipi beta laktamazlar arasindaki farklilig:
belirlemekte kullanilamamaktadirlar (3).

Kromozomal beta-laktamazlar Gram negatif bakterilerin hemen
hepsinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ancak bunlarin miktari, sentez yolu ve
direngteki rolleri farklidir. Enterobacteriaceae ailesinin biiyiik g¢ogunlugu
kromozomal enzimlere sahiptir. Bu enzimlerden bazilari (SHV-1, K1) Ambler
sinif A'da yer alirken, biiytik ¢ogunlugu da sinif C’de yer alir (12).

Sinif C beta laktamazlar Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinden 6zellikle
Citrobacter freundii (C. freundii), E. cloacae, Enterobacter aerogenes (E.
aerogenes), Providencia stuartii (P. stuartii), E. coli, Morganella morganii (M.
morganii), S. marcescens, Hafnia alvei (H. alvei), Yersinia enterocalitica, Proteus
rettgeri (P. rettgeri) ile Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Aeromonas
spp., Acinetobacter spp., Lysobacter lactamgenus, Chromobacterium violaceum,
Ochrobactrum anthropi, Psychrobacter immobilis, Rhodobacter sphaeroides gibi
Gram negatif bakterilerde bulunurlar. Salmonella, Klebsiella spp. ve P.
mirabilis’in kromozomlarinda ampC' geni yoktur (9). Salmonella enterica’nin
genetik haritasinda bir ampC' lokusu bulunmakla birlikte, serotip Typhimurium ve
Paratyphi B’nin tiim genom analizi sonucunda bu genin varligi gésterilememistir
(27). Bu nedenle Salmonella genusunun AmpC tretmedigi kabul edilir (18).
Shigella sonnei ile E. coli ampC geni tasir, fakat enzim ¢ok kiigiik miktarlarda
salinmaktadir (3, 22). Shigella flexneri ve Shigella dysenteriae’deki ampC' geni
biiyiik bir delesyon bolgesi tagimast nedeniyle eksprese olmamakta veya enzim
cok diistik diizeyde salinmaktadir (28).

Enzim ekspresyonu "indiiklenebilir", "yiiksek diizeyde yapisal" veya
"diisiik diizeyde yapisal" olabilir. Ornegin E. coli ve Shigella tiirlerindeki

enzim sentezi yapisaldir ve miktar1 dar spektrumlu sefalosporinlere direng
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olusturmayacak kadar diisiik diizeydedir. Buna karsin, E. coli izolatlarinin
%2'sinde AmpC enzimlerinin agsir1 sentezi sonucu yiiksek diizeyde direng
olusabilmektedir (12, 29). P. aeruginosa, Enterobacter spp., C. freundii,
Serratia spp., M. morganii, P. stuartii ve P. rettgeri' de bulunan grup 1 beta
laktamazlar da FE. coli' deki beta laktamazlara benzemektedir. Ancak bu
bakterilerdeki enzimler indiiklenebilen tirdedir (7, 9, 29, 30). Ortamda
ampisilin veya birinci kugsak sefalosporinler gibi giiclii bir indikleyici
oldugunda enzim tiretimi indiiklenir ve bu antibiyotikler etkisiz hale gelir (26).
Indiikleyici ajan ortadan kalktiginda sentez tekrar bazal seviyeye iner. Bu
nedenle, bu beta laktamazlar “indiiklenebilir beta laktamazlar (IBL)” olarak
adlandirilirlar. IBL’ler, ytksek diizeyde tretildiklerinde karbapenemler harig
tiim beta laktamlar1 parcalayabilme 6zelligindedirler.

Cizelge.2.3’de ¢esitli antimikrobiyallerin indiiksiyon potansiyelleri

verilmistir.

Cizelge.2.3. Organizmalarin MIK degerlerine gore indiiksiyon potansiyelleri (30)

Indiiksiyon Potansiyelleri

Yiiksek Karbapenemler ve Sefamisinler
Aminopenisilinler
Karbenisilin, Tikarsilin
Ureidopenisilinler
1., 2. ve 3. kusak Sefalosporinler
Klavulanik asit
Sefpirom, Sefepim
Stilfon inhibitorleri

Diigiik Aztreonam

Normal kosullar altinda klinik olarak 6nemli Gram negatif bakterilerde
AmpC tipi beta laktamaz yapimi baskilanmigtir. Baskilanma ve aktivasyon
hiicre duvar sentezi ve yikimi (peptidoglikan doniisiim siklusu) ile yakindan
iliskilidir. Bu aktivasyon ve baskilanma siiresince ampC’nin (beta laktamaz
geni) yani sira transkripsiyonel diizenleyiciyi kodlayan ampR, indiiksiyonu
baskilayan enzimi kodlayan ampD ve indiiksiyon sinyali i¢in permeaz islevi

goren bir transmembranik proteini kodlayan ampG olmak tizere 3 gen daha
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bulunmalidir. AmpR bu siire¢te hem baskilayict hem de aktivatér olabilir.
AmpR bir peptidoglikan 6nciilii olan UDP-N-asetilmuramik asit-pentapeptid
(UDP-Mur-Nac-pentapeptid) ile baghh oldugunda baskilayici olarak islev
goriir; ampC transkripsiyonunu aktive edemez. Ancak ortamda hiicre duvarinin
yikim {rtinii  olan anhidro-Mur-Nac-tripeptid veya anhidro-Mur-Nac-
pentapeptid yliksek oranlarda bulundugunda UDP-Mur-Nac-pentapeptid
ampR’den ayrilir ve ampR, ampC transkripsiyonunu aktive eder. AmpC
transkripsiyonundaki artig beta laktam antibiyotik etkisi ile meydana gelebilir.
Bazi beta laktam antibiyotikler peptidoglikandan yiiksek miktarda anhidro-
Mur-Nac-tripeptid ve/veya pentapeptid salinimina neden olmaktadir. Beta
laktamaz indiikleyici sinyal olarak islev géren bu peptidoglikan yikim tirtinleri
hiicreye bir kanal (amp(G) araciligr ile girer. Yikim driinleri normalde
muropeptidlerin  doniigiimiinii  saglayan bir enzim olan ampD (N-asetil-
anhidromuramil-L-alanin amidaz)’nin kapasitesini asarsa sitoplazmada
birikerek indiikleyici etki gosterir ve beta laktamaz sentezi baslar (sekil.2.1).
Beta laktamaz salinimi ancak indiikleyici sinyal siirdiik¢e yani ortamda

antibiyotik bulunduk¢a devam eder.
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Beta laktam

—— Dis membran

I Miirein

in biyosentezi

Sekil.2.1. Kromozomal AmpC indiiksiyon mekanizmasi (18)

E. coli"de ampC ve ampD genleri vardir. AmpC geni normalde diisiik
diizeyde tiretilmektedir ve salinimi tireme hizina bagl olarak kontrol edilir (9).
Ancak E. coli’de ampR geni bulunmadigi i¢in enzim indiiklenemez (9, 30).
Indiiksiyon etkisiyle yiiksek miktarlarda sentezlenen enzim, indiikleyicinin
etkisi kalkinca tekrar bazal diizeyde sentezlenmeye baslar. Indiiklenebilir beta
laktamaza sahip bakterilerde mutasyon sonucu indiiksiyona gerek olmaksizin
devamli yiiksek diizeyde enzim sentezi (derepresyon) ortaya g¢ikabilmekte ve
son yillarda klinik izolatlarda sik olarak gozlenmektedir. Bu mutantlar, genis
spektrumlu  sefalosporinler, aztreonam, treidopenisilinler gibi, zayif
indiiksiyon yapip bu beta laktamazlara duyarli olan beta laktam antibiyotikler
ile tedavi sirasinda ortaya ¢ikabilir. Bunun nedeni, s6z konusu antibiyotiklerin
indiiksiyon yapmadiklarindan diisiik diizeyde enzim sentezleyen bakterileri
oldirmeleri ve buna karsin dereprese mutantlarin seleksiyonuna yol
agmalaridir. AmpC beta laktamazlarinin siirekli olarak tiretilmesi en sik ampD
genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. AmpD geni defektli dereprese

mutantlarin indtiklenebilir beta laktamaz sentezleyen bakteri topluluklarinda
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10°-10"® siklikta ortaya c¢ikabildigi bildirilmektedir (17). Bu mutantlarda
ampD geninin yapisal degisimi, bir Zn*? bagimli amidaz olan ampD yapiminin
baskilanmasina ve sitoplazmada siirekli olarak anhidro-Mur-Nac-tripeptid
birikmesine neden olur. Bdylece indiiksiyon sinyalinin siirekli olmasi
nedeniyle ampR aktivator olarak islev gorerek ytksek diizeyde ampC
tretimine neden olur (17). Enterobacteriaceae bakteriyemilerinde dereprese
mutantlarin sec¢ilme olasiliginin %20’lere kadar ¢iktigr belirlenmistir. Bu nedenle
Enterobacter spp., C. freundii, Serratia spp., Providencia spp., Proteus vulgaris
(P. vulgaris), P. aeruginosa ve M. morganii tigiincli kusak sefalosporinlere in
vitro testlerde duyarli goriinseler bile sonuglarin direngli olarak bildirilmesi
onerilmektedir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasi bu nedenle biiylik 6nem tagimaktadir. Bu olay ayni zamanda,
kullanilan — antibiyotik  konsantrasyonu, suglarin  6zellikleri, inokulumun
yogunlugu, infeksiyonun yeri ve ilacin ulasabildigi diizey ile de iliskilidir.
Pnémoni ve bakteriyemi gibi infeksiyonlarda seleksiyon olasiliginin yiiksek
olmasina karsin, triner sistem infeksiyonlarinda, ulasilan ilag¢ diizeyinin
dereprese mikroorganizmalar i¢in MIK degerlerinin {izerinde olmasi nedeniyle
dustik oldugu belirtilmektedir (7, 9, 29, 30). Bu tiirlerle gelisen infeksiyonlarda
2. ve 3. kusak sefalosporinlerin, aztreonamin ve tireidopenisilinlerin tek basina
kullanilmasindan kaginilmast ve uzun siireli tedavi séz konusu ise bu tiirlerin
antibiyotik duyarlilik testlerinin 3-4 giinde bir tekrarlanmasi onerilmektedir (31).
Ciinkti bu antibiyotikler zayif .indt'lkleyici olmalarina ragmen iiretilen enzime
duyarhdirlar. Uglincii kusak sefalosporinlerle bakteriyemi tedavisi sirasinda
dereprese mutantlarin se¢ilme sikligi %20-40 arasinda bildirilmektedir (18, 22).
Bir¢ok ¢alismada, sefalosporin kullanim 6ykiisii (6zellikle seftazidim), cerrahi ve
invaziv girisimlerin varligi, yogun bakimda uzun stireli kalma ve ¢oklu direngli
Enterobacteriaceae kokenlerinin digskida kolonize olmasi infeksiyon olusmasinda
risk faktorii olarak gosterilmistir.

Plazmidler bakteri hiicre kromozomundan bagimsiz, sitoplazmada yer alan
¢embersel DNA pargalaridir. Tasidiklar1 genetik sifre bakterinin yasamasi i¢in
mutlak gerekli degildir, bakteriye antibiyotik direnci gibi ¢evre kosullarina

dayanma yetenegi saglarlar (32). Bir plazmid tizerinde birden fazla antibiyotik
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diren¢ geni bulunabilir. Ornegin bir bakteri, plazmidleri iizerinde farkli beta-
laktamazlar1 kodlayan genlerle birlikte aminoglikozidleri par¢alayan enzimi
kodlayan genetik sifreyi de birlikte tasiyabilir. Bakteriler plazmidleri aracilig1 ile
antibiyotik diren¢ genlerini birbirlerine aktarabilirler. Boylece plazmidin aracilik
ettigi bir direng kolayca bakteriler arasinda yayilabilmektedir (33).

Son 10 yilda kromozomal AmpC genlerinin plazmidlere aktarilmasi
sonucu ortaya ¢ikan plazmid kokenli AmpC beta laktamazlarin sikligir giderek
artmistir.  Plazmid kaynakli beta laktamazlar farkli farkli bakterilerde
saptanabildigi gibi tlim diinyada baslica K. pneumoniae, E. coli ve Salmonella
spp.’de bulunurlar (3, 9, 34). Plazmid kaynakli AmpC enzimlerinin kromozomal
olanlardan farki indiiklenemez olmalaridir (3, 9, 35). Ancak ACT-1, DHA-1 ve
DHA-2 indiiklenebilir yapida olan plazmid kaynakli enzimlerdir.

Glinlimiizde sayilar1 otuza yaklagsmis olan plazmid kokenli AmpC beta
laktamazlar aminoasit sekans homolojilerine ve varsayilan progenitér AmpC
enzimlerine gore bes subgruba ayrilirlar. Subgrup C;, Subgrup Cs, Subgrup Cs.
Subgrup C4ve Subgrup Cs (gizelge.2.4) (2, 3, 22).

Cizelge.2.4. Plazmid kokenli AmpC beta laktamazlarin siniflandirilmasi (Kaynak
no 36’den uyarlanmistir.)

SINIF ENZIM Kdokeni olan
mikroorganizma
CIT (Subgrup Ci) | LAT-1, -2, -3, -4, CMY-2, -3, | C. freundii

-4, -5, -6, -7, BIL-1
MOX (Subgrup C2) | MOX-1, -2, CMY-1, CMY-8, | Aeromonas spp.

-9, -10, -11
FOX (Subgrup C;) | FOX-1,-2,-3, -4, -5 Aeromonas spp.
EBC (Subgrup C3) | MIR-1, ACT-1 Enterobacter spp.
DHA (Subgrup C4) | DHA-1,-2 M. morganii
ACC (Subgrup Cs) | ACC Hafnia alvei

Subgruplar, koken aldiklari bakteriler, birbirleriyle olan benzerlikleri,

kullandiklar1 substrat (CMY=Sefamisin, MOX=Moksolaktam, FOX=Sefoksitin,
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LAT=Latamoksef), izolasyon yerleri (DHA; Dhahran Hastanesi, MIR; Miriam
Hastanesi), beta laktamin tipi (ACT; AmpC tipi, ACC; Ambler Class C), hatta
hasta isimlerine (BIL-1; Bilal isimli bir hastadan izole edilen enzimdir.) gére
adlandirilan ¢esitli enzimlerden olusurlar (9, 22, 37). Bu enzimlerden bazilarinin
birden fazla ad1 bulunmaktadir. Ornegin CMY-2 ayni zamanda BIL-1 yada LAT-
2 olarak, LAT-1 LAT-4 olarak, CMY-6 ise LAT-3 olarak adlandirilmislardir (9,
37).

CMY-2a, -2b, -3, -4a, -4b, -5, -6, -7, LAT-1, -2, -3, -4, BIL-1 subgrup
Ci’de bulunmakta ve bu enzimler C. freundii’nin kromozomal AmpC beta
laktamazi ile %89.2-97.1 benzerlik gostermektedirler (¢izelge.2.4). Bret ve ark
(38) yaptiklart ¢alismalarla bu subgruba ait olan CMY-3 enziminin Proteus
mirabilis tarafindan kromozomal olarak tiretildigini belirlemislerdir. Daha sonra
yapilan ¢aligsmalarda bu enzimin C; ailesindeki enzimler ve C. freundii’nin AmpC
beta laktamazlart ile kuvvetli benzerlik gosterdigi saptanmigstir. Cesitli
caligsmalarla bu benzerligin bir genusdan digerine ampC' geninin transpozonlarla
aktarilmasi sonucu miimkiin olabilecegi gosterilmistir. ABD’deki subgrup C; tipi
AmpC beta laktamazlar Dunne ve ark (39) tarafindan seftriakson direngli
Salmonella infeksiyonlarmin dogal surveyansi sirasinda bulunmustur. Cesitli
calismalarda ¢oklu direng gosteren Salmonella spp. ¢ogunlukla serovar
Typhimurium, insanlardan ve evcil hayvanlardan izole edilmis ve bu izolatlarin
tiimiiniin plazmid kaynakli CMY-2 kodladig1 belirlenmistir (40, 41).

Subgrup C; ya da CMY-1 grubunda bulunan enzimler, C; subgrubundaki
enzimlerden daha az benzerlik gosterirler. CMY (CMY-1, -8, -9, -10, -11) ve
MOX (MOX-1, -2) enzimleri ile, FOX varyantlar1 (FOX-1, -2, -3, -4, -5, -0)
olarak iki alt kiimeye ayrilirlar (¢izelge.2.4). E. aerogenes tiirlerinde plazmid
kaynakli CMY-10 varligi ilgingtir. Ciinkti bu tiirler normalde kromozomal AmpC
geni tasirlar. Subgrup C beta laktamazlar P. aeruginosa’nin AmpC beta
laktamazi ile iliskilidir. Aeromonas hydrophila ve Aeromonas sobria’nin
kromozomal AmpC beta laktamazlari ile subgrup C; enzimleri arasinda ise ayni
diizeyde iliski bulunmaktadir. Bu beta laktamazlar arasinda filogenetik olarak ¢ok
yakin akrabalik gosterilmistir. Subgrup C; beta laktamazlarla Aeromonas spp.’nin

AmpC beta laktamazlari arasinda %65.9-78.7 benzerlik goriilmesine karsin, P.
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aeruginosa’nin  sinif C  beta laktamazlart ile %49.6-53.4 benzerlik
bulunmaktadir (3). Bu durum subgrup C, enzimlerinin her iki
mikroorganizmadan da koken aldigini, ancak Aeromonas AmpC beta
laktamazlar: ile yakin iligkili oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda
subgrup Cz’de yer alan blacmy-10 geninde blacmy-1 geninden farkli olarak bir nokta
mutasyon gorlldigl, blacmy-11 geninde ise blacmy-1 geninden farkli olarak iki
nokta mutasyon bulundugu saptanmistir. hlacmy-1 geni blacmy-s ile %97.9, blacwy-
9 ile %97.8 benzerdir ve bu genler arasindaki farklilik 24 ve 25 bazlik bir
boltimden kaynaklanmaktadir. hlacmy-g ve blacmy-o genleri arasinda ise tek bazlik
bir degisiklik bulunmaktadir (3).

Subgrup Cs’de bulunan ACT-1 ve MIR-1 beta laktamazlar1 K. pneumorniae
ve E. coli izolatlarinda saptanmigtir (14, 42). ACT-1 indiiklenebilir yapida olan
plazmid kaynakli enzimlerdendir. Subgrup Cs enzimleri £. cloacae’nin AmpC
beta laktamazlar1 ile %85-91.1 benzerlik gostermektedirler. Enterobacter
asburiae’nin beta laktamazlar1 ile ACT-1 %97.6, MIR-1 %92.9 oraninda
benzerdirler (3) (gizelge.2.4). i1k kez 1997 yilinda Bradford ve ark (14) ¢alismaya
aldiklar1 izolatlarin kromozomlarinda hlaacr-1 geninin varhigini gostermisler, fakat
bazi K. pneumoniae suslarinda ise bu genin plazmidler tizerinde bulundugunu
belirlemislerdir.

Subgrup Cs’de bulunan AmpC beta laktamazlar Salmonella enteritidis’de
saptanmig olan DHA-1 ve K. pneumoniae’da bulunan DHA-2"dir. Plazmid aracili
DHA beta laktamazlar M. morganii nin AmpC beta laktamazlarindan kdken
almaktadirlar (¢izelge.2.4). DHA-1 ve DHA-2 beta laktamaz enzimleri de ACT-
1 gibi indiiklenebilir yapida olan plazmid kaynakli enzimlerdir. Ctinkii ampR
genleri de bu enzimlerin genleri ile birlikte plazmidlerle aktarilmaktadir (3).

Subgrup Cs’de K. pneumoniae’nin klinik izolatlarindan identifiye edilen
ACC-1 beta laktamaz1 bulunmaktadir. ACC-1 enzimi H. alvei’nin kromozomal
AmpC beta laktamazindan koken almakta ve bu enzim ile %99.7 benzerlik
gostermektedir (3) (cizelge.2.4). 1ki enzim arasindaki fark, peptid dizisindeki tek
aminoasit degisikliginden kaynaklanmaktadir. ACC-1 enzimi {reten suslar
sefamisinlere  duyarlidirlar.  Sekil.2.3’deki dendogramda kromozomal ve

plazmidle kodlanan AmpC beta laktamaz enzimlerinin aralarindaki iligki
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gosterilmistir.
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Sekil.2.2. Kromozomal ve plazmidle kodlanan AmpC beta laktamaz enzimlerinin
aralarindaki iliskiyi gosteren Clustal X ile hesaplanarak hazirlanmis dendogram

(9).

Enterobacteriaceae ailesinin bazi lyelerinin (E. coli, E. aerogenes, P.
stuartii, S. marcescens, Y. enterocolitica vb) kromozomal ve plazmid kaynakl
AmpC beta laktamazlari arasindaki benzerlik %32.6-78.2 arasinda degismektedir.

Yapilan pek ¢ok galisma ile AmpC genlerinin farkli genuslar arasinda
transferinin transpozonlar araciligi ile de olabilecegi gosterilse de, AmpC genleri
genellikle diger direng genleriyle birlikte ayni plazmid {izerinde taginirlar ve bu
nedenle siklikla bu suslar, ¢oklu diren¢ o6zelligi gosterirler (22). Boylece bir
bakterinin plazmid kaynaklt AmpC beta laktamazinin olmasi laboratuvarda tanisal

problemlere ve tedavide sorunlara yol agabilmektedir.
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2.3. AmpC Beta Laktamazlarm Hidrolitik ve inhibitor Ozellikleri

Gram negatif mikroorganizmalar ornegin C. freundii, E. cloacae, S.
marcescens, P. aeruginosa yiksek diizeyde kromozomal AmpC beta laktamaz
tiretirler ve karbapenemler, 4. kusak sefalosporinler diginda, beta laktamaz
inhibitorleri tasiyanlarda dahil olmak tizere, hemen hemen tiim beta laktam
antibiyotiklere direnglidirler. Ancak Barnaud ve ark (43) 2001 yilinda klinik
Enterobacter cloacae CHE AmpC beta laktamaz enziminin, Mammeri ve ark (44)
2003 yilinda delesyona ugramis S. marcescens'in kromozomal AmpC beta
laktamaz enziminin klinik izolatlarda sefepimi inaktive ettiklerini saptamuslardar.

Asirt miktarda kromozomal AmpC beta laktamaz tiretimi, indiiklenebilir
ampR’nin ampC gen transkripsiyonunu regiile etmesi nedeniyle olmaktadir.
Plazmid kaynaklt AmpC beta laktamaz sentezleyen bakterilerde goriilen direng
paternleri, kromozomal enzim kodlayan mikroorganizmalarinki ile benzerdir.
Plazmidle kodlanan AmpC beta laktamazlarin sentezi ampR ile regiile edilmez,
¢linkii ¢cogu susda ampR geni plazmidle aktarilamamigtir. Sadece ACT-1, DHA-1
ve DHA-2 beta laktamazlarin sentezi, ampR geni plazmidle aktarilabildigi igin
indiiklenebilir. Bu enzimlerin disindaki plazmid kaynakli AmpC beta
laktamazlarin sentezi siireklidir. Plazmid tizerinde birkag¢ genin bulunmasi, yiiksek
kopya sayisinda plazmid olmasi ya da ¢ok sayida potent promotdér olmasi
nedeniyle, plazmid aracili beta laktamazlar ytiksek diizeyde iiretilebilirler. Sadece
Klebsiella oxytoca (K. oxytoca)’nin blacyy.s geni zayif eksprese edilir, ¢linkii
plazmid kopya sayist azdir. AmpC beta laktamazlar fonksiyonel grup 1 beta
laktamazlar olarak siniflandirilirlar ve sefalosporinazdirlar. Klasik sefalosporinleri
(sefalotin, sefaloridin) hidroliz etme oranlari (Vuax), penisilinlerden ytiksektir.
Bununla birlikte grup 1 sefalosporinazlar penisilinleri de oldukga etkin bir sekilde
hidroliz ederler, ancak K, degerleri dugiiktiir. AmpC beta laktamazlardan FOX-1,
FOX-4 ve MOX-1 enzimlerinin sefoksitin ve moksolaktam hidrolizi, sefaloridin
substrat secildiginde, sefaloridine gore daha giicliidtr. Boylece yavas hidroliz
oranlari (diisiik Ve degerleri), enzimlere yiiksek affiniteleri (diisik Kn) ile
kompanse edildiginde sonugta beta laktamlara direng gelisebilmektedir (3).

Grup 1 sefalosporinazlar, inhibisyon sabiti (ICs0) ¢ok yiiksek olan

klavulanat, p-kloromerkiiribenzoat, divalen metal iyon selatorlerinden EDTA ve
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o-phenanthroline etkisizdir. Bununla birlikte enzimler, P. mirabilis’in CEP-1 beta
laktamaz1  disinda,  kloksasilinin  diisik  konsantrasyonlarina  yiiksek
duyarliliktadirlar.

Penisilanik  asit  siilfonlarindan ~ tazobaktam  ve  sulbaktamin,
monobaktamlardan aztreonamin bazi AmpC beta laktamazlari inaktive etme
ozellikleri vardir.

AmpC beta laktamaz {ireten Gram negatif bakteri izolatlar1 genellikle
imipeneme duyarlidir. Imipeneme direng gelisiminde dis membran protein kaybi
tek basma veya AmpC beta laktamazlarin agiri tretimi ile birlikte goriilebilir.
Cesitli ¢alismalarda imipenem direnci, plazmidle kodlanan AmpC beta laktamaz

salgilayan suslarda gosterilmistir (14, 45, 46).

2.4. ampC ile Kodlanan Genlerin Yayilimi

Kromozomal ampC genlerinin mobilizasyonu tam olarak bilinmemekle
birlikte, ampC genlerinin kazanilmasi genellikle plazmidler ve transpozonlar
aracilig1 ile olmaktadir. Plazmidler ve transpozonlar, tiirler ve genuslar arasi alici
bakteriye transkonjugasyon ile horizontal gen transferine neden olan, bilinen en
mobil, epizomal DNA elementleridir. Beta laktamazlari kodlayan plazmid
kaynakli bla genleri, molekiiler sinif A, B ve D’ye ait, transpozon ve integronlar
icerisinde yer alan gen kasetleridir. Plazmidle kodlanan ampC genleri arasinda,
blaniox-1, blacmy-1, blacmy-s, blacmy-, blarox-1, blapua-1 genleri sinif 1 sull tip
integron /n6 ve In7 ile iligkilidirler. Boylece hlacmy-1 subkiimesinin pek ¢ok son
tyesi, blacmy-10 ve blacmy-11 genleri de bu integronla iligkilidirler. Bununla
birlikte bu genlerin higbirisi tipik gen kasetlerinde tasinmazlar, ¢linkii 59 bazdaki
karakteristik ozelliklerin tiimiine sahip degildirler. £. coli’nin ve K. oxytoca’nin
plazmid kaynakli genleri blacmy-s ve blacmy-s ile P. mirabilis’in kromozomal
blacmy-3 geni insersion ISEcpl ile iligkilidirler. ZSEcpl’den kesit alindiginda
blacmy-2 nin st bolgesinde tmpA geninin 3’ ucu ve IR-R yer alir. blajar-1 st
dizilerinde tam IR-R verileri taginirken, blag.-1 tst dizilerine IR-R’nin sadece bir
bolimi tutunmaktadir. Boylece dizinin olmamasi nedeniyle blacmy-3, blacmy-4 ve
blacmy-s genleri harig, genetik organizasyonda birbirine ¢ok yakin bla iist

bolgeleri ¢cogunlukla bilinmez. Ttum subgrup Ci ampC genlerinde ISEcp1’in ortak
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olup olmadig1 sekans ozellikleri ile gosterilebilir. blamox- st dizilerinde
IS186°n1n fnpA genini tagir ve blamir-1 75501 transpozonunun fnpA genini igerir.
Her iki blascc.; genide ampC genlerinden yukarida lokalizedirler hem de tzmpA
genine baglidirlar (3).

Cogunlukla plazmidle kodlanan ampC genleri, aktarilabilen plazmidler
tizerinde bulunurlar. Sadece birkag tanesi kendi kendine aktarilamayan plazmidler
tizerinde bulunurlar. Konjugatif ya da direng plazmidleri gibi plazmidler hareketli
olabilirler. Halen diren¢ genlerinin transferi ile ilgili en ¢ok kabul edilen
mekanizma  konjugatif  transpozonlar ya da  plazmidler aracilifiyla
konjugasyondur. Intestinal sistem gibi mikroorganizmalarin dogal yerlesim
bolgelerinde verici bakterilerden alici bakterilere, ampC genleri aktarilarak da
direng plazmidleri kazanilabilir. Bu varsayim cesitli gézlemlerle dogrulanmistir.
Hastanede yatan hastalardan ¢oklu direngli £. coli suslari izole edilmis ve bu
tiirlerde VEB-1 plazmidle kodlanan sinif A beta laktamaz bulundugu saptanmistir
(47). Aragtirmacilar hastada ¢oklu direngli bakteri i¢in rektal kiiltiir alarak . coli
suslarindakine benzer plazmid tasiyan K. preumoniae susu izole etmislerdir.
Plazmid kaynakli ACC-1 beta laktamaz tireten P. mirabilis’in izolasyonundan
sonra, Girlich ve ark (48) hastalarindan rektal kiiltiir almislar ve P. mirabilis’in
plazmidi ile benzer o6zellikli plazmid tasiyan £E. coli izolati bulmuslardir.
Archambaud ve ark (49) barsakta K. prneumoniae ve Salmonella kedongou
arasinda plazmidlerin transfer edildigini saptamislardir.

AmpC genleri simdilik Gram negatif patojenler arasinda aktarilmaktadirlar.
Onceden bazi tiirlerde ampC  genlerinin bakteriyel kromozomlar icerisinde
bulundugu bilinmiyordu. Gelecekte Enterobacteriaceae’nin plazmid kaynakli
AmpC beta laktamazlarinin tedavide sorun yaratacagi diistintilmektedir. Eger
ampC genleri Gram negatif bakterilerin TEM-1 ve TEM-2 gibi yaygin plazmidle
kodlanan beta laktamazlarina 6zgli transpozonlar ile yakalanirlarsa, plazmid

aracilt ampC' genlerinin insidans1 dramatik olarak artabilir (3).
2.5. Epidemiyoloji

1989 yilindan bu yana plazmid aracili AmpC beta laktamazlar tim

diinyada artan siklikta tanimlanmaya baglamistir. Farkli cografik bolgelerden
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farkli enzim gruplarmin daha sik olarak bildirilmesi dikkat cekicidir. Ornegin
Kuzey Amerika’da MIR-1 ve ACT-1, Orta ve Giliney Amerika’da FOX-1 ve
FOX-2, Asya’da CMY-1 ve MOX-1, Akdeniz ve Orta Dogu’da CMY-2, CMY-
2b, LAT-1 ve LAT-2, Giiney Kore’de ise DHA-1 ve CMY-1 enzimleri sik
gortilmektedir (9, 23). Yapilan c¢alismalarda seyahat ile tlkelerarast AmpC
enzimlerinin transfer edilebildigi de belirlenmistir (46, 48).

Son zamanlarda cesitli sehirlerde yapilan ¢ok merkezli ¢alismalarda K.
pneumoniae ve E. coli'nin nozokomiyal infeksiyonlara da neden oldugu
saptanmistir. ABD’de yapilan c¢alismalarda £. coli suslart %12.5 oraninda, K
pneumoniae suslart %17.7 oraninda sefoksitine direngli bulunmus ve bu suslarin
plazmid kaynakli AmpC beta laktamaz salgiladiklart belirlenmistir (50). Kore’de
ise K. pneumoniae suslarinin %15°1 sefoksitine direngli, plazmidle kodlanan
CMY-1 benzeri sefalosporinaz tasiyan suslar olarak tanimlanmistir (51). Bu tip
plazmid aracili sefalosporinaz ilk kez Giliney Kore’de saptanmigtir (12). Daha
sonra yapilan ¢alismalarla CMY-1 benzeri enzimlerin E. coli’ye yayildigi
belirlenmistir (52). Yunanistan’da Atina Hastanesi’nde E. coli suslarinin %3 tinde
LAT ailesine ait enzimlerin neden oldugu sefoksitin direnci saptanmistir (53).
Bati ve Gliney Avrupa llkelerinde yapilan surveyans ¢alismalarinda; Hollanda’da
AmpC beta laktamaz iireten K. oxytoca suslari, Italya’da AmpC beta laktamaz
tireten K. oxytoca ve K. pneumoniae izolatlart bulunmustur (54). Bu AmpC
benzeri beta laktamazlarin M. morganii’nin kromozomal AmpC beta laktamazlari
ve plazmid kaynakli subgrup Cj ile iligkili olabilecegi diistintilmiistiir. ABD’de
Steward ve ark (55) yaptiklart ¢alismada 139 K. pneumoniae susunun 6’sinda
AmpC benzeri beta laktamaz saptamiglar ve PCR testleri ile bu enzimlerin £.
cloacae nin AmpC beta laktamaz enzimi ile genetik olarak iligkili oldugunu
bulmuslardir. Tayvan’da ise K. pneumoniae izolatlarinda subgrup C; beta
laktamaz CMY-8 tlireten {i¢ tiir saptanmistir (56). Bu tiirlerin pulsed field jel
elektroforez (PFGE) paternleri ve plazmid profilleri benzer bulunmustur. Horton
ve ark (57) tarafindan ABD’deki suslar arasinda yiiksek diizeyde AmpC {ireten S.
enterica serovar Heidelberg susu bulunmustur. Bu genler klonlanmadigi ve
sekanslanmadigi i¢in plazmid kaynakli AmpC enzimlerinin cografik yayilimi ya

da beta laktamazlarin yeni subgruplari temsil edip etmedigi belirlenememistir.
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SHV-2 ya da SHV-5 benzeri GSBL {ireten tiirlerde oldugu gibi yolculuk
ve hastalarin transferinin AmpC beta laktamazlarin tilkelerarasi yayilimina neden
olabildigi ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir (9). Avrupa’da plazmid aracili AmpC
beta laktamaz tasiyan patojenik bakterilerde direncin aktarilmasinin seyahatler
yoluyla uluslararast diizeylerde olabilecegi saptanmistir. Ciddi yanikli bir
hastadan izole edilen FE. coli'nin BIL-1 sefalosporinazinin Pakistan’dan
Ingiltere’ye tasindip1 gesitli calismalarla gosterilmistir (58). M’Zali ve ark (59)
calismalarinda Hindistan’dan Ingiltere’ye E. coli tiirlerinde bulunan subgrup C1
beta laktamazlarin getirildigini belirtmislerdir. Cao ve ark (46) Isve¢’de de benzer
bir durumu saptamislardir. Hindistan’a giden ve bu sirada antibiyotik tedavisi alan
hastada 6 hafta sonra ¢oklu direng gosteren K. pneumoniae susu izole etmisler ve
bu mikroorganizmanin plazmidle kodlanan CMY-4 beta laktamazi tasidigini
belirlemislerdir. Fransa’da yapilan bir c¢alismada yurtici kokenli olmayan
plazmidle kodlanan AmpC beta laktamazlar belirlenmistir. Bu c¢alismada
Salmonella senfienberg ve E. coli izolatlarinin plazmid kaynakli AmpC beta
laktamazlarinin her ikisinin de subgrup C1’e ait oldugu saptanmistir (60). Nadjar
ve ark (16) 1998 yilinda Tunus’dan Paris’deki bir hastaneye gonderilen bir
hastada sonradan ¢oklu diren¢ gosteren K. pneumoniae izole etmislerdir. Tiim
onlemler alinmis olmasina ragmen, diger hastalarda benzer K. pneumoniae suslari
ile infekte olmustur. Nadjar ve ark (16) izolatlarin tamaminda, daha Onceden
Almanya’da Bauernfeind ve ark (61) tarafindan bulunan ACC-1 tipi AmpC beta
laktamazin1 saptamiglardir. Fransa ve Almanya’da izole edilen bakterilerin
muhtemel klonal orjinleri farkli olmakla beraber tamamen plazmid kaynakli beta
laktamazlardir. Girlich ve arkadaglart da (48) plazmid kaynakli ACC-1 beta
laktamaz {ireten bir bakteriyi Tunus’dan Fransa’ya gelen bir hastadan izole
etmislerdir. Ardindan ayni hastadan beta laktamaz salgilayan P. mirabilis ve E.
coli suslar1 da saptanmistir. Diger ¢aligsmalarda da Guatemala’dan Almanya’ya
(FOX-2), Yunanistan’dan Fransa’ya (MOX-2), Punjab’dan Londra’ya (CMY-2,
CMY-6, CMY-7) pek ¢ok susun seyahatler yoluyla tasindig: belirlenmistir (9, 62).

Plazmidle kodlanan AmpC beta laktamaz tasiyan bakteriler seyahat eden
insanlarla yayilabildigi gibi vektorler ve hayvansal gidalarla da yayilabilirler.

ABD’de Winokur ve ark (63) insanlardan ve evcil hayvanlardan izole ettikleri .
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coli ve Salmonella suslarini incelemisler, insanlar ve evcil hayvanlar arasinda ¢ok
siklikla bakteri transferinin oldugunu, E. coli ve Salmonella arasinda da
plazmidlerin aktarilabildigini gostermislerdir.

Plazmid aracili AmpC beta laktamaz enzimlerinden olan CMY-2’nin
prevalanst yiiksek oldugu gibi, cografik olarak da genis bir alana yayilim
gostermektedir. Cezayir, Fransa, Almanya, Yunanistan, Hindistan, Pakistan,
Tayvan, Tiirkiye, Ingiltere ve ABD CMY-2nin bildirildigi iilkelerdir (9, 64).

Hindistan ve Kuzey Afrika’dan Avrupa’ya plazmidle kodlanan beta
laktamaz tasityan bakteri transfer tanimlamalari, o bolgelerde plazmidle kodlanan
ampC gen kaynaklarinin olabilecegini gostermektedir.

Salmonella turleri ve K. pneumoniae izolatlar1 disindaki plazmid kaynakl
AmpC enzimi {ireten ¢ogu sus, dncesinde hastanede kalis 6ykiisii olan hastalardan
izole edilmektedirler. Yapilan ¢aligsmalar bu kisilerin siklikla uzun stireli yogun
bakim tedavisi almis hastalar oldugunu gostermistir. Hatta bazi hastalarin bir ya
da daha fazla sayida cerrahi miidehale yapilmis, karaciger veya bobrek nakli
uygulanmis, 16semi, kanser gibi hastaliklart olan immun direnci diisik bireyler
oldugu belirlenmistir (13, 15, 45, 59, 65). Organizmalarin idrar (izolatlarin
yaklasik %50si), kan, balgam, yara ya da digki kiiltiirlerinden izole edilebildigi,
bazi izolatlarin ise diger potansiyel patojenlerle birlikte karisik kiiltiirlerden izole
edildigi saptanmigtir. Hastalarin ¢ogunda, sefoksitin, moksalaktam, sefmetazol,
sefotetan, imipenem gibi beta laktam antibiyotikleri kullanma Sykiisiiniin oldugu
belirlenmistir (13, 14, 65, 66). Plazmid kaynakli AmpC enzimi olan pek ¢ok
mikroorganizmanin ayn: zamanda TEM-1, TEM-2, hatta SHV-5 gibi GSBL
enzimlerini de {retebildigi gosterilmistir (53, 59, 67). Bu durumun AmpC
enziminin hastalar arasinda yayiliminda 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir.

Beta laktamazlari evrimi antibiyotiklerin rastgele kullaniminin bir sonucu

olarak degerlendirilmektedir.

2.6. AmpC Beta Laktamazlarin Tanimlanmasi
AmpC  beta laktamazlarin  saptanmasinda ~ CLSI’'nin  Onerisi
bulunmamaktadir (4). Ancak bu enzimlerin tanimlanmasinda ¢esitli fenotipik ve

genotipik yontemler kullanilabilmektedir.
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Fenotipik yontemlerden olan duyarlilik testleri ile tazobaktam, sulbaktam,
klavulunat, aztreonam, sefotaksim, seftazidim, sefpodoksim ve sefoksitin gibi
antibiyotiklere direncin gozlenmesi, o mikroorganizmanin AmpC beta laktamaz
enzimi tiretiyor olabilecegini diigtindtirmelidir. Duyarlilik testleri ile bu enzimin
varlifindan stiphelenilen suslara, boronik asit disk test, cefoxitin-hodge test, li¢
boyutlu test, cefoxitin agar medium (CAM) testi, AmpC disk test, izoelektrik
odaklama gibi fenotipik testler yapilabilmektedir (68, 69, 70, 71). Fakat bu testler
glintimiizde heniiz iyi standardize edilmis yontemler degildir.

AmpC enzim tipini belirlemek i¢in molekiiler ydntemlere gereksinim
vardir. Polimeraz zincir reaksiyonu giintimiizde beta laktamaz genlerini saptamada
en sik ve en yaygin kullanilan molekiiler yontemdir. Ancak bu yéntemle sadece
enzimin bagli oldugu aile saptanabilmektedir.

DNA dizi analizi, beta laktamazlara ait genlerdeki niikleotid
degisikliklerinin tam olarak saptanabildigi, diger direng genleri gibi plazmid
kokenli AmpC beta laktamazlarin da tanimlanmasinda altin standart olarak kabul

edilen yontemlerdendir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

Bu ¢alismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
12.01.2006 tarihinde (Etik kurul onam no: B.30.2.AKD.0.01.00.00/Etik-06) onam
verilmistir.

3.1.1. Bakteri suslar

Ocak 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvart Kiiltir Birimi'nde klinik 6rneklerden
izole edilen 1398’1 E. coli ve 502’si Klebsiella spp. olmak tizere toplam 1900 sus
calismaya alinmistir.

Suslar, Phoenix 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize bakteri
tanimlama ve antimikrobiyal duyarlhilik sistemi ile konvansiyonel yontemler
kullanilarak tanimlanmigtir. Phoenix 100 sistemi ile sefoksitine az duyarli veya
direngli oldugu saptanan 53 susun sefoksitin duyarhliklari, disk diftizyon
yontemiyle tekrarlanmigtir. Disk difiizyon yontemi ile sefoksitine direngli ya da az
duyarli bulunan toplam 41 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinin saf kiiltiir halindeki
pasajlar1 daha sonraki ¢aligmalar i¢in boncuklu stok tiiplerinde stoklanarak -20
°C’de saklanmistir.

Calismanin yapildig: tarihler arasinda klinik 6rneklerden izole edilen P.
mirabilis izolatlarindan higbirisi sefoksitine direngli bulunmamistir. Bu nedenle

bu suslar ¢alisma dis1 birakilmistir.

3.1.2. Ayraglar
1- EDTA (ethylenediaminetetraacetate) (Sigma E5134)
0.5M 02M

Na;EDTA 18.6 ¢ 7.44 ¢

Distile H20 100 ml 100 ml

EDTA pH 8.0°da erir. 1-2 g NaOH pelleti ile istenen pH elde edilerek
otoklavlanmistir.
2- TBE (10X)

Tris base (Sigma T6066) 108 g
Boric acid (Sigma B6768) S5¢g
0.5 M EDTA 40 ml
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Distile su 1000 ml” ye tamamlanmistir.
Oda 1sisinda 1 ay stabildir.
3- Agaroz (Sigma A5093)
4- Etidium bromide (Amresco 0492-Q)
5- Jel yiikleme tamponu (Sigma G2526)
6- ANTP karisimi (100 mM her biri) (Bioron 110011)
(2,5 mM / herbiri, toplam 10 mM)

dATP (100 mM) 25 ul
dCTP(100 mM) 25 ul
dGTP(100 mM) 25 ul
dTTP (100 mM) 25 ul
Distile su 900 pl

-20 °C’de saklanmustir.
7- Marker’lar:
GeneRuler 50 bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0371)
IEF Standart 4.45-9.6 (Biorad 161-0310)
8- FastStart Taq DNA Polimeraz (Roche) 5 U/ul
icerigi:
10X PCR butffer
25 mM MgCl,
9- Fosfat tamponu 0,1 M pH 7.0
A- 0,2 M sodyum fosfat, mono-sodyum tuzu
13,8 g NaH>PO4-1 H,O (MW=138) distile suda ¢oziiliip, 500 ml’ye
tamamlanmistir.
B- 0,2 M sodyum fosfat, di-sodyum tuzu
26,81 g NaaHPO4-7 H,O (MW=268,1) distile suda ¢oziiliip, 500 ml’ye
tamamlanmistir.
A (39 ml) + B (61 ml) + distile su (100 ml) seklinde karistirtlmistir.
10- Nitrosefin (Oxoid SR112C), I mg
Kendi ¢oziictisii i¢inde (Fosfat tamponu + DMSO) sulandirilmistir (500

pg/ml).



11- Poliakrilamid jel
e Monomer konsantrat (T= % 25, C= % 3)

Acrylamide (Sigma A 8887) 30¢g

Bis (N,N’-Methylene-bis-acrylamide) (Sigma M 7256) 0,8 g

Distile su igerisinde ¢ozdiirtilerek final voliim distile su ile 100 ml’ye
tamamlandiktan sonra soltisyon 0,45 pm’lik filtreden gegirilmistir. Balon jojenin
etrafi alimtinyum folyo ile kaplanarak +4 °C’de saklanmistir (1 ay stabildir.).
e TEMED (N, N’-Tetramethylene-ethylenediamine) (Fluka 87689)

500 pl TEMED igerisine 9,5 ml distile su ilave edilerek %5’lik soliisyonu
hazirlanmistir.
e % 40 Ampholyte (Bio-lyte 3/10) (Biorad 163-1112)
e % 10 (w/v) Ammonium persulfate (Merck 1.01201.0100)

0,1 g ammonium persulfate 1 ml distile suda ¢ozdirilir. Soliisyon
kullanimindan hemen 6nce giinltik olarak hazirlanmistir.
o % 87 gliserol (w/v)

87 g gliserole distile su eklenerek final volum 100 ml olacak sekilde
karigtirllmigtir.

125 x 65 x 0.4 mm boyutlarinda iki adet poliakrilamid jel hazirlamak i¢in
monomer-ampholyte soltisyonu ve catalyst soliisyonlart 50 ml’lik falcon

icerisinde karistirtlmistir.

distile su 9.5ml

monomer konsantrat 4.3 ml Monomer-ampholyte
% 87 gliserol 2 ml sollisyonu

% 40 ampholyte 1 ml

% 10 ammonium persulfate 425 ul Catalyst soliisyonu
% 5 TEMED 250 pl

3.2. YONTEM
3.2.1. Antimikrobiyal duyarhhk testi

Laboratuvara gonderilen tiim Orneklerden soyutlanan ve Phoenix 100
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sistemi ile sefoksitin diren¢li (MIK > 32 pg/ml) ya da az duyarli (MIK < 8 ug/ml)
saptanan suslarin, CLSI'nin onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle ampisilin (10 pg), ampisilin-sulbaktam (20 pg), amoksisilin-
klavulanat (30 pg), piperasilin-tazobaktam (10 pg), imipenem (10 ug),
meropenem (10 pg), sefoksitin (30 pg), seftazidim (30 pg), seftriakson (30 pug),
sefaperazon-sulbaktam (105 pg), sefepim (30 pg), aztreonam (30 pg),
levofloksasin (5 pg), siprofloksasin (5 pg), gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg)
ve trimetoprim-sulfametaksazol (1,25/23,75 pg) duyarliliklar saptanmistir. Bunun
icin mikroorganizmalarin kanl agardaki bir gecelik taze pasajlarindan 0.5
McFarland’lik stispansiyon hazirlanarak Mueller Hinton agara (Oxoid, Ingiltere)
yayilmistir. Agar lizerine antibiyotik diskleri yerlestirilerek 35 °C’lik etiivde bir
gece bekletilmis, ertesi giin mikroorganizmalarin zon ¢aplari kaydedilmis ve
CLSI'nin 6nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir.

Suslardan sefoksitin zon ¢apt < 14 mm olanlar sefoksitine direngli, 15-17
mm arasi olanlar sefoksitine az duyarli olarak belirlenmistir. Sefoksitin zon ¢ap1 >
18 mm olan suslar ise sefoksitine duyarli olarak degerlendirilerek ¢alisma disi
birakilmistir.

3.2.2. Kombine disk yontemi

Yiiksek diizeyde AmpC beta laktamaz iireten suslarda, GSBL iireten
suslardan farkli olarak sefamisinlere direncin gozlenmesinin yani sira, ortaya
¢ikan direng; klavulanat, sulbaktam, tazobaktam ile kombine beta laktam ilaglarla
da inhibe edilememektedir.

AmpC beta laktamazlarin saptanmasinda CLSI’nin 6nerisi bulunmamasina
karsilik, GSBL enzimlerinin saptanmasinda gesitli fenotipik tarama ve dogrulama
testlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. CLSI, sivi mikrodiliisyon testi ile iigiincii
kusak  sefalosporinlerden  herhangi  birinin  (sefotaksim, seftazidim,
sefpodoksim, seftriakson) MIK degerinin > 2 pg/ml olarak saptandig
durumlarda ya da disk difiizyon testi ile seftazidim ve sefpodoksim inhibisyon
zon ¢aplarinin < 22 mm, aztreonam ve sefotaksim zon ¢aplarinin < 27 mm,
seftriakson zon ¢apmin < 25 mm oldugu durumlarda GSBL varligi i¢in
dogrulama testi yapilmasini énermektedir.

Dogrulama testlerinde GSBL’lerin beta laktamaz inhibitorlerine duyarh
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olma 6zelliginden faydalanilmaktadir. Kombine disk yontemi ile ii¢ boyutlu
test sik olarak kullanilan dogrulama testlerindendir.

0.5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonunun yayildigi
Mueller Hinton agara kombine disk yontemi ig¢in, klavulanik asit (10 pg) i¢eren
ve igermeyen seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 pg) diskleri
yerlestirilmistir. 35°C’de bir gece inkiibasyondan sonra, klavulanik asit iceren
ve icermeyen  disklerin  etrafindaki inhibisyon zonlari  dlciilerek
kargilagtirllmistir.  Kombinasyon diskleri etrafindaki inhibisyon zonu,
klavulanik asit igermeyen disk etrafindaki inhibisyon zonundan > 5 mm daha
genis olan suglar, GSBL tretimi agisindan pozitif olarak kabul edilmistir (4).
3.2.3. U¢ boyutlu test

Ug boyutlu test, AmpC beta laktamazlarin saptanmasinda kullanilan
fenotipik yontemlerden birisidir. Testin uygulanisi sirasinda hiicreden enzimin
ekstraksiyonuna gerek duyuldugu igin Modifiye Hodge teste gére daha zor
olmasina ragmen, yalanci pozitiflik oraninin daha az oldugu diisiiniilmektedir.
Calismamizda sefoksitine direngli ya da az duyarli bulunan suslara, Coudron ve
arkadaglarinin dnerileri dogrultusunda ti¢ boyutlu test yontemi uygulanmustir (68).

Bakterilerin kanli besiyerlerindeki bir gecelik taze pasajlarindan hazirlanan
0,5 McFarland’lik stispansiyonlar1 Triptic Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya)
besiyerine ekilerek dort saat 35 °C’lik etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda
hiicreler santrifiij edilerek ve ardindan bes kez dondurulup ¢6zdiiriilerek enzim
ckstraksiyonu yapilmistir. Standart disk diftizyon testi i¢in Mueller Hinton agara
ATCC 25922 E. coli susu inokiile edilerek plagin ortasina sefoksitin (30 ug) diski
konulmugtur. Diskten 5 mm uzaklikta olacak sekilde steril bistiiriyle yariklar
acilmig ve yariklara pipet yardimiyla 25-30 pl elde edilen enzimlerden
konulmugtur. Petriler 35 °C’lik etiivde bir gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi
giin inhibisyon zonuyla kesisen yariklardaki suglardan 3 mm’ye esit ve 3 mm’den
fazla distorsiyona neden olanlar “li¢ boyutlu test pozitif” olarak kabul edilmistir.
3.2.4. izoelektrik odaklama (Isoelectric Focusing; IEF) yontemi

[zoelektrik odaklama, proteinlerin ayiriminda yaygin olarak kullanilan,
sabitlenmis bir pH gradientinde gerceklesen elektroforez olarak tanimlanan bir

yontemdir. Proteinler sahip olduklari yiike gére anod veya katoda gog ederler, net
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yiikleri sifir oldugunda ise sabit kalarak yogunlasirlar ve bant olustururlar. Sabit
kaldiklar1 nokta “izoelektrik nokta” (pI) veya “izoelektrik pH” olarak tanimlanuir.
3.2.4.1. Beta laktamaz eldesi

Calismamizda, AmpC beta laktamazlarin izoelektrik noktalarini
belirlemek amaciyla yari otomatize bir elektroforez sistemi olan "Model 111 Mini
IEF Cell" cihazi (Biorad, Hercules, Kaliforniya) kullanilmistir. Beta laktamaz
eldesi i¢in suslara sonikasyon islemi uygulanmistir. Bunun igin suglarin kanli agar
besiyerlerindeki bir gecelik taze pasajlarindan 10 ml TSB besiyeri igerisine bol
miktarda ekim yapilmig ve tiipler 35 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, tistteki siipernatant atilarak
buz tizerinde 1 ml distile su ile restispanse edilmistir. Bundan sonraki biitiin
islemler buz iizerinde yapilmigtir. Ornekler 5000 rpm’de 5 dakika daha santrifiij
edildikten sonra Ustteki siipernatant atilmig ve 1 ml fosfat tampon eklenerek 10
dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmistir. Sonikasyon islemi icin sonikator
(Bandelin Sonopuls, Berlin) probu tiip i¢ine daldirilarak 70 V’da 15’er saniyelik 3
islem ile bakteriler par¢alanmistir. Elde edilen sonikat, +4 °C’de 10.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilmis, beta laktamazlari igeren st sivi toplanmis ve —20
°C’de saklanmugtir.

Sonikasyon sonucu elde edilen iiriinde beta laktamaz varligi nitrosefin
yontemi ile saptanmugtir. 30 pl drtin, 100 pl nitrosefin  ¢ozeltisi  (1/10
sulandirilmig) ile karistirilmig, enzimin nitrosefinde bulunan beta laktam
halkasindaki amid bagini par¢alamasiyla rengin saridan kirmiziya doniismesi
olumlu olarak degerlendirilmistir. Renk degisimi olmayan ve renk degisim siiresi
5 dakikay1 asan 6rnekler i¢in sonikasyon iglemi tekrarlanmistir. Ayrica her enzim
icin renk degisim siireleri kaydedilmis, izoelektrik odaklama yonteminde ayni
siirelere sahip 6rnekler bir arada incelenmistir.
3.2.4.2. Poliakrilamid jel hazirlama

Jel destekleyici filmin hidrofobik yiizeyi bir miktar distile su yardimi ile
cam plaga yapistirilarak jel dokme aparati {izerine yerlestirilmistir. Daha 6nceden
hazirlanan poliakrilamid jel, jel destekleyici filmin hidrofilik yiizeyi ile jel dokme
aparati arasina pastor pipeti yardimiyla yayilarak floresan 1sik altinda yaklasik bir

saat kurumaya birakilmistir. Jel, ince bir spatula yardimiyla jel dokme
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aparatindan, destekleyici film ve cam plak ile birlikte kaldirilarak kullanima hazir
hale getirilmistir.
3.2.4.3. Elektroforez

Jel iizerine yerlestirilen aplikator striplere her birinden 0,5’ser pl olacak
sekilde ornekler ve IEF standardi konularak birkag dakika beklenmis, jele zarar
vermeden aplikator strip kaldirilmis ve ardindan jel Model 111 Mini IEF Cell
cihazina yerlestirilerek, 100 V’da 5 mA’de 0.5 W’da 15 dakika, 200 V’da 5
mA’de 1W’da 15 dakika, 450 V’da 4 mA’de 1.8 W’da 60 dakika olmak iizere
toplam 90 dakika beta laktamaz igeren tiriinler yiiriitiilmiistiir. Bu siire sonunda
0.1 M fosfat buffer igerisine 0.5 mM nitrosefin ¢ozeltisi (500 pg/ml) eklenip jel
tizerine yayilarak enzim bandlar1 goriiniir hale getirilmistir. Enzimlerin izoelektrik
noktalarr protein marker IEF Standart 4.45-9.6 ile karsilastirilarak saptanmustir.
[zoelektrik noktalart 6.4-9.4 arasinda olup, plazmid kaynakli AmpC beta
laktamazlarla uyumlu oldugu diistintilen tirtinler ile, izoelektrik noktalar1 TEM (pl
5.2-6.5), SHV (pl 7-8.2), CTX-M (pI 7.9-8.6) tiirevi GSBL’lar ile uyumlu
bulunan triinler scanner yardimiyla goriintiilenmistir.
3.2.5. Plazmid ekstraksiyonu

[zolatlarin kanli agarda saf olarak iiremis kolonilerinden, 5 ml Luria-
Bertani broth (Conda, Ispanya) besiyerlerine ekimi yapilmistir. Sivi besiyerleri, 37
°C’lik ettivde 20 saat ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Ertesi giin sivi
besiyerlerinden 1,5 ml alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmistir. 17310
xg'de 5 dakika santrifiij edilen ependorflarin iist kismindaki supernatant atilarak
kalan pellet 500 ml distile su ile siispanse edilmistir. Ardindan hiicreler 95 °C’de
1s1 dongii cihazinda 10 dakika lize edilmis ve 17310 xg’de 5 dakika santrifiijden
sonra, Ustte kalan siipernatant ayrilmistir. Siipernatant ve 1/100 oraninda diliie
edilmis siispansiyonu daha sonra uygulanacak olan amplifikasyon protokollerinde
kullanilmak tizere 2-8 °C’de saklanmistir (36, 72).
3.2.6. Multipleks PCR ile plazmid kaynakhh AmpC genlerinin saptanmasi

Plazmid kaynaklit AmpC enzimlerini saptamak amaciyla ¢izelge.3.1°de ki

onctiller kullanilarak multipleks PCR yapilmistir (36).
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Cizelge.3.1. Multipleks PCR’da kullanilan 6nciil setleri

Hedef

Onciil

Polarite

Dizi

Uriin
Uzunlugu
(bp)

1.GRUP

DHA-1
DHA-2

DHA-F
DHA R

sense

antisense

5’-aactttcacaggtgtgctgggt-3’

5’-ccgtacgcatactggetttge-3°

405

MIR-1
ACT-1

EBCF
EBC R

sense

antisense

5’-tcggtaaagecgatgttgegg-3’

5’-cttccactgcggctgccagtt-3’

LAT-1
LAT-2
LAT-3
LAT-4
CMY-2
CMY-3
CMY-4
CMY-5
CMY-6
CMY-7
BIL-1

CITF
CITR

sense

antisense

5’-tggccagaactgacaggcaaa-3’

5’-tttetectgaacgtggctgge-3’

462

2.GRUP

MOX-1
MOX-2
CMY-1
CMY-8
CMY-9
CMY-10
CMY-11

MOX F
MOX R

sense

antisense

5’-gcetgcetecaggageacaggat-3°

5’-cacattgacataggtgtegtgc-3’

520

ACC

ACCF
ACCR

sense

antisense

5’-aacagcctcageageceggtta-3’

5’-ttcgeegceaatcateectage-3’

FOX-1
FOX-2
FOX-3
FOX-4
FOX-5

FOX F
FOX R

sense

antisense

29

5’-aacatggggtatcagggagatg-3

5’-caaagcgcgtaaccggattgg-3’

190




3.2.6.1. Reaksiyonlarin karisimlari:

Birinci grup primerler icin (¢izelge.3.1); her bir 6rnek i¢in ependorf tiipiine

toplam hacim 20 pl olacak sekilde;

Steril distile su

10X Taq buffer

25 mM MgCl,

dNTP (2,5 mM/her biri)
DHA F (10 pmol/uL)
DHA R (10 pmol/uL)
EBC F (10 pmol/uL)
EBC R (10 pmol/pL)
Taq polimeraz (5 U/ul)

Ekstraksiyon tirlinii

konulmustur (72).

9,25 ul

2 ul

1,5 ul (1,5 mM/final)
2 ul (1 mM/final)

1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
0,25 ul (1,25 U/final)
1 ul

Ikinci grup primerler igin (gizelge.3.1); her bir 6rnek i¢in ependorf tiipiine

toplam hacim 20 pl olacak sekilde;

Steril distile su

10X Taq buffer

25 mM MgCly

dNTP (2,5 mM/her biri)
CIT F (10 pmol/uL)
CIT R (10 pmol/uL)
MOX F (10 pmol/pL)
MOX R (10 pmol/uL)
ACC F (10 pmol/uL)
ACC R (10 pmol/puL)
FOX F (10 pmol/pL)
FOX R (10 pmol/uL)
Taq polimeraz (5 U/ul)

Ekstraksiyon tirtinii

konulmustur (72).
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5,25 ul

2 ul

1,5 ul (1,5 mM/final)
2ul (1 mM/final)

1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1wl (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)
0,25 pl (1,25 U/final)

1 ul



3.2.6.2. Is1 dongii programi: Reaksiyon karisiminin hazirlandigi ependorflar 1si
dongii cihazina (Perkin Elmer GenAmp 9600, Roche, Almanya) yerlestirilerek
asagidaki sicakliklarda 25 dongii gergeklestirilmistir (36, 72);

94 °C’de 10 dakika 6n denatiirasyon
94 °C’de 30 saniye denatiirasyon

64 °C’de 30 saniye birlesme
72°C’de 1 dakika uzama

72 °C’de 7 dakika son uzama

25 dongi

3.2.6.3. Agaroz jel elektroforezi

Sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla, 1X TBE igerisinde %2 oraninda
agaroz jel hazirlanarak mikrodalga firinda eritilmigtir. 150 ml eriyik igine etidyum
bromid ¢ozeltisinden 15 pl eklenerek jel kasetine dokiilmiistiir. Taraklar jel
kasetine yerlestirildikten sonra donmaya birakilmigtir. Plazmid DNA’lar1 jel
yikleme buffer: ile 1/6 oraninda (2 pl jel yiikleme buffer + 10 pl plazmid)
karigtirllarak her bir kuyuya 12 ul olacak sekilde pipetlenmistir. Her jelde
orneklerin yanisira GeneRuler 50 bp DNA Ladder Plus marker biiyiikliik
belirleyici olarak kullanilmigtir. Jel, 1X TBE ig¢inde 120 V’da 30 dakika
ylirtitiilmiisttir. Sonuglar ultraviyole transiliiminatérde 280-340 nm dalga boyunda
incelenmis ve goriintiilenmistir. Elde edilen band biiytikliikleri marker ile
karsilastirilmis ve ¢izelge.3.1°de belirtilen tirtin uzunluklari ile uyumlu bulunan
bandlar pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.2.7. Family-spesifik primerlerle PCR

Onceki PCR deneyinde pozitif oldugu belirlenen iiriinlerin amplifikasyonu
cizelge.3.2°de belirtilen family-spesifik onciiller yardimiyla farkli 1s1 dongii
programlarinda tekrarlanmis ve agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (36,

72).
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Cizelge.3.2. PCR’da kullanilan family-spesifik onciil setleri

Onciil Polarite Dizi Uriin Hedef
Uzunlugu
(bp)
sense
DHA-IF 5’-tctgecgetgataatgteg-3° 263 blapiia-1
DHA-IR antisense | 5’-gccgcecggateattcagege-3’
sense
DHA-2F 5’-tctgecgcetgataatgteg-3° 263 blapna-
DHA-2R antisense | 5’-tctgecgggteattcaacat-3’
blacyy-1, s, 10, -11
sense
CMY-IF 5’-tgagcaagaccctgactge-3’ 654 ve blamox-1
CMY-1R antisense 5’-gcaatgtctgcteggtgac-3°
blacmy-2, -4, -6, -7, -
sense , - 5
CMY-2F 5’-ctatggcgtgaaatccage-3 366 12, <13, 14, -18 V€
antisense R
CMY-2R 5’-ttgtttgccageatcacgatg-3’ blayar-1, 2, 3.4

3.2.7.1. Reaksiyonlarin karisimlari:

Her bir 6rnek i¢in ependorf tiiptine toplam hacim 20 pl olacak sekilde;

Steril distile su
10X Taq buffer
25 mM MgCl,

dNTP (2,5 mM/her biri)
*Onciil F (10 pmol/pL)
*Onciil R (10 pmol/pL)

11,25 pl
2 ul

1,5 ul (1,5 mM/final)

2 ul (1 mM/final)
1 ul (10 pmol-final)
1 ul (10 pmol-final)



o Taq polimeraz (5 U/ul) 0,25 pl (1,25 U/final)
o Ekstraksiyon {irtinti 1 ul
konulmustur (72).
* Her bir ornek i¢in blapnua ve blacmy bolgelerine 6zgii dort ayr1 énciil seti
icin de bu karigim kullanilmistir (¢izelge.3.2).
3.2.7.2. Is1 dongii programi: CMY-1 ve CMY-2 benzeri enzimler ile DHA-1 ve
DHA-2 beta laktamazlar1 saptamak i¢in 1s1 dongii cihazinda iki farkli program
kullanilmigtir (72).
CMY-1 benzeri ile CMY-2 benzeri enzimler igin 1s1 dongii programi
asagidaki gibidir.
94 °C’de 10 dakika 6n denatiirasyon
94 °C’de 30 saniye denatiirasyon
53 °C’de 30 saniye birlesme
72°C’de 1 dakika uzama
72 °C’de 7 dakika son uzama
DHA-1 ve DHA-2 beta laktamazlar i¢in 1s1 dongii programi asagidaki

25 dongti

gibidir.

94 °C’de 10 dakika 6n denatiirasyon
94 °C’de 30 saniye denatiirasyon

58 °C’de 30 saniye birlesme
72°C’de 1 dakika uzama

72 °C’de 7 dakika son uzama

3.2.8. PCR ile blatem, blasuv ve blacrx-m beta laktamaz genlerinin

25 dongti

saptanmasi
Ug boyutlu test ve kombine disk test pozitif saptanan suslarda CTX-M,
TEM ve SHV enzimlerinin varhigini aragtirmak igin ¢izelge.3.3’de ki onciiller

yardimiyla PCR yapilmis ve agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

38



Cizelge.3.3. PCR’da kullanilan 6nciil setleri

Uriin
Onciil Polarite Dizi Uzunlugu
(bp)
S'-cgetttgcgatgtgeag-3'
blactx.m | CTX-MF S 5’-acggcgatategttggt -3 920
CTX-M R antisense
TEM F sense 5’-gagtattcaacatttccgtgte-3°
blarem ] 850
TEMR antisense 5’-taatcagtgaggcacctatctc-3°
SHV F sense 5’-cgccgggttattettatttgtcge-3°
blasiy . 1016
SHV R antisense | 5°-tctttccgatgecgecgecagtea-3’

3.2.8.1. Reaksiyonlarin karisimi:
CTX-M PCR: Her bir ¢rnek i¢in ependorf tiiptine toplam hacim 50 pl olacak
sekilde;

e Steril distile su 33 ul
e 10X Taq buffer Sul
e 25 mM MgCl, 2,5 ul (1,5 mM/final)
e dNTP (2,5 mM/her biri) 2 ul (100 uM/final)
e *Onciil F (25 pmol/uL) 1 pl
e *Onciil R (25 pmol/uL.) 1 ul
e Taq polimeraz (5 U/ul) 0,5 pl (1,25 U/final)
e [Ekstraksiyon {riinii Sul
konulmustur.

* Her bir 6rnek i¢in blactx-m bolgesine 6zgii ¢izelge.3.3’deki onciil seti
kullanilmistir.

TEM PCR: Her bir 6rnek i¢in ependorf tliptine toplam hacim 50 pl olacak sekilde;
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e Steril distile su 32,3 ul

e 10X Taq buffer Sul
e 25 mM MgCl 3ul (1,5 mM/final)
e dNTP (2,5 mM/her biri) 1,5 ul (100 uM/final)
e *Onciil F (50 pmol/uL) 1,5 ul
e *Onciil R (50 pmol/pL) 1,5 ul
e Taq polimeraz (5 U/ul) 0,2 pul (1,25 U/final)
e Ekstraksiyon triinti 5pul
konulmustur.

* Her bir 6rnek i¢in blargpm bolgesine 6zgii ¢izelge.3.3’de ki onciil seti
kullanilmistir.

SHV PCR; Her bir 6rnek i¢in ependorf tiipiine toplam hacim 50 pl olacak sekilde;

e Steril distile su 33,35 ul
e 10X Taq buffer Sul
e 25 mM MgCly 3ul (1,5 mM/final)
e dNTP (2,5 mM/her biri) 1 ul (100 uM/final)
e *Onciil F (25 pmol/uL) 1,2 pl
e *Onciil R (25 pmol/uL) 1,2 ul
e Taq polimeraz (5 U/ul) 0,25 pl (1,25 U/final)
e FEkstraksiyon tirtinii S5l

konulmustur.

* Her bir 6rnek i¢in blasyy bdlgesine 6zgili ¢izelge.3.3’de ki onciil seti
kullanilmistir.
3.2.8.2. Is1 dongii programlari:
CTX-M PCR ig¢in; ependorflar 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek asagidaki

sicakliklarda 30 dongii gergeklestirilmistir.

95 °C’de 12 dakika 6n denatiirasyon

94 °C’de 1 dakika denatiirasyon

50 °C’de 1 dakika birlesme 30 déngii
70°C’de 2 dakika uzama

72 °da 10 dakika son uzatma

TEM PCR i¢in; ependorflar 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek asagidaki
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sicakliklarda 35 dongii gerceklestirilmistir.

95 °C’de 10 dakika 6n denatiirasyon

95 °C’de 45 saniye denatiirasyon

53 °C’de 45 saniye birlesme 35 dongii
72°C’de 1 dakika uzama

72 “°da 7 dakika son uzatma

SHV PCR i¢in; ependorflar 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek asagidaki

sicakliklarda 30 dongii gerceklestirilmistir.

95 °C’de 10 dakika 6n denatiirasyon

94 °C’de 50 saniye denatiirasyon

60 °C’de 40 saniye birlesme 30 dongti
72°C’de 1 dakika uzama

72 °C’de 10 dakika son uzama

3.2.9. DNA dizi analizi

Daha onceki PCR sonucu pozitif olarak belirlenen izolatlarin blacmy-i,

blacmy, blavox, blarox, blasi, blaiar, blaacr, blamir, blaampcic) ve blaampcir)

allelleri ile uyum gosteren DNA dizilerini belirlemek i¢in, ¢izelge.3.3deki

onctiller yardimiyla yapilan PCR sonucu elde edilen tirtinler kullanilmistir.

Dizileme reaksiyonu i¢in, PCR sonucu pozitif olarak belirlenen suslarin

cizelge.3.3°deki oOnciiller yardimi ile gergeklestirilen PCR reaksiyonunda elde

edilen tirtinleri, DNA saflastirma kiti (QIAquick Nucleotide Removal Kit, Qiagen,

Hilden) ile tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda saflastiriimistir.

Saflastirma isleminin yapilist;

1.
2.

PCR {irlintintin 10 kati volumde PN buffer eklenmis ve karistirilmistir,
QIAquick columnlara 6rnek aktarilir ve 10000 xg’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

QIAquick columnlarin altindaki collection tiipler atilmis ve yenileri
yerlestirilmistir.

750 pl PE buffer eklenir ve 1 dakika 10000 xg’de santrifiij edilmistir.
QIAquick columnlarin altindaki collection tiipler atilir ve yenileri
yerlestirilmistir.

1 dakika 10000 xg’de santrifiij edilmistir.
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7. QIAquick columnlar 1.5 mI’lik ependorflara yerlestirilerek, 100-200 pl
EB buffer eklenmis ve tiip 1-2 dakika oda 1si1sinda bekletilmistir.

8. 1 dakika 10000 xg’de santrifiij edilmistir.

Elde edilen triinler %1.5 agaroz jelde yiiriitiilerek i¢erdikleri dsDNA
konsantrasyonu, Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Beckman Coulter, ABD)
prosediiriine gore belirlenmistir. Saflastiritlmis PCR iiriinleri 2-8 °C’de saklanarak
dizileme reaksiyonu i¢in gerekli primer ve premiks soliisyonlari hazirlanmistir.
Premiks soltisyonunu hazirlamak i¢in dITP kullanilmis ve iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda total volum 1100 pl olacak sekilde asagidaki gibi
hazirlanmigtir. Hazirlanan premiks soliisyonu 100’er mikrolitrelik alikotlara
ayrilmigtir.

Premiks soliisyonunun igerigi;

10X Sequencing reaction buffer 200 pl
dNTP miks 100 pl
ddUTP Dye Terminator 200 pl
ddGTP Dye Terminator 100 pl
ddCTP Dye Terminator 200 pl
ddATP Dye Terminator 200 ul
Polimeraz enzimi 100 pl

Dizileme reaksiyonu i¢in ependorflara her bir 6rnek igin toplam hacim 20

ul olacak sekilde;

Steril distile su 2 ul
Kalip DNA Sul
Primerler (1.6 mM) (¢izelge.3.3) 2 ul
Premiks solusyonu 11l

konulmus ve ardindan asagidaki sicakliklarda 1s1 dongii cihazinda 30 dongii
gergeklestirilmistir.

96 °C’de 20 saniye denatiirasyon

50 °C’de 20 saniye birlesme

60 °C’de 4 dakika uzama

Sekans 6ncesi purifikasyon islemi DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden) ile
asagidaki gibi gergeklestirilmistir. Daha sonra 6rnekler CEQ 8000 (Beckman-
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Coulter, High Wycombe, Ingiltere) cihazina yiiklenilmek iizere buz icerisinde

laboratuvara gotiirtilmiistiir.

1.

DyeEx 2.0 spin columnlar collection tiiplerin igerisine yerlestirildikten

sonra 3000 rpm’de 3 dakika satrifiij edilmistir.

Is1 dongii cihazindan alinan 6rnekler, ependorf tiipler icerisine

yerlestirilen columnlara aktarilmistir.

DyeEx 2.0 spin columnlar tekrar 3000 rpm’de 3

edilmistir.

o}

Cizelge.3.4. Dizi analizinde kullanilan 6nciil setleri (73)

dakika satrifiij

Uriin
Onciil Dizi Uzunlugu Hedef
(bp)
1. GRUP Cl1 5’-gagcagaccctgttcgagat-3’ 846 blacy-1,
G2 5’-gattggcecageatgacgatg-3’ blarox ve
C3 S’-tactccaaccccageatagg-3’ 519 blanox
C4 5’-ccacataggegeccaaagee-3’ genlerinin
sekansi i¢in
2. GRUP CAl 5’-tgetgcetgacagectettte-3’ 1106 blacmy,
CA2 5 -tttcaagaatgcgecaggcec-3’ blaampcic),
blagy. ve
CA3 5’-gcgatceggtcacgaaatac-3’ 426 blayar
CA4 | 5’-ataacgctggatttcacgeca-3’ genlerinin
sekansi i¢in
3. GRUP M1 5’-ctataagtaaaaccttcaccgg-3’ 870 blamr,
M2 5’-tatgecgectcaacgegtg-3° blaampcir)  ve
M3 5’-tgegcttttatcaaaactggea-3’ 585 blancr
M4 5’-gecacgtagetgecaaacc-3’ genlerinin
sekansi i¢in

3.2.7.1. Elde edilen dizilerin degerlendirilmesi

Dizilemenin ¢ift tarafli yapilmasi nedeniyle her PCR iiriinii i¢in elde edilen

iki dizi birlestirilip tek dizi haline getirilmistir. Gen bankasindan alinan referans

diziler ile “BioEdit 5.0.9 Sequence Aligment Editor” programi kullanilarak
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hizalanmig ve aminoasit dizilerine ¢evrilmistir. Hem niikleotit hem de aminoasit
dizileri internet ortaminda “blastn™ ve “blastp” (nucleotide-blast, protein-blast;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) program kullanilarak gen bankalarindaki

var olan dizilerde aranarak karsiliklar1 bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Sefoksitin duyarhlik sonug¢lari

Sefoksitin disk zon ¢ap1 18 mm’den kiigiik olan, 14’0 Klebsiella spp. (1 K.
oxytoca, 13 K. pneumoniae), 27°si E. coli olmak tizere toplam 41 izolat ¢alismaya
alinmistir. Disk difiizyon testi ile Klebsiella spp. suslarindan 7’si sefoksitine
direngli, 7’si sefoksitine az duyarli bulunmustur. 27 E. coli susunun 5’i sefoksitine

direngli, 22’si sefoksitine az duyarli oldugu saptanmustir.

4.2. U¢ Boyutlu Test ve Kombine Disk Test

Bes tanesi E. coli, bir tanesi K. pneumoniae ve bir tanesi K. oxytoca olmak
tizere toplam 7 izolatin Gi¢ boyutlu test sonucu pozitif olarak saptanmistir. Ug
boyutlu test pozitif olarak belirlenen suslarin tamami, GSBL tarama testi olan
seftazidim/seftazidim-klavulanik asit ve sefotaksim/sefotaksim-klavulanik asit
kombine disk test yontemleri ile GSBL pozitif olarak degerlendirilmistir.

Ug boyutlu test ve kombine disk test pozitif olan 7 sugdan 2 tanesinde
yaptlan PCR sonucunda CMY-2 benzeri enzim irettikleri bulunmustur
(resim.4.3.).

Sefoksitine direngli bulunan ve ayni zamanda ii¢ boyutlu test sonucu
pozitif olarak belirlenen bir £. coli susunun ise, Phoenix sistemi, disk difiizyon ve
E test yontemiyle karbapenemlere direngli oldugu saptanmigtir. Suslarin ii¢
boyutlu test sonuglart ile disk diftizyon yontemiyle belirlenen sefoksitin

duyarhliklarinin karsilastirilmasi ¢izelge.4.1.’de verilmistir.
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Cizelge.4.1. Suslarin ii¢ boyutlu test sonuglari ile disk difiizyon yontemiyle
belirlenen sefoksitin duyarliliklarinin karsilagtirilmasi

Klebsiella spp. E.coli
Ug boyutlu | Ug boyutlu | Toplam | Ug boyutlu | Ug boyutlu | Toplam
test pozitif | test negatif test pozitif test negatif
Sefoksitin - 7 7 2 20 22
az duyarh
Sefoksitin 2 5 7 38 2 5
direncli
Toplam 2 12 14 S 22 27

" ile isaretli suslarm 2’sinin CMY-2 benzeri enzim salgiladigi belirlenmistir. Diger izolat ise
karbapenemlere direngli bulunmustur.

Ug boyutlu test pozitif saptanan suslarin besiyerlerinde sefoksitin diskine
dogru yapmus olduklari distorsiyon incelendiginde, sefoksitine az duyarli olan
izolatlarin yaptiklar: distorsiyonun biiytikltigiiniin, sefoksitine direngli saptanan
suslarin yaptiklart distorsiyonun biiyiikliigiinden daha az oldugu gozlenmistir. Ug
boyutlu test sonucu pozitif saptanan suslarin yapmis olduklari distorsiyon ile disk
diftizyon yontemiyle belirlenen zon ¢aplari arasinda ise iliski bulunamamuistir.
Suglarin yapmis olduklart distorsiyonun biiytikligii ile sefoksitin duyarliliklar

arasindaki iliski ¢izelge.4.2.’de verilmistir.

Cizelge.4.2. Distorsiyon biiytikligii ile disk diflizyon yontemiyle belirlenen
sefoksitin duyarhiliklarinin karsilagtirilmasi

E.coli Klebsiella Klebsiella

oxytoca pneumoniae

Sefoksitine | Sefoksitine | Sefoksitine Sefoksitine

direncli az duyarh direncli direncli
Distorsiyon | 3 mm s 1 % -
caplari 4 mm - ] - -
5 mm 28 - - -

6 mm 1° - 1 I
‘" jle isaretli suglarin CMY-2 benzeri enzim salgiladigi belirlenmistir.
" ile igaretli sus karbapenemlere direngli olarak bulunmustur.

PCR sonucunda CMY-2 benzeri enzim irettikleri saptanan suslarin

resim.4.1.’de sefoksitin diskine dogru yapmus olduklari distorsiyon goriilmektedir.
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Resim.4.1. CMY-2 benzeri enzim salgiladigi belirlenen E. coli suslarinin (sus no
21, sus no 64) ii¢ boyutlu test sonucu olusturduklari distorsiyonlarin gériintiileri
*Pozitif kontrol olarak CMY-2 pozitif sus kullanilmigtir.)

= Pozitif

kontrol

Ug boyutlu test pozitif olarak degerlendirilen izolatlarm disk difiizyon
yontemi ile elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglart incelendiginde, AmpC tipi
enzim dreten suglardan PCR ile ayni zamanda CTX-M tirevi GSBL iirettigi
belirlenen izolat seftriaksona direngli, aztreonama az duyarli, gentamisin ve
trimetoprim-sulfametaksazole duyarli iken, TEM tirevi GSBL salgilayan izolat
ise seftriaksona az duyarli, gentamisin ve trimetoprim-sulfametaksazole direngli,
aztreonama ise duyarli olarak saptanmistir. Ug boyutlu test sonucu pozitif olarak
bulunan tiim suslarin disk diflizyon yontemi ile saptadigimiz duyarlilik sonuglari

cizelge.4.3.”de gosterilmistir.
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4.3. Izoelektrik Odaklama

Ug boyutlu test ve kombine disk test pozitif olarak saptanan sefoksitine
direngli veya az duyarli 7 sus izoelektrik odaklama yontemi ile incelenmistir.

Bu suglarin pl degerleri incelendiginde, hem Ampé beta laktamazlarla
uyumlu, hem de TEM, SHV tiirevi GSBL’lar ile uyumlu bandlarin oldugu
gozlenmigtir. Resim.4.2.’de PCR ile CMY-2 benzeri enzim salgiladigim
belirledigimiz suglar ile karbapenemlere direngli oldugu saptanan £. coli

izolati’nin poliakrilamid jelde enzim bandlar1 goriilmektedir.

Resim.4.2. Ug boyutlu test pozitif olarak saptanan suslardan bazilarinm
poliakrilamid jel goriintiileri
e o

pl> 8.0

pl~54

21 52 58 64

Kombine disk test pozitif saptanan 7 susun IEF sonuglar ¢izelge.4.4.’de

gosterilmistir.

4.4. Multipleks PCR

Sefoksitine direngli veya az duyarli toplam 41 izolat, AmpC beta laktamaz
genlerinin  varhi@ acgisindan hem ¢izelge.3.1.’deki  primerler hem de
cizelge.3.2.°deki primerler kullanilarak incelenmis, birinci grup primerlerle
yaklasik 500 bp uzunlugunda banda sahip olan iki izolatin CMY-2 benzeri enzim

tirettigi saptanmistir (resim.4.3.).
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Resim.4.3. Birinci grup primerler (gizelge.3.1.’deki) ile multipleks PCR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiileri

(Soldan saga jel sirasi; ladder, FOX-3 kontrol susu, CMY-6 kontrol susu, LAT-1 kontrol susu,
CMY-2 kontrol susu, sus no 21, sus no 64)

PCR ile pozitif saptanan suslarin izoelektrik odaklama yontemi ile elde
edilen enzim bandlarmin pI>8.0 degerlerinin AmpC beta laktamazlarla uyumlu

oldugu gozlenmistir.

4.5. TEM, SHV ve CTX-M PCR Sonuglari

PCR ile AmpC beta laktamaz tirettigi saptanan suslar TEM, SHV, CTX-M
tirevi GSBL’larin varhigi agisindan PCR ile incelendiklerinde, sus no 21’in
izoelektrik odaklamada elde edilen pI~ 5.4 degeri ile uyumlu olarak TEM pozitif
oldugu, izoelektrik odaklamada tek bir band goriintiisii olan sus no 64’{in ise
CTX-M pozitif oldugu bulunmustur.

Kombine disk test yontemi ile GSBL pozitif saptanan ve izoelektrik
odaklama yontemi ile de poliakrilamid jelde GSBL’lar ile uyumlu bandlari oldugu

gozlenen diger izolatlarin PCR sonuglari ¢izelge.4.4.’de verilmistir.
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4.6. Dizi Analizi
Cizelge.3.1. ve gizelge.3.2.’deki oOnciiller kullanilarak yapilan PCR

sonucunda CMY-2 benzeri enzim Urettikleri belirlenen suslarin, ¢izelge.3.4.’deki
CAl ve CA2 oncilleri yardimiyla gergeklestirilen dizileme reaksiyonlar:
sonucunda, izolatlarin CMY-2 benzeri beta laktamaz trettikleri dogrulanmus,

ancak bu orneklerin enzim tipleri tam olarak belirlenememistir.
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5. TARTISMA

E. coli ve Klebsiella tiirlerinde 3. kusak sefalosporinlere direncin sadece
hastaneden degil, toplum kokenli infeksiyonlardan izole edilen suslar arasinda da
yayilmasi 6nemli bir problem olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Sefalosporin
direncinin en sik nedeni GSBL’lar iken, AmpC beta laktamazlar da bu direncin
gelisimine aract olabilmektedirler. Plazmidle kodlanan AmpC beta laktamaz
tireten klinik izolatlarda, bu enzimlerin saptanmasi giigtiir.

Cok genis direng profiline sahip AmpC enzimlerinin varhgi, hastalarin
tedavi segeneklerinin sadece karbapenemler, sefepim, sefpirom ve temosillin ile
siirlt olmasina neden olmaktadir (74). Bu nedenle AmpC iireten organizmalarin
saptanmasi, etkili bir tedavi ve iyi bir klinik sonu¢ elde etmek agisindan
onemlidir.

Yapilan ¢alismalarda 1995-1997 yillari arasinda ABD’deki P.mirabilis, K.
pneumoniae, E. coli tirlerinin sirasiyla, %1.7, %7.6, %1.9’unda plazmid aracili
AmpC enzimlerine rastlanirken, daha sonraki g¢alismalarda diren¢ yayiliminin
arttifl, oksimino beta laktam direngli izolatlar arasinda K. oxyroca, K.
pneumoniae, E. coli tiirlerinin sirastyla %6.9, %8.5, %4 {intin plazmid aracili
AmpC enzimi {rettikleri bulunmugtur (68, 75). Bu sonuglardan da agik¢a
gorildugi tizere GSBL’larda oldugu gibi, ampC beta laktamazlarin da en azindan
fenotipik metodlar ile, bu enzimi tireten klinik izolatlardan rutin olarak saptanmasi
gerekmektedir. Bu anlamda ihtiya¢ olan, bu enzimleri basit fakat dogru olarak
saptayabilen bir yontemdir. Plazmid aracili AmpC enzimi {ireten izolatlarda
fenotipik tant yoOntemlerinin sensitivitesi AmpC enzim tipine bagh olarak
degisebilmektedir. AmpC tiretiminin fenotipik olarak saptanmasi igin ii¢ boyutlu
testin gesitli modifikasyonlarr tanimlanmistir (69, 76). Modifiye yontem, AmpC
enzimlerinin saptanmasinda oldugu gibi IMP-1 ve VIM-2 metallo beta laktamaz
tireten Gram negatif basillerin saptanmasinda da oldukg¢a hassastir (77). Ug
boyutlu test ise, modifiye yonteme gore uygulamasi zor, 6zgiilltiigii daha yiiksek
olan bir testtir (72).

Aktarilabilen AmpC pozitif izolatlarin  saptanmasi yalnizca genis
spektrumlu  sefalosporinlere  direngli  olmalar1  nedeniyle klinik  6nem

tasimamaktadirlar, susta ayni zamanda porin ekspresyonu azalmasi da
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bulundugunda karbapenem direncine de yol agabilmektedirler (75).

Halen birden fazla beta laktamaz tireten ya da plazmid aracili AmpC
tireten mikroorganizmalarin saptanmasinda kabul g6rmiis referans yontem
bulunmamaktadir. Beta laktam inhibitorleri ile sefamisinler ya da oksimino beta
laktamlarin aktivitelerinin inhibisyonu AmpC enzimlerinin varliginin dolaylr bir
gostergesidir.

Calismamizda plazmid kokenli AmpC tipi beta laktamazlar fenotipik ve
genotipik yontemlerle incelenmis, 6zgiil AmpC tiplerini belirlemek i¢in DNA dizi
analizi yontemi kullaniimistir.

Disk difiizyon testi ile sefoksitine direngli ya da az duyarli bulunan toplam
41 sus fenotipik bir yontem olan ti¢ boyutlu test ile incelendiginde 7 izolat pozitif
olarak degerlendirilmistir. Bu suslardan ikisini AmpC enzimi ile ayni zamanda
GSBL tireten E. coli susu, bir tanesini SHV tiirevi GSBL tireten Klebsiella spp.
izolat1, bir tanesini TEM tiirevi GSBL iireten E. coli izolati, bir tanesini ise
karbapenemlere direngli oldugu saptanan £. coli susu olusturmaktadir. Diger 2
izolatin ise izoelektrik odaklama yontemi ile poliakrilamid jelde band goriintiisii
elde edilememis, AmpC, TEM, SHV ve CTX-M primerleri kullanilarak yapilan
PCR sonuglari da negatif bulunmustur. Ancak bu 2 izolatin kombine disk test
yontemiyle pozitif olarak saptanmasi, izolatlarin TEM, SHV ve CTX-M disinda
zayi1f tretilen bagka bir GSBL enzimi tasiyabileceklerini diistindiirmektedir. Ayni
izolatlarda izoelektrik odaklama yontemi ile de band elde edilememistir. Bunun
nedeninin ise enzimin zayif ekspresyonuna bagli olabilecegini diistinmekteyiz.

Sefamisin direnci E. coli ve K. pneumoniae suslarinda, ampC genlerinin
plazmidlerle aktarilmasina, dig membran protein degisikliklerine, IMP-1 gibi
metallo beta laktamazlara bagli gelisebilmektedir (36, 53, 64, 70, 78, 79).
Sefoksitin direngli K. pneumoniae izolatlarinin ¢ogunda (%86), sefamisin direnci
AmpC enzimleri nedeni ile karsimiza c¢ikmamaktadir (68). Bir ¢alismada
sefoksitine diren¢li, AmpC PCR’1 negatif bulunan 11 susda ampC promoter
bolgesinde mutasyon oldugu gosterilmistir (80). AmpC  geninin, attenuator
ve/veya promoter bdolgelerindeki mutasyonlarinin enzimin agirt tiretimine yol
actig1, beta laktam ve beta laktamaz inhibitorlerine direncli £. coli izolatlarinda iyi

bilinen bir mekanizmadir. Sefoksitin direnci AmpC enzimlerinin saptanmasinda
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duyarlilign ytiksek ancak ozgilliigli diisiik bir gostergedir. Sefoksitin direngli
AmpC iireten suslarda karbapenemler tedavi se¢enegimiz iken, sefoksitin direngli
AmpC iiretmeyen ve GSBL enzimi de bulunmayan suslarda genis spektrumlu
sefalosporinler de tedavide kullanilabilmektedirler. Bu nedenle sefoksitin direngli
AmpC f{ireten suslar ile sefoksitin diren¢li AmpC tiretmeyen suslarin ayiriminin
yapilmasi olduk¢a onemlidir (81). Calismamizda 5 tanesi E. coli, 7 tanesi de
Klebsiella spp. olmak tizere toplam 12 izolat sefoksitine diren¢li bulunmustur.
Ancak bunlardan yalnizca 2 E. coli izolainda AmpC beta laktamaz varhg:
gosterilmistir.

Coudron ve ark (68) sefoksitin zon ¢apt 18 mm’den kiigiik 45 susda
plazmid kokenli AmpC varhigini arastirmislar, 1IEF ile izoelektrik noktalarini
AmpC beta laktamazlarla uyumlu saptamis olduklari 16 susun ayni zamanda ii¢
boyutlu test ile de pozitif oldugunu bulmuslardir. AmpC beta laktamaz tasimayan
suslardan SHV tip GSBL tasiyan bir susu da iic boyutlu test pozitif olarak
degerlendirmislerdir. Calismamizda, ti¢ boyutlu test ile pozitif saptanan 7 susdan
2’sinin - AmpC beta laktamazlarla beraber GSBL drettikleri, aralarinda
karbapenemlere diren¢li izolatinda bulundugu 3’tniin ise yalnizca GSBL
tirettikleri belirlenmistir. Arastirmamizda AmpC beta laktamaz salgiladigini
belirledigimiz izolatlardan ayn1 zamanda CTX-M tipi GSBL enzimi de tasiyan bir
susumuzda izoelektrik odaklama yontemi ile yalnizca AmpC beta laktamazlarla
uyumlu tek bir band varligina rastlanmistir. Bunun CTX-M tipi enzimin zayif
salgilanmasina ya da bu iki enzimin pl degerlerinin ayni olmasina bagh
olabilecegini diistinmekteyiz. Fakat poliakrilamid jele ¢ok az miktarda sonikasyon
tirtintintin ytiklenmis olmasinin da bu duruma neden olabilecegi bildirilmektedir.

Plazmidik beta laktamaz tireten mikroorganizmalar aminoglikozidlere ve
florokinolonlara o6zellikle levofloksasine siklikla direnglidirler (82). CMY-2,
TEM-1 beta laktamaz ile birlikte konjugasyon ile transfer edilebilmektedir. Bu
durumda kloramfenikol, gentamisin, tobramisin, tetrasiklin ve streptomisini de
iceren ¢oklu ilag direnci ortaya ¢ikmaktadir (83). Calismamizda da CMY-2
benzeri AmpC beta laktamaz pozitif saptanan suslardan ayni zamanda TEM tiirevi
GSBL’da drettigini belirledigimiz susun gentamisine ve tobramisine direngli

oldugu, CTX-M tipi GSBL iretenin ise bu antimikrobiyallere duyarli oldugu
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bulunmustur.

AmpC ireten mikroorganizmalarin seftazidim ve seftriakson duyarlilik
sonuglart da olduk¢a 6nemlidir. Bir ¢alismada bu izolatlarin otomatize sistemlerle
%71 ve %401 sirastyla seftriakson ve seftazidime duyarli olarak bulunmustur
(70). Calismamizda ise, CMY-2 benzeri enzim {rettikleri saptanan suslar
seftazidime az duyarli, seftriaksona biri az duyarli, digeri diren¢li bulunmustur.
Song ve ark (84) da 2002-2004 yillar1 arasinda Kore’de yaptiklar: bir ¢alismada
K. pneumoniae suslarinin  %2.9’unda, K. oxytoca izolatlarimin %2.5’inde,
Salmonella spp. izolatlarinin ise %0.8’inde plazmid aracili AmpC beta laktamaz
varhgint saptamiglardir. Calismaya aldiklart toplam 46 susun duyarhliklarin
incelediklerinde %0’ min piperasiline ve sefoksitine, %54.3"{intin piperasilin-
tazobaktama, 9%>52.2’sinin sefotaksime, %23.9’unun seftazidime, %063’ {iniin
aztreonama, %97.8’inin sefepime, %100 tiniin imipeneme duyarli olduklarini
bulmuslardir.

Yapilan bazi c¢aligmalarda sefepimin ve karbapenemlerin AmpC beta
laktamaz tireten organizmalarin neden oldugu infeksiyonlarda kullanilabilecegi
belirtilirken, bir ¢alismada ACT-1 ve CMY-2 enzimleriyle beraber membran
permeabilite kaybr olan suslarda, imipenem direncinin anlamli olarak arttigi, bir
baska calismada ise dis membran proteinlerinin kaybinin oldugu AmpC iireten
mikroorganizmalarda sefepim ya da sefpiromun inokulum etkisinin oldugu
bildirilmistir (14, 85, 86, 87). Calismamizda siif C beta laktamaz tirettikleri
belirlenen izolatlarin duyarhiliklar: disk difiizyon yontemi ile incelendiginde;
piperasilin-tazobaktama, amikasine, sefepime, sefaperazon-sulbaktama ve
karbapenemlere duyarli, sefotaksime ise diren¢li olduklari goériilmiistiir. Bu iki
susdan CTX-M tipi GSBL iireten aztreonama az duyarli iken, digeri duyarl
bulunmustur.

CMY-2 (BIL-1, LAT-2) ilk kez 1990 yilinda Yunanistan’da K.
pneumoniae susundan izole edilmistir (88). Baslangigta Avrupa’da saptanmasina
ragmen, son zamanlarda bazi Uzak Dogu {ilkelerinde hastane kaynakli tiirlerden
de sik¢a izole edilmektedir.

CMY-2, yiiksek prevalans ve genis cografik dagilim gosteren plazmidik
bir beta laktamaz enzimidir. 1992-2000 yillar1 arasinda ABD’de yapilan bir
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calismada, plazmid kaynakli AmpC beta laktamaz tireten K. pneumoniae ve E.
coli suglarmin sikligint sirastyla %8.5 ve %4 olarak saptanmustir (75). Moland ve
ark (89) ise K. pneumoniae izolatlarinda bu orant %3.3 olarak bulmuslardir.
Navarro ve ark (90) Ispanya’da yaptiklari ¢alismada, AmpC direng fenotipine
sahip 153 susun 21’inde PCR ile AmpC beta laktamaz varligini gostermislerdir.
Kim ve ark (91) Kore’de yaptiklari aragtirmalarinda, daha énceki ¢alismalarla
uyumlu olarak, K. pneumoniae ve E. coli suglarinin sirasiyla %5.1 ve %2.9’unun
plazmid kaynakli AmpC beta laktamaz iirettiklerini belirlemislerdir. Ulkemizde
yapilan bir diger ¢alismada Istanbullu ve ark (92) da, 29 E. coli susundan 3
(%10.34)’linde, 71 K. pneumoniae susundan 7 (%9.85)’sinde plazmid kokenli
AmpC varligint saptamislardir. Calismamizda bir senelik zaman diliminde
toplanan ve disk diftizyon yontemiyle sefoksitin direngli ya da az duyarli bulunan
27 E. coli izolatindan 2 (%7.4)’sinde CMY-2 benzeri enzim varhigi saptanmistir.
Bu donem i¢inde ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen F. coli ve Klebsiella
tirlerinde plazmid kaynakli AmpC sikligi ise sirasiyla %0.1 ve %0 olarak
bulunmugtur. Bu oran dikkate alindiginda AmpC sikligimizin diger arastiricilarin
saptadig1 oranlara gore diistik olmasinin, yapilan ¢alismalarda direngli suslarda
AmpC prevalansinin belirtilmis olmasina, suslarin se¢iminde bir konsensus
olmamasina bagli olabilecegi diistintilmstiir. Diger beta laktamazlarda oldugu
gibi  plazmidik AmpC enzimlerinin prevalanst da boélgeden bdlgeye
degisebilmektedir.

Yan ve ark (83) 2003 yilinda Tayvan’da yaptiklari ¢alismada, E. coli
suslarinda CTX-M tipi GSBL’lar ile CMY-2 benzeri AmpC enzimlerinin, K.
pneumoniae izolatlarinda ise SHV ve CTX-M tipi GSBL’lar ile DHA-1 AmpC
enzimlerinin goriilme oraninin yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Ilging olarak bu
calismada 5’1 CMY-2 benzeri enzim ile beraber ayni zamanda SHV-5 ile iliskili
enzimde Ureten E. coli izolati, diger 5’1 de DHA-1 ve ayni zamanda SHV-5 ile
iliskili enzim tireten K. pneumoniae izolati olmak tizere toplam 10 GSBL {ireten
izolat, CLSI’nin 6nerdigi dogrulama testleri ile GSBL negatif olarak bulunmustur.
Calismamizda CMY-2 benzeri enzim {rettigini saptanan suslarda ayni zamanda
CTX-M ve TEM tiirevi GSBL’larin varligi PCR yontemi ile belirlenmistir.

Pai ve ark (23) onceden antimikrobiyal tedavi alan 6zellikle sefalosporin
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kullanan ve kan kiiltirinden AmpC beta laktamaz tireten K. pneumoniae izole
edilen hastalarda, ytliksek oranda tedavi basarisizliklari oldugunu gostermislerdir.
AmpC beta laktamazlar sefalosporinleri substrat olarak kullanirlar. Bu nedenle in
vitro duyarhiliklar1 farkli olmasma ragmen AmpC iireten izolatlar tiim
sefalosporinler i¢in direngli olarak yorumlanmalidirlar (70). GSBL iireten ve
coklu direng profiline sahip AmpC iireten suslarin artisi, karbapenemlerin yogun
kullanimina, sonugta gelecekte karbapenemlere de direncli ciddi infeksiyonlarin
ortaya ¢ikmasina yol agabilecektir (74). Bu nedenle AmpC pozitif olabilecek
suslarinda en azindan ¢esitli tarama yontemleri ile belirlenip bildirilmesi, ileride
direncli suglarin yayilimi ile ortaya ¢ikabilecek tedavi sorunlarinin engellenmesi
acisindan énemlidir.

Calismamizda elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde PCR ile
AmpC beta laktamaz trettikleri belirlenen suslarin sefoksitine direngli olduklari,
i boyutlu test sonucunda yapmis olduklari distorsiyonun kuvvetli oldugu,
izoelektrik odaklama ile saptanan enzim bandlarinin sinif C beta laktamazlarla
uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Sefoksitine direngli saptanan suslarda ti¢ boyutlu test ve IEF nin AmpC
beta laktamaz enzimlerini saptamada olduk¢a degerli oldugunu, bu yontemlerin
laboratuvarimizda tarama testi olarak kullanilabilecegini ve tarama testi pozitif
olan suglarda PCR ile enzimlerin belirlenmesinin, hem epidemiyolojik agidan hem

de tedaviye yon vermesi bakimindan énemli oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Tim diinyada farkli bakterilerde saptanabilen plazmid kaynakli beta
laktamazlar genellikle K. pneumoniae, E. coli ve Salmonella spp.’de bulunurlar.
AmpC genleri genellikle diger direng genleriyle birlikte ayni plazmid tizerinde
taginirlar, bu nedenle bu suslar ¢oklu direng 6zelligi gosterirler. Plazmid kaynakli
AmpC enzimi olan pek ¢ok mikroorganizmanin ayni zamanda TEM-1, TEM-2,
hatta SHV-5 gibi GSBL enzimlerini de tretebildigi gosterilmistir. Bu direngli
bakteriler nozokomiyal salginlara neden olabildikleri gibi, seyahat eden insanlarla
ve vektorler araciligiyla da farkli bolgelere yayilabilirler. AmpC iireten
organizmalarin saptanmasi, etkili bir tedavinin saglanmasi ve sonrasinda direng
gelisiminin, yayiliminin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.

Klinik izolatlarda AmpC beta laktamaz varligini belirlemek i¢in ¢ok
sayida fenotipik yontem Onerilmigtir. Sefoksitin direnci ve beta laktam, beta
laktamaz inhibitorlerine direng¢ plazmid kaynakli AmpC varligina isaret eden
duyarhiligi yiiksek ancak ozgiilliigii diisiik bir gostergedir. Uc boyutlu test de
AmpC beta laktamazlarin saptanmasinda kullanilan fakat tam olarak standardize
edilememis fenotipik testlerdendir. Glintimtiizde, dortyiizden fazla beta laktamazin
bilinmesi ve bunlarin birgogunun da izoelektrik noktalarinin benzer olmasi, beta
laktamazlarin tiplendirilmesinde IEF yonteminin de yetersiz kalabilecegini
gostermektedir. Fenotipik yontemlerde ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle molekiiler
yontemlerin kullanilmasini gerekli kilmaktadir. PCR en sik kullanilan yontemdir,
ancak sadece enzim smifini belirleyebilmektedir. Niikleotid dizi analizi ise beta
laktamaz tiplerini belirlemede tiim diinyada kabul gormiis altin standart
yontemdir.

Calismamizda sefoksitin disk zon ¢ap1 18 mm’den kiigiik olan, 14’
Klebsiella spp., 27°si E. coli olmak {izere toplam 41 izolat ¢alismaya alinmistir.
Bunlardan 2’si Klebsiella spp., 5’1 E. coli olmak tlizere toplam 7 sus, M3D
yontemi ve kombine disk test ile pozitif saptanmis ve GSBL pozitif olarak
degerlendirilmislerdir. Suslar izoelektrik odaklama yontemi ile incelendiginde, pl
degerleri GSBL’Iar, AmpC beta laktamazlarla uyumlu bandlarin oldugu
gozlenmigtir. AmpC beta laktamazlar ve TEM, SHV, CTX-M tiirevi GSBL’lar
icin yapilan PCR sonucunda da, suslardan birisinin CTX-M ve CMY-2 benzeri
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enzim Urettigi, birisinin TEM ve CMY-2 benzeri enzim trettigi, birisinin SHV
tiirevi GSBL pozitif oldugu, i¢lerinden birisi karbapenemlere direngli olmak tizere
toplam iki susun ise TEM tlirevi GSBL tasidigi belirlenmistir. AmpC beta
laktamaz varlig1 saptanan iki sus dizileme reaksiyonu i¢in hazirlanmis, ancak dizi
analizi sonucunda enzimler tiplendirilememistir.

Coklu diren¢ profiline sahip AmpC {ireten suslarin izolasyonu, pek ¢ok
diren¢li infeksiyonun tedavisinde tek secenek olarak karsimiza g¢ikabilen
karbapenemlerin kullaniminin artmasi ile gelecekte daha ciddi, hatta tedavisi
miimkiin olmayan infeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. AmpC pozitif
olabilecek suslarin cesitli tarama yontemleri ile belirlenip bildirilmesi, ileride
diren¢li suslarin yayilimi ile ortaya ¢ikabilecek tedavi sorunlarinin engellenmesi

acisindan 6nemlidir.
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7. OZET
Sefoksitin Direncgli ya da Az Duyarh Saptanan Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli ve Proteus mirabilis Suslarindaki Plazmid Aracili AmpC
Beta Laktamaz Enzim Tiplerinin PCR Yontemi ve Dizi Analizi ile

Arastirilmasi

Plazmid aracili AmpC beta laktamazlar FEnterobacteriaceae ailesi
tiyelerinde diinyanin farkli bolgelerinden artan siklikla rapor edilmektedirler. Bu
mikroorganizmalarla infekte ve ayn1 zamanda genis spektrumlu sefalosporinlerle
tedavi edilen hastalarda olumsuz klinik sonuglar da ortaya ¢ikabilmektedir.

Calismamizda, Klebsiella spp., E. coli izolatlarinda plazmid kaynakli
AmpC beta laktamazlarin varligini aragtirmak amaclanmistir. Ocak 2005-Ocak
2006 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na gelen tim klinik 6rneklerden izole edilen ve disk difiizyon ile
sefoksitin direngli ya da az duyarli saptanan 14 tanesi Klebsiella spp. ve 27 tanesi
E. coli olmak {izere toplam 41 sus ¢alismaya alinmistir. Sefoksitin duyarliliklar:
daha 6nceden belirlenmis olan suglarin [EF yontemi ile pl degerleri saptanmis ve
izolatlar multipleks PCR, dizi analizi yontemleriyle incelenmistir.

E. coli izolatlarindan yalnizea 2 tanesinde PCR ile CMY-2 benzeri AmpC
beta laktamaz varligi saptanmis, bu suslarin ayni zamanda CTX-M tipi ve TEM
tipi GSBL da tirettikleri belirlenmistir.

Aktarilabilen AmpC  beta laktamazlar ¢oklu ilag direnci ile
iliskilendirilmislerdir. Bu nedenle Gram negatif bakterilerde sinif C beta
laktamazlarin ~ saptanmasi, tedavide uygun antimikrobiyal  se¢iminde

klinisyenleri yonlendirmesi agisindan onemlidir.

Anahtar kelimeler: Klebsiella spp., E. coli, plazmid kaynakli AmpC beta

laktamazlar
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9. ABSTRACT
Detection of Plasmid-Borne AmpC Beta Lactamase Enzyme Types in
Cefoxitin Resistant or Intermediate Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli

and Proteus mirabilis Isolates by using Multiplex PCR and Sequencing

Plasmid mediated AmpC beta lactamases are reported from
Enterobacteriaceae with increasing frequency. Unfavorable clinical outcomes in
patients infected with these organisms and treated with broad-spectrum
cephalosporins have been reported. The aim of our study is to investigate plasmid
mediated AmpC beta lactamases in E. coli and Klebsiella spp..

41 strains of cefoxitin resistant or intermediate £. coli (27 isolates) and
Klebsiella spp. (14 isolates) were collected from January 2005 to January 2006 at
Akdeniz University Hospital Central Laboratory. Three-dimensional test was used
as a phenotypic confirmatory test. Analytical isoelectric focusing electroforesis
was used to measure the pl value of the beta lactamases. Plasmid mediated AmpC
enzymes were amplified by using multiplex polymerase chain reaction and
sequenced by Beckman Coulter CEQ 8000.

AmpC beta lactamases were only detected in two isolates of £. coli. These
isolates produced CMY-2 like enzymes and have either CTX-M and TEM type
enzyme.

Transferable AmpC beta lactamases are associated with multiple antibiotic
resistance. Therefore detection of the enzymes in gram negative bacteria has a
clinical importance, since it can often provide valuable information to clinicians

loading to more effective and appropriate use of antimicrobials.

Key words: Klebsiella spp., E. coli, plasmid-borne AmpC beta lactamases
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