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Pseudomonas aeruginosa iiyelerinde Enterobacteriaceae ailesinin cesitli tiirlerinde bulunan kromozomal kaynaklt AmpC’ye benzer
indiiklenebilen bir AmpC sefalosporinaz bulundugu bilinmektedir. AmpC tiretimi anlamli derecede arttiinda, P.aeruginosa karbapenemler
harig biitiin B-laktamlara direng gelistirir. Bu calismada farkli direng fenotiplerindeki P.aeruginosa izolatlarmin AmpC ekspresyon diizeyleri
ve AmpC B-laktamaz enziminin dirence etkisinin arastirilmas: amaglanmistr.

Calismaya dahil edilen 49 Paeruginosa klinik izolatimin antibiyotik duyarlilik testleri disk difiizyon yontemi ile yapilmg ve CLSI
onerileri dogrultusunda degerlendirilmistir. Minimal inhibitor konsantrasyonlar: otomatize VITEK 2 sistemi (bioMerieux, Fransa) kullani-
larak belirlenmistir. Izolatlar dort farkli gruba ayrilmigtir: 1. Grup, coklu ilag dirvengli (CID) (seftazidim 264 ug/ml, piperasilin >128 pg/ml,
imipenem 216 ug/ml ve gentamisin 216 ug/ml); 2. Grup, izole karbapenem direngli (IKR) (imipenem 216 pg/ml); 3. Grup, hem karbapenem
hem de kinolon direncli (imipenem 216 ug/ml, siprofloksasin >4 ug/ml) ve 4. Grup, izole kinolon direngli (siprofloksasin >4 ug/ml) izolatlar.
AmpC bolgesinin transkripsiyon iiriin seviyesi gercek zamanli polimerize zincir reaksiyonu (gPCR) yontemiyle LightCycler cihazi (Roche,
Almanya) kullamilarak belirlenmigtir.

Calismamizda incelenen 49 P. aeruginosa klinik izolatinin 23"iinde (% 47) AmpC agir1 ekspresyonu tespit edilmistir. Grup 1, 2, 3 ve
4 icin ortalama ekspresyon degerleri sirastyla 3717.66+4344.20, 6.96+13.52, 1.26+1.31 ve 0.54+0.30 olarak belirlenmistir. Asir1 ekspresyon
gosteren suglarin 21'i (% 91) CID izolatlar: igeren birinci grupta goriilmiis ve diger gruplarla karsilagtirildiinda birinci grubun istatistiksel
olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir (p=0.001). IKR izolatlarin ikisinde (% 22) astr1 ekspresyon tespit edilmistir. Uciincii ve 4.
grupta ise AmpC agir diretimi goriilmemistir.

AmpC agirt divetimi P. aeruginosa’nin karbapenem direncine tek basina etki etmemekte, ilave direng mekanizmalar1 birlikteliginde
dirence katki saglayabilmektedir. CID ve IKR izolatlarmmim AmpC ekspresyon diizeyleri karsilastirldiginda; B-laktamaza daha direncli gibi
goriinen karbapenemlerin antipsédomonal olarak kullanimi onerilebilir. Ayrica kinolon direngli 3. ve 4. grupta AmpC agirt iiretimi saptanma-
mig olmast AmpC B-laktamazin kinolon direnci iizerine etkisiz oldugunu diisiindiirmektedir. AmpC B-laktamaz direnci ile miicadelede yeni
tedavi stratejileri gelistirilmeli ve AmpC gen bolgesinin ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalarin agiklanmasina yonelik molekiiler ¢alig-
malar planlanmalidir.

Anahtar sozciikler: AmpC B-laktamaz asirt iiretimi, AmpC ekspresyonu, qPCR, P.aeruginosa
SUMMARY
AmpC Beta-Lactamase Expression Levels of Pseudomonas aeruginosa Isolates with Different Resistance Phenotypes

Pseudomonas aeruginosa carries an inducible AmpC cephalosporinase that is similar to the chromosomally encoded AmpC found in

several members of Enterobacteriaceae. When AmpC production is significantly increased, P. aeruginosa develops resistance to all B-lactams
excluding carbapenems. In this study, we investigated the expression level of AmpC and the effect of the AmpC B-lactamase enzyme on resis-
tance among clinical isolates of P.aeruginosa with different resistance phenotypes.
The antibiotic sensitivity tests of 49 clinical isolates of P. aeruginosa included in this study were carried out using the disk diffusion method
and evaluated in terms of the CLSI recommendations. VITEK 2 automated system (bioMerieux, France) was used to determine the minimum
inhibitory concentrations. Four different types of P. aeruginosa isolates were included in the study: Group 1, multidrug-resistant (MDR)
isolates (ceftazidime 264 ug/ml, piperacillin 2128 ug/ml, imipenem 216 ug/ml, and gentamicin >16 ug/ml); Group 2, one carbapenem-resistant
(ICR) one (imipenem 216 ug/ml); Group 3, carbapenem- and quinolone-resistant isolates (imipenem 216 pg/ml, ciprofloxacin 24 ug/ml); and
Group 4, one quinolone-resistant isolates (ciprofloxacin >4 ug/ml). The transcription product level of AmpC was detected by real-time poly-
merase chain reaction (JPCR) using a LightCycler instrument (Roche Diagnostics, Germany).

Among the 49 clinical P. aeruginosa isolates in our study, AmpC overexpression was detected in 23 (47 %) isolates. The mean exp-

ression values in Groups 1, 2, 3, and 4 were 3717.66+4344.20, 6.96+13.52, 1.26+1.31, and 0.54+0.30, respectively. Twenty-one of 23 ove-
rexpressed isolates was detected in Group 1, showing a statistically significant difference from the other groups (p = 0.001). Overexpression
was detected in two of the nine ICR isolates (22 %). We did not determine AmpC overexpression in Groups 3 and 4.
AmpC overproduction alone does not significantly alter the susceptibility of P.aeruginosa to carbapenems, but could certainly contribute to
resistance if accompanied by additional resistance mechanisms. Comparison of AmpC expression levels between the MDR and ICR isolates
indicated that carbapenems seem to be more resistant to B-lactamases and may show potential as an antipseudomonal B-lactam agent. In
addition, the lack of AmpC overexpression in the quinolone-resistant isolates of Groups 3 and 4 suggests ineffectiveness of AmpC B-lactamase
toward quinolone resistance. New therapeutic strategies must be developed against AmpC B-lactamase resistance, and molecular studies
should be planned to elucidate the mechanisms that requlate expression of the AmpC gene.
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GIRIS

Pseudomonas aeruginosa kaynakli infeksi-
yonlarin tedavisinde antibiyotik direnci her
gecen giin dnemi artan bir konu olup f-laktam
antibiyotiklere kazanilmis direngle iligkili enzim
yapim mekanizmalar: dikkat cekicidir®'.
P.aeruginosa tiyelerinde Enterobacteriaceae ailesi-
nin ¢esitli tiirlerinde bulunan kromozomal kay-
naklit AmpC benzeri indiiklenebilen bir AmpC
sefalosporinaz bulundugu bilinmektedir. Ancak
P.aeruginosa sokak suslar1 bazal seviyede AmpC
retirler ve antipseudomonal penisilinlere, peni-
silin inhibitér kombinasyonlarina, sefalosporin-
lere ve karbapenemlere duyarhdirlar. AmpC
iiretimi anlamli derecede arttiginda, P.aeruginosa
karbapenemler harig biitiin -laktamlara direng
gelistirir®619),

Bu ¢alismada farklh direng fenotiplerinde-
ki Paeruginosa izolatlarmin AmpC ekspresyon
diizeyleri ve AmpC f-laktamaz enziminin diren-
ce etkisinin molekiiler yontemlerle aragtirilmasi
amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM

Izolatlarin Secimi

Calismaya tibbi mikrobiyoloji laboratuva-
rina Kasim 2010 ve Kasim 2011 tarihleri arasinda
rutin olarak gonderilen cesitli klinik 6rnekler-
den izole edilen Paeruginosa suslar1 dahil edil-
migtir. Elde edilen tiim izolatlarin antibiyotik
duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile yapilmis ve Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultu-
sunda degerlendirilmistir®. Paeruginosa izolat-
larindan ¢oklu ila¢ direncli (CID), izole karbape-
nem direngli, izole kinolon direncli ve yalniz
karbapenem ve kinolon direngli olan 49 izolat ile
4 farkli grup olusturulmustur.

Calismaya dahil edilen izolatlardaki
indiiklenebilir p-laktamaz (IBL) iiretimi disk
yakinlastirma ydntemiyle tespit edilmisgtir.

Minimal Inhibitor Konsantrasyonun (MIK)
Belirlenmesi

Elde edilen 49 izolatin seftazidim, genta-
misin, piperasilin, siprofloksasin, imipenem ve
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meropenem i¢in MIK degerleri otomatize VITEK
2 sistemi (bioMerieux, Fransa) kullanilarak belir-
lenmistir. MIK direng degerleri CLSI onerileri
dogrultusunda, seftazidim, gentamisin, pipera-
silin, siprofloksasin, imipenem ve meropenem
i¢in sirasiyla; 232, 216, 2128, >4, >16 ve 216 pg/
ml kabul edilmigtir®.

Quantitative RT-PCR (qPCR)

Calismaya dahil edilen 6rneklerin RNA
izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak yapilmistir. Elde edilen
RNA’dan(100 ng/ul) Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit (Roche, Almanya) kullani-
larak cDNA sentezi yapilmistir. Gergek zamanl
polimerize zincir reaksiyonu (qQPCR) yontemiyle
LightCycler cihaz1 (Roche, Almanya) kullanila-
rak AmpC gen bolgesinin transkripsiyon tiriin
diizeyleri belirlenmistir.

PCR c¢alismasinda kullanilan “AmpC-
Forward CTGTTCGAGATCGGCTC”, “AmpC-
Reverse CGGTATAGGTGCGCTC”, “rpsL-
Forward GCTGCAAAACTGCCCGCAACG” ve
“rpsL-Reverse ACCCGAGGTGTCCACGCTTGG”
primer dizileri National Center for Biotechnology
Information (NCBI) BLAST programi kullanila-
rak (www.ncbi.nlm.gov/BLAST) elde edilmistir.
Kontrol ¢alismalarinda kullanilacak olan cDNA
P.aeruginosa PAO1 susundan elde edilmistir.

Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Incelenen genlerin ekspresyonlarinin ana-
lizi i¢in yazilim (LightCycler® Relative Quan-
tification Software) kullanilarak goreceli (delta-
delta Ct) kantitatif degerler olusturulmustur®.

Gen transkripsiyon diizeylerini degerlen-
dirmede PAO1 standart susunun ribozomal
proteinini kodlayan rpsL geni referans olarak
kullanilmistir. AmpC icin PAOL1 ile karsilastiril-
diginda izolatlarn mRNA diizeyinde 10 katlik
artis bu genlerdeki asir1 ekspresyon olarak, bes
katin altindaki artis ise asir1 ekspresyon olmadi-
g1 seklinde yorumlanmigtir. Bes-on kat arasi
artista ise smirda ekspresyon olarak kabul
edilmigtir®.

Istatiksel Analiz
[statistiksel degerlendirme SPSS 17.0 prog-
rami kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasinda-
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ki istatistiksel farkin belirlenmesinde One Way
ANOVA testi kullanilmistir.

BULGULAR

Izolatlar ve Antibiyotik Duyarlilik Sonuglar:

Calismaya dahil edilen 49 izolat antibiyo-
tik duyarhilik profilleri dogrultusunda dort
gruba ayrilmigtir. Antibiyogram sonuglar ile
iliskili ayrintili veriler Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Birinci gruptaki izolatlarda seftazidim,
piperasilin, imipenem ve gentamisin; ikinci grup-
taki izolatlarda imipenem; {igiincii gruptaki izo-
latlarda imipenem ve siprofloksasin; dordiincti
gruptaki izolatlarda ise siprofloksasin MiK dege-
ri sinir degerlerin {izerinde tespit edilmistir.

Gen ekspresyonu

AmpC asir1 ekspresyonu; 49 klinik P.aerugi-
nosa izolatinin 23’tinde belirlenmistir. Bir izolat-
ta AmpC miktar tespit edilememistir. Referans
sus ile karsilastirldiginda 25 izolatta ise asiri
ekspresyon goriilmemistir. Birinci gruptaki
¢oklu ila¢ direngli 21 izolatin tiimiinde AmpC
asir ekspresyonu belirlenmistir. Tkinci gruptaki
izole karbapenem direncli dokuz izolattan sade-
ce ikisinde AmpC asir1 ekspresyonu belirlenmis-
tir. Uglincii gruptaki karbapenem ve kinolon
direngli yedi izolatta ve dordiincii gruptaki izole
kinolon direngli oniki izolatta asir1 ekspresyon

Tablo 1. Calismaya alinan izolatlarm antibiyotik duyarhiliklar: [n(%)].

goriilmemistir.

Calismamizda AmpC goriilme siklig1 % 47
olarak belirlenmis, goreceli mRNA ekspresyon
seviyelerinin gruplar arasindaki istatistiksel
verileri Tablo 2’de gosterilmistir. Birinci grupta
saptanan asir1 ekspresyon nedeniyle gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulun-
mustur (p=0.001).

Tablo 2. AmpC ekspresyon diizeylerinin biitiin izolatlar arasin-
daki istatistik verileri.

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4. Grup

Ortalama Deger 3717,66 6.96 1.26 0.54

Minimum Deger 10 0 0.22 0.1

Maksimum Deger 15245 41 4 1.06

Standart sapma 43442 13.52 131 0.3
TARTISMA

Antibiyotik direnci ile iligkili bir enzim
olan AmpC B-laktamazin P.aeruginosa’daki asiri
tiretiminin klinik etkilerini degerlendirmek
¢oklu diren¢ mekanizmalar1 ve bunlarin komp-
leks etkilesimi dolayistyla zordur. Tam ve ark.®
P.aeruginosa bakteriyemisi olan hastalari suglarin
AmpC tiretimine gore iki gruba ayirarak incele-
mis; AmpC asir1 iiretimi olan suslarla infekte
hastalarda yanls antibiyotik kullaniminin asiri
AmpC {iretimi olmayan suslarla infekte hastala-
ra gore belirgin olarak yiiksek bulunmuslardir.
Ek olarak bu galismadaki AmpC asir1 tiretimi

Toplam (n=49) Grup 1 (n=21) Grup 2 (n=9) Grup 3 (n=7) Grup 4 (n=12)

S I R S 1 R S 1 R S 1 R S I R
IPM (10 pg) 12(24) 0 37(76) 0 0 21(100) 0 0  9(100) 0 0 7(100) 12(100) 0 0
MEM (10 pg) 15 (31) 6 (12) 28 (57) 0 0 21(100) 3 (33)3(33) 3(33) 0 3@43) 4 (57) 12(100) © 0
CAZ (30 pg) 28(57) 0 21(43) 0 0 21(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
FEP (30 pg) 28 (57) 8 (16) 13 (27) 0 8(38) 13 (62) 9(100) 0 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
PIP (100 pg) 29(59) 0 20(41) 0 0 21(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
TZP (100/10pg) 40(82) 0 9(18) 12(57) 0 9 (43) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
ATM (30 pg) 27 (55) 1(2) 21 (43) 0 0 21(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
CIP (5 pg) 9(18) 3(6) 37 (76) 0 0 21(100) 9(100) O 0 0 3@43) 4 (57) 0 0 12(100)
LEV (5 ug) 9(18) 0 40(82) 0 0 21(100) 9(100) O 0 0 0  7(100) 0 0 12(100)
AK (30 pg) 38(78) 4(8) 7(14) 10(48)4(19) 7 (33) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
CN (10 pg) 28(57) 0 21(43) 0 0 21(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
TOB (10 pg) 28(57) 0 21(43) 0 0 21(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12 (100) 0 0
S: Duyarly, I: Orta Duyarli, R: Direngli

Grup 1: Coklu ilaca direngli P.aeruginosa klinik izolatlar:
Grup 2: Izole karbapenem direngli P.aeruginosa izolatlar

Grup 3: Izole karbapenem ve kinolon direngli P.aeruginosa izolatlar

Grup 4: Izole kinolon diren¢li P.aeruginosa izolatlar:

107



H. A. Terzi ve ark.

olan suslarla infekte hastalarda cogu kez persis-
tan bakteriyemi (% 45’e karsilik % 6) olmasi,
AmpC asirt iireten P.aeruginosa izolatlarmin hizl
identifikasyonunun ve AmpC asir1 {iretim meka-
nizmalariyla ilgili calismalarin gerekliligi ortaya
koymustur.

Calismamizda incelenen 49 Paeruginosa
klinik izolatinin 23’tinde (% 47) AmpC asir1 eks-
presyonu tespit edilmistir. Asir1 ekspresyon gos-
teren suslarin 21'i (% 91) literatiirle uyumlu
olarak ¢oklu ilaca direngli izolatlar: iceren birin-
ci grupta goriilmiis ve diger gruplarla karsilasti-
rildiginda birinci grubun istatistiksel olarak
anlamli  farklihk gosterdigi saptanmistir
(p=0.001).

Calismamizda irdelenen izole karbape-
nem direncli grupta literatiirle uyumlu olarak
iki izolatta (2/9) (% 22) asir1 ekspresyon tespit
edilmistir. Karbapenem direngli suslarda AmpC
asir1 liretiminin, karbapenem duyarli suslara
gore daha sik oldugunu ileri siiren bir ¢aligma-
da, karbapenemlere direngte AmpC asir1 {ireti-
minin yeterli olmadigi, aynm: zamanda AmpC
asir1 iretimine gerek de olmadigi sonucuna
varilmistir®. AmpC asir1 tiretimi cogu p-laktama
direng gelisimi ile sonuglanirken Paeruginosa’da-
ki AmpC ile karbapenem duyarlilig: arasindaki
iliski tam olarak anlagilamamistir®. Paerugino-
sa’min izojenik mutantlarmin kullanildig1 bir
calismada mutantlarin AmpC’yi kaybetmesin-
den sonra imipenem ve panipenem duyarlili-
ginda (meropenem harig) dort katin {izerinde
anlamli bir artis gézlenmistir®. Bu veriler
P.aeruginosa’'min  karbapenem duyarhig: ile
AmpC'nin ekspresyon faktorleri arasinda bir
iliski olabilecegini diistindiirmektedir.

P.aeruginosa’ya bagl gelisen infeksiyonla-
rin kombinasyon tedavisinde beta-laktam ve
florokinolon kombinasyonu kullanim: son yil-
larda giderek artmaktadir. Yapilan caligmalarda
florakinolonlar ile beta-laktam antibiyotiklerin
kombinasyonu deneysel pnomoni modellerinde
sinerjik olarak bulunmugstur®”. Yalniz seftazidi-
me ve seftazidim-siprofloksasin kombinasyonu-
na direng gelisimindeki mekanizmalarin arasti-
rildig1 bir calismada, in vitro veya in vivo olarak
secilen tim seftazidim direngli suslardaki
direngten AmpC asir1 {iretimi sorumlu tutulur-
ken, seftazidim-siprofloksasin direngli suglarda-
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ki siprofloksasin direnci, suslarda tespit edilen
gyrA-gyrB mutasyonlar1 ve mexCD-opr] atim
pompasina baglanmistir®. Calismamizda ince-
ledigimiz suslar arasinda yalniz karbapenem ve
kinolon direngli izolatlarin bulundugu tigiincii
grup ve izole kinolon direngli izolatlarin bulun-
dugu dordiincti grupta literattirle uyumlu ola-
rak AmpC asir1 tiretimi goriilmemistir. Bu iki
grupta AmpC agir1 {iretimi saptanmamis olmasi
en onemli diren¢ mekanizmalarindan olan
AmpC B-laktamazin kinolon direncinde etkisi
olmadigini diistindtirmektedir.

Calismamizda inceledigimiz AmpC gen
bélgesinin P.aeruginosa’nin direng mekanizmala-
rinda dnemli rol oynadig:1 kabul edilmektedir.
Bu yilizden AmpC f-laktamaz direnci ile miica-
delede yeni tedavi stratejileri gelistirilmeli ve
AmpC gen bolgesinin ekspresyonunu diizenle-
yen mekanizmalarin agiklanmasmna yonelik
molekiiler ¢alismalar planlanmalidur.
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