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Cogul Antibiyotik Direncli Genislemis Spektrumiu
B-Laktamaz Yapan Salmonella paratyphi B Suslar

M.Haluk Vahaboglu, Liitfiye Miilazimoglu, Senay Dodanl;, Ipek Yildirim, Banu Tager,

Vildan Avkan, lknur Erdem

Ozet: Geniglemis spelitrumin (extended broad-spectrum) fi-laktamaziar (EBS Bla) iigiincit knugak sefalosporinlere ve
monobaktamlara direng olugtururlar ve gogu kez hastane kaynakls Klebsiella ve Euterobacter gibi cinslerde saptantr, Simdiye
degin Salmonella suglar arasimdn yalmz Sawien ve Snbandaka'nm EBS Bla yaptigh bildirtlmigtir. Bu yazda Istanbul Bagazi'mn
ki ayr: yakasunda, birisi hastane kaynakl: yenidogan menenjiti, Gteki toplumda edinilmig gastroenteriti olan iki ayri vakadan
izole edilinis ve EBS Bla yaptiih ilk kez saptanan iki S.paratyphi B sugu bildirilmektedir. Bu galismada suglarn antibiyotik diveng
dzellikleri, biyolipleri, serotiplert ve genekik dzelliklerl aragtiridngtr, Bulgular, iki sugun dzdeg oldugunn ve EBS Bln enzimini
kodlayan dizinin aktardabilir bir genctik eleman, bir transpozon fizerinde ve kromozomda yer aliyor olabilecegini
diigiindiirmektedir. Bir metrapolde toplum iginde epidemiler yapabilen Salmonella suglarinda biyle cogul direng genlerinin
bulunmug olmasy, konu tizerinde dikkatle durulmasim gerektirmektedir.

Analtnar Sdzciikler: Salmonells paratyphi B, plazmid, transpozon, geniglemis spekirumiy  f-laktamnz.

- Summary: Extended broad-spectrim fi-lnetamase-proditcing Salmonella paratyphi B strains. Two extended brond-spectrion
[f-inctamase (EBS Bia)-producing Salmonella paratyphi B skrains were isolated at the both sides of Bosphorus, one from a nosocomial neonatal
meningitis and the other from a patient with community-acquired gastroenteritis, EBS Bln enzymes confer resistance to third generation
cephnlosporins and monobactams, and are mostly detected among nosocominl strains of Klebsiella and Enterobacier. To our knowledge there are
only two reparts on Salmonelia serofypes producing EBS Bla enzyme, Salmonella wien and Satmonetln inbandakn. This is the first report of n
5.paratyphi B strain producing EBS Bla. In this study the antibiokic resisiance, biotypes, serotypes and genetic charncieristics of the enzyme were
cuntuated, Data obtained from this study indicated that hwo strains are indistinguishable and the enzyme are possibly encoded on a transposon
witich is probably lacated on chromosome, This finding is pointing out a patential danger of a transposable genctic element for Istanbul,

Key Words: Salmonella paratyphi B, plasmid, transposen, extended-broad spectrum  fi-actumase.

Girig

Gram-negatil gomalklar dglincii kugak selalosporinlere ve azire-
onama geniglemis spektrumiu fB-laktamaz (extended broad-spec-
trum fB-lactamase, EBS Bla) olarak adlandinian enzimleri ilrete-
rek direng geligtirmektedirler. Itk kez 1981 yihnda Almanya'dan
bildirilen bu enzimier genig spektrumlu antibiyotiklerin kullamma
girmesi ile se¢ilip yaydmaktadir (1). Plazmid ya da transpozon gi-
bi aktarilabilen genetik elemanlann iizerinde bulunan genetik di-
zilerce kodlanan ve ¢ogu kez Klebsiella ya da Enterohacter gibi
hastane baklcrilerinde rastlanan bu tir direng, Salmonella cinsi
icerisinde sadece Salmonella wien ve Salmonelle mbandaka sug-
larinda bildirilmigtir (2-3). Neonatal sepsis, paratifo ve gastroen-
terit gibi degigik klinik tablolara yol agan Salmonella paratyphi B
toplum iginde epidemiler de yapabilen bir bakieridir. Bu yazida
Istanbul'un iki ayr yakasinda izole edilmis ve EBS Bla yapuiff ilk
kez gosterilen ki S.paratyphi B susunun direng tizellikleri bildi-
rilmektedir.

Yontemler

Istunbul Bogazi'mn iki ayn yakasindnki iki hastanede biri has-
tane kokenli, diferi toplumdan kazamimg iki ayn infeksiyondan
her ikisi de EBS Bla yapan S.paratyphi B suglan izole cdildi.
Hastane infeksiyonuna neden olan sug, bir yenidogan yogun ba-
kam biriminde sepsis ve menenjit etkeni olarak, toplumdan kaza-
rirlan sig<4§& gastroenterit etkeni olarak izole edilmigti,

Suglarn biyotiplendirimi API 20E (bioMericux) ilc; scrotiplen-
dirimi anti-O ve anti-H1 ve H2 antiserumlan (Behring) ile yapilda
ve Ankara Reflik Saydam Merkez Hifzasthha Enstitiisilnde dogru-
lanarak suslar koleksiyona alindi.

Tuaksim Hastanesi, Infeksiyan Hastahkinn ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi, istanbul

Transkonjugasyon, logaritmik iireme fazindaki alic: ve verici
susun agar iizerinde egil mikiarlarinin kangtinlarak iiretilmesi ve
ertesi giln nalidiksik asid (100 pg/ml) + seftuzidim (64 pg/ml) ya
da nalidiksik asid + ampisilin (64 pg/ml) iceren besiyerinde segil-
mesi ile yapilds. Tki asamak transkonjugasyon ise pU28 plazmidi
tagiyan E.coli sugu ile S.paratyphi B'nin eslegtirilmesi ve tetrasik-
lin (32 pg/ml) + seftazidim (64 pg/nl) iceren bestyerinde segil-
mesinden sonra yapildi, pU28 plazmidini alan Salmonella suglar
ile E.cofi J 53-1 arasindaki transkonjugasyon agagida dzetlendifi
gibi yapild.

iki ayn tiipte LB buyyonuna ekilen tetrasikline direngli (TeR)
8.paratyphi B suslan, yani pU28 plazmidini slmg suglar, E.coli 1
53-1 ile logaritmik dreme fazinda iken esit miktarlarda kangtnia-
rak LB buyyonuna, Muecller-Hinton agarina (Difco) ve bir de 64
pg/ml seftazidim + 100 1pg/ml nalidiksik asid iceren besiycri ol-
mak iizere g ayr1 besiyerine ckildi. Daha sonrz s1v1 besiyerinden
her saat bag ve Mueller-Hinton kati besiyerinden (LB buyyonu
ile yikanarak) 18 saat sonra 100 ml alinarak 64 pg/ml seftazidim
+ 100 pg/ml nalidiksik asid igeren besiyerlerine ekildi. On sekiz
saal sonrd {ireyen koloniler lek tek scftazidim + nalidiksik asid
iceren besiyerine ckildi. Son pasajda da ireyen bakterilerin anti-
biyotik direnc tzellikleri ve biyolipteri belirlendi. Antibiyotik du-
yarlik testleri NCCLS Document M7-A2 ve M2-A4 Onerilerine
uyularak yapldi Buyyen 20 pg/lt Cat+, 10 pg/it Mg+t ile zen-
gin-legtirildi. Bakierilerin plazmidleri mini-prep ytintemt ile izole
edildi, Bu yntemin modifikasyonu olarak "lizozim" 2 pg/ml ye-
rine 20 mg/ml kullunild: ve 5 dukika yerine 15 dakika beldend:.
Lizis agamasindan sonra izopropane! ile kuru buz iizerinde presi-
pite edilen plazmid DNA's: fenol-kloroform ile anndinld: (4).
Izole edilen plazmidler TE tamponunda bir gece bekletilerek % 2
agarozda (mini-jel) 90 v ile yiriitildi. Referans DNA olarak
Hing IIT ile kesilmis A DNA kullanild:.
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gi transpozon yakalayabilme kapasitcsine sa-

SULP: sefoparazon- sulbaikiam, CFP: sefoperazan, CIP: siprofloksasin, C: klaramfeniko!

a Tablo 1. Orijinal Sus ve Tek Asamada Elde EdilenTranskenjugatin N . e )
MIC Degerleri (pg/ml) . hip olmasidir. pU28 plazmidini tagiyan bir
egerier! (fg/m E.coli susu ile 8. paratyphi B arasinda lrans-
E.coli  Ecolid53-1 SparalyphiB SparalyphiB  E, colfJ 531 konj. konjugasyon dencyleri yapildi. pU28 plazmi-
ATCC 25923 kentrol S.paratyphi B di tetrasiklin direnci kodlamaklaydi. Bu da
tetrasikline duyarl S.paratyphi B ile transkon-
AMP 2 2 2 1024 1024 jugasyon ve duha sonra antibiyolikli orlamda
SAM 2 2 2 128 128 {(tetrasiklin + seflazidim) transkonjugaty, yani
8?7_(. B:Sg g}gg g}gg 1%%% %12255 pJ28 plazmidini almis ve tetrasikline direngli
' . . ' hale gelmis S.paratyphi B susunu segmeyc

SULP 0.125 0.125 0.25 32 2 g E o
CFP 0.425 0.125 (.25 256 4 olanak veriyordu. LB buyyonunda ayr ayr
Cip 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 (Salmonella ve pU28 tasiyan E.coli ) lirctilen
C 0.125 0.125 0.185 512 0,125 bakteriler logaritmik ireme fazinda ikc;n ‘c;;iL
miklarfarda Mueller-Flinton agarna ekildi ve
AMP: ampisilin, SAM: ampistlin-suibaktam, CTX: sefotaksim, CAZ: sefiazidim, ertesi sabah yikanarak toplanan bakicriler tel-

Y, rasiklin + seftazidimli besiyerinde scgildiler.

Sonuclar

API 208 ilc yapitan biyotiplendirimde Safmonella spp. olarak
bulunan suslarin her ikisinin antijenik formillii O:4,5; H:b,1-2 ola-
rak saptandi. Antibivotik duyarlik (esti standard disk difiizyon
ynlemi ve tzel bir disk dizilimi ile yapildiginda her iki bakteri-
nin de EBS Bla yaptig anlagildi. Agar dililsyon (estinde ampisilin
(MIC90, 1024 pg/ml), ampisilin-sulbaktam (MICO0, 128 pg/ml),
amoksisilin-klavalanik asid (MIC90, 32 pg/mli), kloramfenikol
(MIC90, 512 pg/ml), azirconam (MIC90, 1024 pg/ml), sefolak-
sim (MIC90, 256 ug/ml), sefopcrazon (MIC90, 256 pg/mi), sefo-
perazon-sulbaktam  (MIC90, 32 pg/ml) ve  scftazidim
(MIC90,1024 pg/mlYe direng saptandh {Tablo 1}. Suslar, disk di-
[dzyon ybntemi ile yapilan antibiyotik duyarlik testinde siproflok-
susin ve imipeneme duyarh, aminoglikozid antibiyotiklere isc di-
rengli bulundu,

Tek turda transkonjugasyon yapilan E.coli 1 53-1'de sadece
ampisilin direnci (MIC90, 1024 pg/ml} (AmpR) saptandi. Bu
transkonjugitin EBS Bla genini almadifi dii-
siiniildii ($ckil 1). Bu dency aym zamanda
S. paratyphi B'nin iki ayn cnzim scntez
cttifini ve iek tur transkonjugasyon ile
ampisilin direncinin gectifini gbstermek-
teydi. Bu transkonjugasyon ile gecen,cnzi-
min genis spektrumlu klasik enzimierden
TEM-1 olabilecegi diigiinuldi.

EBS Bla'yt kodlayan genctik dizinin
tek tur transkonjugasyonda gegmemesi bu
genelik dizinin  konjugatil bir plazmid
tizerinde olmadifiimi diistindtirdid. Bu du-
rumu aydinlatmak icin S.paratyphi B'nin
ve AmpR E.coli ] 33-1'in plazmidleri izo-
le edilerck incelendi. Her iki bakieride de
aynl bandlar goriildii. Yani S.pararyphi
B'nin plazmidler gegmis, fakst EBS Bla
sentezi olmuyordu. AmpR duruma gelmig
olun E.colf kloramfenikol ve aminogliko-
zidlere duyarligimi koromakiaydi. Bu da
EBS Bla'y1 kodlayan genetik lokusun go-
ful direng kodlayan bir genetik eleman
iizerinde oldugunu diigtindiledil. En akla
yakin olasithk EBS Bla'nmin ¢ogul direng
kodlayan bir transpozon iizerinde ve bu
lranspozonun da kromozomun iizerinde
lokalize olabilecegiydi.

Kromozom Uzerinde yer alan iranspo-
zonun Eeoli 1 33-T'e akianimas: igin
lranspozon yakalayicl bir bagka plazmid
olan pU28 kullamidi. Bu plazmidin dzelli-

2

nakledilemiyor

Salmonella

Transpozon kromozomda oldugu igin

N

™)

Sekil 1. Tek agamali transkonjugasyon.E.coli J 53-1 sadece konjugatif
plazmidi aliyor; EBS Bla'y kodlayan transpozon alinamiyor.

Béylece climizde pU28 plazmidini almig Sal-

monella susu oldu. Amag, bu plazmidin Sal-
monella'min kromozomuna {ulunmug oldugu varsuyilan lranspo-
zonu yakualimasiyds.

Transpozonu alan pU28, konjugalil bir plazmid oldugu igin
kolaylikle tekrar E.coli 1 53-1'c gegirilebilecekti. Transkonjugas-
yon bu kez pU28 wagiyan Selmonelfa ve E.coli J 53-1 arasinda ya-
pildi. LB buyyonundu ayr ayr iirctilen bakteriler direkt antibiyo-
likli (seflazidim + nalidiksik usid) apara, antibiyotiksiz agara ve
LB buyyonuna ckildi. LB buyyonundan da her saat bag antibiyo-
tikli agara ekim yapifdi. Antibiyotikli agara direkt yapilan ckim-
ler ve LI buyyonunda 1-2 saat inkiibe edilerek yamlan ekimlerde
EBS Bla yapan transkonjugatlar elde etmek miimkiin oldu {Sekil
2), Tki turda yapilan by iranskonjugasyon iglemi sonucu TeiR Sal-
monella (pU28 tagiyan) ve EBS Bla yapan E.cafi ] 53-1 clde edil-
mig oldu. Bu iki baklerinin de plazmidleri izolc edilip agaroz jel-
de yiirittilldiigiinde AmpR E.coli ilc EBS Bla yapan £.coli arasin-
da plazmid agisindan pU28 diginda fark olmadifn gorlldit (Sckil
3). Yani ampisilin direnci gegen, fakat EBS Bla yapamayan trans-

EBS Bla 'yi kodlayan transpozon

A «— Kromozom

\/

< /Konjugatif plasmid

E.coli J 53-1

T (T

\/

EBS Bla yapamayan transkonjugat (E. coli J 53-1)
{Sadece kiasik enziml sentez edebilen J 53-1)

=)
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Birinei agama

EBS Bfa 'y! kodlayan transpozon

o — Kroﬁlozom
m <« /Konjugatif plasmid

\/

E.coli Saimonella
AN eIt
AN plJ28 -

\/

pU28 plasmidini alm:g Tetrasiklin
direngli Salmonelta paratyphi

AN

A

Sekil 2. pU28 ile yapilan iki agamal transkonjugasyon.

konjugatin plazmidleri ile EBS Bla yapan transkonjugat arasinda-
ki tek farkin pU28 olmas, EBS Bla'y1 kodlayan genetik dizinin
bu plazmid iizerinde oldufu anlamina geliyordu. Bu da EBS
Bla'y1 kodlayan genetik dizinin bir transpozon ilzerinde ve bu
transpozonun da kromozom iizerinde oldufu varsayimin destek-
liyordu.

Mutlaka ranskonjugat elde etmek istememizdeki amaglardan
biri, bu enzimi kodlayan genetik dizinin antibiyotik direnci bili-
nen bir bakteride olugturacagr degigiklikleri grmek, yani EBS
Bla'min etkisini anlamaku. Salmonella susundaki ilgiinctl kusak
sefalosporinlere ve aztreonums olan direng ya da kloramfenikole
olan direng enzim sentezi diginda gegirgenlik azalmas: ya da he-
def noklamin mulasyonu ile de olabilirdi. Oysaki genetik lokus,
direnci tnceden bilincn bir bakleriye gegince gergekte sadece

4 Tablo 2. Orijinal Suglarin ve EBS Bla Yapan N
Transkonjugatin MIC Degerleri

CTX CAZ ATM AMP  AMC
B.G 256 1024 1024 1024 32
DM 256 1024 1024 1024 a2
J 531 2 2 2 2 2
E.colipU2a 2 2 2 2 2
E.coli2 Th.* 256 1024 512 1024 2
E.cali t Tkj.™" 2 2 2 1024 1

CTX; sefotaksim, GAZ: seftazidim, ATM: aziraonam, AMP: ampisflin, AMC:

amoksisiin-klavulanik asid; B.G.: Bu addaki hastadan izole edilen S.paratyphi B D.M.:

Bu addzk hastadan izale edilen S.paralyahi 8,

*:B.G'denizole edien Salmonefia le 2 tur franskonjuge olmug E.cokJd 53-1,
\":B.G.'den Izcle edilen Saimoneliaife 1 fur transkonjuge olmus £.colfJ 53-1 W

Ikinci agama

pU28 plasmidini almig Tetrasiklin
direngli Salmenelta paratyphi

."‘"’

y 4

pli28 tranapozonu yakalar

<3, €

ptJ28 plasmidini almig
Salmonella

*

EBS Bla yapan transkonjugat (E. cofl J 53-1)

E.coliJ 531

3}

kendisine ait olan direnci sergileyecek ve Salmonella susunun ya-
psal Bzelliklerinden kaynaklanan fakiérier oriadan kalkmig ola-
caktl,

EBS Bla sentezleyen transkonjugatm mikrobuyyon dililsyon
testi ile antibiyotik direnci arastnildifinda antibiyotiklerin MIC
degerleri: sefolaksim (256 ug/mi), seftazidim (1024 pg/ml), azire-
onam (512 pg/ml), ampisilin (1024 pg/ml} ve amoksisilin-
klavulanik asid (2 pg/ml) olarak bulundu (Tablo 2.

Ozet clarak bu 8.paratyphi B sugu, en az iki enzim sentez cl-
mektedir. Bunlardan biri, klusik genis spektrumln enzim {muhte-
melen TEM-1) digeri de bir EBS Bla'dir. EBS Bla'min sefiazidimi
sefolaksimden daha [azla etkilemesi ve sulbaktamdan (scfopera-
zon-sulbaktam duyarlifin disk difiizyon ile bakild) etkilenmesi bu
enzimin bir TEM kitkenli sellazidimaz oldugunu disiindiirmekte-
dir. Genig spektrumlu klasik enzim konjugatif bir plazmid dzerin-
de yer almakiachr, EBS Bla'y1 kodlayan genetik dizi ise kromo-
zom iizerinde lokalize bir transpozonda (kloramfenikol + aminog-
likozid antibiyotiklere de direnc kodlayan, yani gogul direng kod-
Tayan bir transpozon)} yer almaktadir. Cogul direng kodlayan bir
transpozon olmasi, bunun basit bir mutasyonla olugmadifm,
muhtemelen bagka bakierilerden alinmmg oldufunu diiglindiirmek-
ledir,

Istanbul'un iki ayn yakasindan izole edilen S paratyphi B sugla-
rinmn aym oldufunu géstermek epidemiyolojik agidan ¢ok Gnem-
liydi, Bu amagla her ki sugun anlibiyolik direng 8zellikleri, biyo-
tipleri ve plazmidleri incelendi. Antibiyotik direng dzellikleri hem
on)ma] susta hem de transkonjugatlarda aym bubundu. fki bakte-
rinin de API 20E ile yapilan testleri aymi bulundu. Her iki sug da
iki enzim yapiyordu ve EBS Bla ancak iki tur transkonjugasyon
ile gegebiliyordu. Plazmidleri birlikte yiiriitildiiElinde aym oldu-



12

’ Klimik Derg * Cilt 6, Say:: 1

Sekil 3. Mini-prep metodu ile izole edilmis
plazmidier.

Kuyu a: & DNA Hind [l ile kesilmis marker; kuyu b: 1.
Salmonella susu; kuyu c:

2,5almonella susu; kuyu d: ampisilin direncini almig E.coli
(transkonjugat); kuyu e:

puU28i almes Salmonella susuy; {; selotaksime direngli
E.coli (transkonjugat)

Bulgular {1] her iki Safmonella susunun plazmidiert ayn:
boyutlarda; [2] sefolaksim ve ampisiline direngli E.cofi
suslannin plazmidleri ayn boyutlarda;

[3] ampisiline direngli E.colf Hle Salmonella susu arasmda
plazmid agisindan fark yok.

gu grtildit (Jekil 3). Tim bu kamtlar her iki baklerinin de aym
su§ oldugunu pisteriyordu,

irdeleme

Mikreorganizmalar B-laktamaz adi verilen enzimler treterek
[-laktam antibiyotiklere direng gelistirirler. Bugiine kadar elliden
fazla PB-laktamaz bildirilmigtir (5). Bu enzimler enzim-substrat
profili, izoelektrik nokta ve klavulanik asid ile inhibe olmasing
glre simflandinlmakiadm, En yaygin knllamlan simflama Karen
Bush'un 1989 yilmda yaptifsdir (6). Bu sistemde klavulanik asid-
le inhibe olma tzellifi ve enzim-subsirat profili &n planda tutul-
maktadir, Bu enzimleri kodlayan genetik diziler kromozomal ola-
bilecegii gibi plazmid ya da transpozon pgibi hareketli ve aktarila-
bilir genetik elemaniar itzerinde de olabilir (7). Ugtinci kugak se-
falosporinler ve monobaktamlar klasik B-Taktamazlara dayamki-
whr, TEM-1, TEM-2 ya da SHV-1 olarak adlandinlan klastk en-
zimler Gram-negatil enterik comaklarda sik gﬁrﬁ]ﬁr ve plazmid
kaynakhdu. Etki spcktrumu genigletilmis yeni sefulosporinlerin
kullamma girmesi ile EBS Bla iireten bakteriler griilmeye
baglanmigtir. Bu defiigim ¢ogu kez klasik enzimleri kodlayan pen-
lerdeki nokt: mutasyonlarinm segilmesi ife olmakiadsr (8).

i1k kez 1983 yilinda Almanya'dan sefotaksim ve diger yeni se-
falosporinlere direng olugturan bir enzim bildirilmis ve on yil ige-

risinde bu enzimler diinyanin her yerinde gértilir olmugtur (9). .

Bu kadar inzla yayilan yeni B-laktamazlar gogiu kez bir transpo-

zon lizerinde yer almakia ve goful direng genleri ile birlikte yayil-
maktadir (10). [zole etligimiz S.paratyphi B sugundaki EBS Bla
genleri de kloramfenikol ve aminoplikozid direnciyle birlikle ya-
yiimaktadir. Bu da Salmonella infeksiyonlarmda kullanilan ampi-
silin, figiincll kugak sefalosporinler ve kloramfenikol gibi ilk segi-
lecek ilagtan etkisiz kilmaktadir. S.paratyphi B'de ilk kez bildiri-
len béyle aktanisbilir bir direng geninin toplum kétkenli bir suga
adaple olmug olmas: illkemiz i¢in ayn bir nem tasimaktadir, By
cogul direng kedlayan genetik eleman kolaylikla difer Salmonel-
fa suglarina da gegebilir. Ikinci bakterinin birinci ile timilyle ilgi-
siz bir yerden izole cdilmesi istanbul'da bu sugun epiderniyolojik
acidan dnemli olabilecegini gistermekledir.

Bu ¢alismamn sonuglarimin da gisterdigi gibi mutlaka antibak-
teriyel direng bilincinin yerlegmesi ve direncin anlamb siirveyan-
sinin yaptlmas: ve elde edilen bilgilerin antibiyotik kullanim poli-
tikalanina doniigtiritlmesi gerekmektedir. Bdyle Salmonella infek-
siyonlarinin empirik ledavisinde siprofloksasin secilebilir; killiiir
ve antibiyotik duyarlik testlerinin sonuglarng gore tedavi tekrar
gzden gecirilmelidir. Hastane personeli arasmda mutlaka Selmo-
nella tagryicalifn ydniinden incelemeler yapilmalidir. Hastane per-
soneli olan tagiyicilar antibiyotik baskis: altindaki suglarla koloni-
z¢ olmaktadmiar. Bu bakterilerin direnc genleri ise tagiyicimin
gastrointestinal sisteminde bagka bakterilere de kolaylikla yayila-
bilmektedir.
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