I BILIMSEL MEKTUP SCIENTIFIC LETTER I

Huseyin TASLI?
Dr. I. Hakki BAHAR®

2Farmasdtik Mikrobiyoloji AD,

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
®Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi,
jzmir

Gelis Tarihi/Received: 27.08.2009
Kabul Tarihi/Accepted: 17.08.2010

Bu ¢calismanin bir kismi 3. Ulusal Molekdiler
ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresinde
(Ankara, 2004) poster bildirisi olarak
sunulmustur.

Yazisma Adresi/Correspondence:
Hiseyin TASLI

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasoétik Mikrobiyoloji AD,

izmir,

TURKIYE/TURKEY
huseyin.tasli@ege.edu.tr

Copyright © 2010 by Tiirkiye Klinikleri

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(5)

Enterobacteriaceae Klinik izolatlarinda
SHV-2, SHV-5, SHV-12 VE CTX-M-3
Genislemis Spektrumlu
Beta-Laktamazlarin Saptanmasi

Determination of SHV-2, SHV-5, SHV-12 and
CTX-M-3 Extended-Spectrum Beta-Lactamases
in Clinical Enterobacteriaceae Isolates:
Scientific Letter

OZET Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ol-
dukea yaygindir. Ancak Tirkiye’de bu enzimlerin molekiiler tiplerine iligkin veriler sinirhdir.
GSBLler baslangicta ¢ogunlukla TEM ve SHYV tiirevi olarak saptanmigtir. Son yillarda ise CTX-M
enzimleri daha baskin hale gelmistir. Bu ¢alismada GSBL olumlu, TEM ve/veya SHV geni tasiyan
klinik Enterobacteriaceae izolatlarinda CTX-M ve PER genlerinin aragtirilmasi ve tiim enzimlerin
DNA dizilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Dokuz Eyliil Universite Hastanesi Mikrobiyoloji La-
boratuar’'ndan elde edilen 28 kokende CTX-M ve PER beta-laktamazlarin varhg: Polimeraz Zin-
cir Reaksiyonu (PCR) ile arastirnilmigtir. PCR pozitif kokenlere PCR-restriction fragment lenght
polymorphism (PCR-RFLP) ve DNA dizi analizleri uygulanmistir. PCR ile ti¢ kokende CTX-M ge-
ni saptanirken higbir kokende PER genine rastlanmamigtir. RFLP analizine gore biitiin CTX-M en-
zimlerinin CTX-M-1 grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Tki yonliit DNA dizi analizi sonucunda, dért
susta SHV-2, 14 susta SHV-5, 10 susta SHV-12 ve ii¢ susta CTX-M-3 saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae, beta-laktamazlar, polimeraz zincir reaksiyonu,
restriksiyon analizi, DNA dizi analizi.

ABSTRACT Extended spectrum beta-lactamases (ESBLs) are common in our country as well as in
the world. However, data about the molecular types of these enzymes are lacking in Turkey. ESBLs
were initially determined commonly as TEM and SHV derivatives, but in recent years CTX-M en-
zymes have become more dominant. The aim of the study was to investigate of CTX-M and PER
genes in Enterobacteriaceae isolates which were positive for ESBL and carried TEM and/or SHV ge-
nes, and to determine DNA sequences of all enzymes. Presence of CTX-M and PER beta-lactama-
ses was investigated with polymerase chain reaction (PCR) method in 28 strains obtained from the
Microbiology Laboratory of Dokuz Eyliil University Medical School. PCR-restriction fragment
lenght polymorphism (PCR-RFLP) and DNA sequence analysis were performed on PCR positive
strains. While CTX-M gene was determined in three strains using PCR, PER gene was determined
in none of the strains. All CTX-M enzymes were found to belong to CTX-M-1 group according to
RFLP analysis. As a result of both strands DNA sequence analysis, SHV-2 in four strains, SHV-5 in
14 strains, SHV-12 in 10 strains and CTX-M-3 in three strains were determined.

Key Words: Enterobacteriaceae, beta- lactamases, polymerase chain reaction,
restriction analysis, DNA sequence analysis
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enislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ¢oklu ila¢ direncli
bakteriyel izolatlar i¢inde 6nemli bir tehdit olmaya devam etmek-
tedir. flk tanimlandiklar1 1980’lerin bagindan itibaren diinya capin-
da yayginlagmiglardir. 1990’larin sonuna kadar ¢ogunlukla TEM ve SHV

1701



Tagli ve ark.

T1ibbi Mikrobiyoloji

olarak bulunmustur. Bu durum son bes yilda dra-
matik bir sekilde degiserek CTX-M enzimleri en
yaygin GSBL tipi haline gelmistir.! PER, OXA, TLA
ve GES ise daha az rastlanan enzim gruplaridir.
1980 yilindan giintimiize kadar 300’den fazla GSBL
tammlanmistir  (http://www.lahey.org/studies).
Bunlarin bityiik cogunlugu TEM, SHV ve CTX-M
varyantidir. Klebsiella pneumoniae ve Escherichia
coli tim diinyada en sik izole edilen GSBL iiretici-
leri olma 6zelliklerini korumaktadirlar.? GSBL’ler
neredeyse biitiin Avrupa iilkelerinde yaygindir ve
genellikle de Enterobacteriaceae izolatlarinda sap-
tanmaktadirlar.® Ulkemizde yapilan caligmalar
GSBL’lerin yiiksek oranda saptandigini gostermek-
tedir. Ancak bu enzimlerin molekiiler tiplerine ait
veriler sinirlidir. Bu ¢alismada GSBL pozitif, TEM
ve/veya SHV gen varlig: bilinen klinik Enterobac-
teriaceae izolatlarinda CTX-M ve PER genlerinin
aragtirilmasi ve tim enzimlerin DNA dizi analizi
ile tiplendirilmesi amaglanmustir.

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi klinik 6r-
neklerinden soyutlanan GSBL pozitif 28 Entero-
bacteriaceae izolat1 calismaya alindi. izolatlar ve
bunlarin transkonjugantlarinin dnceki ¢alismamiz-
la* belirlenmis olan c¢esitli fenotipik ve genotipik
ozellikleri Tablo 1’de gosterilmektedir. Tamami
SHV ve 12’si TEM geni tastyan 28 kokenin trans-
konjugantlarinda CTX-M ve PER genleri polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi. Tablo
2’deki primer setleri>!° kullanilarak PCR reaksi-
yonlar1 Techne (Barloworld Scientific Ltd., Ingil-
tere) cihazinda gerceklestirildi. CTX-M PCR i¢in
oncelikle tarama amaciyla tiim gruplar yakalaya-
bilen ortak bir primer seti (CTX-MU) kullanildi.
Caligmada CTX-M ve PER" varlig: bilinen 6rnek-
ler pozitif kontrol olarak kullanildi. PCR triinleri
100 bp DNA marker esliginde agaroz jel elektrofo-
rezi-etidyum bromid yontemi ile incelendi.

CTX-M enzimlerini grup diizeyinde tiplendir-
mek icin Pstl ve Pvull (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania) restriksiyon enzimleri kullanildi.'? Res-
triksiyon profiline gore gruba 6zgii primer seti kul-
lanilarak PCR ile dogrulama yapildi.

DNA dizileme reaksiyonu i¢in dnceki ¢alig-
mamizdan elde edilen TEM ve SHV ile bu ¢aligma-
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dan elde edilen CTX-M ve PER PCR iirtinleri, saf-
lagtirma kiti (DNA purification kit, MBI Fermen-
tas, Vilnius, Lithuania) ile saflagtirildiktan sonra
DNA konsantrasyonu 50 ng/ml ve primer setleri
(Tablo 2) 10 pmol/ml olacak sekilde ayarlanarak
cift yonli ham DNA dizileri sagland: (Macrogen
Company, Seoul, Korea).

Her PCR iiriinii i¢in elde edilen iki dizi kar-
silagtirilarak tek dizi haline getirildi. Elde edilen
diziler gen bankasindan (GenBank) alinan refe-
rans diziler ile “BioEdit 7.0.9 Sequence Aligment
Editor” programi kullanilarak hizaland: ve amino-
asit dizilerine cevrildi. Hem niikleotit hem de
aminoasit dizileri internet ortaminda “blastn” ve
“blastp” (nucleotide-blast, protein-blast; http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) programlar ile
gen bankalarinda sorgulandi. Ayrica Ambler mo-
deli esas alinarak amino asit dizileri “Jacoby G,
Bush K. http://www.lahey.org” web sitesindeki
amino asit dizileri ile karsilagtirilarak tiplendiril-
di.

PCR sonuglarina gore Tablo 1’de belirtilen 28
susun tamaminda SHV ve 12’sinde TEM varligina
ilave olarak iki E. coli ve bir K. pneumoniae olmak
iizere {i¢ susta CTX-M saptanmistir. PER genine ise
hicbir susta rastlanmamigtir. PCR-RFLP yonte-
miyle CTX-M tipi enzimlerin CTX-M-1 grubu ile
uyumlu oldugu saptanmistir. Grup spesifik primer-
ler kullanilarak yapilan PCR ¢alismalariyla 6rnek-
lerin CTX-M-1 grubuna ait olduklar1 ve diger
gruplara ait olmadiklar1 dogrulanmistir.

PCR iiriinlerinin iki yonlii DNA dizi analizi
sonucunda 12 susta TEM-1, dort susta SHV-2, 14
susta SHV-5, 10 susta SHV-12 ve {i¢ susta CTX-M-
3 saptanmuigtir. Suglarin 12’sinde SHV enzimleri ile
TEM-1 birlikte yer alirken bir susta SHV-2 ve
CTX-M-3, bir susta SHV-12 ve CTX-M-3, bir sus-
ta ise TEM-1, SHV-5 ve CTX-M-3 birlikteligi goz-
lenmigtir (Tablo 3).

GSBL'’lerin tiim diinyada oldugu gibi iilke-
mizde de oldukca yaygin oldugu bilinse de bu en-
zimlerin molekiiler tiplerine iliskin veriler
sinirhidir. Tiirkiye’de TEM tipi GSBL, bildigimiz
kadariyla sadece Yumuk ve ark.' tarafindan top-
lum kokenli E. coli suslarinda saptanmig ve TEM-
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TABLO 2: PCR ve DNA dizi analizinde kullanilan
primer setleri.
Primer Dizi (5’ > 3) Uriin Uzunlugu ~ Kaynak
TEM-F GAAGACGAAAGGGCCTCGTG 1074 bp 5
TEM-R GGTCTGACAGTTACCAATGC
SHV-F CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 1016 bp 6
SHV-R TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA
*CTX-MU1  ATGTGCAGYACCAGTAARGT 593 bp 7
*CTX-MU2  TGGGTRAARTARGTSACCAGA
CTX-1F CCCATGGTTAAAAAATCACTG 891 bp 8
CTX-1R CCGTTTCCGCTATTACAAAC
CTX-2F ATGATGACTCAGAGCATTCGC 893 bp 8
CTX-2R TCGCTCCATTTATTGCATCA
CTX-8F ATGTTAATGACGACAGCCTGTG 689 bp 8
CTX-8R CCGGTTTTATCCCCGACA
CTX-9F ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 864 bp 9
CTX-9R CCCTTCGGCGATGATTCTC
PER-F ATGAATGTCATTATAAAAGC 930 bp 10
PER-R AATTTGGGCTTAGGGCAGAA

*CTX-M PCR icin tim CTX gruplarini yakalayabilen ortak primer seti/

3, TEM-24 olarak tiplendirilmistir. Calismamizda,
incelenen tiim TEM genlerinin, referans enzime
(TEM-1) gore bazi niikleotid degisiklikleri goriilse
de, aminoasit diizeyinde TEM-1 enzimini kodla-
diklan goriilmiigtiir.

Ulkemiz kaynakli tanimlanan ilk SHV tipi
GSBL ornekleri SHV-2 ve SHV-5 olup 2003 yilin-
da Paterson ve ark. tarafindan Tiirkiye kokenli K.
pneumoniae kan kiltiirii izolatlarinda rapor edil-
mislerdir.!* Daha sonra bizim ¢alismamizda SHV-2

ve SHV-5’e ilave olarak ilk kez SHV-12 rapor edil-
mistir.* Bu calismamizda da 6nceki ¢calismamizla
uyumlu olarak SHV-2, SHV-5, SHV-12 saptanmig-
tir. SHV-12 tiim diinya {izerinde K. pneumoniae
kokenlerinde en sik rapor edilen enzimlerden bi-
ridir. Son yillarda toplum kokenli E. coli izolatla-
rinda da siklif1 artmaktadir.”'” Yumuk ve ark.
[zmir Bélgesi toplum kokenli E. coli izolatlarinda
da SHV-12 rapor etmiglerdir.’®* Ayni zamanda
SHV-12'nin diger enzimler ile birlikte eksprese ol-
mast sik¢a rapor edilen bir durumdur.’®2° Bu ¢alig-
mada da SHV-12’nin TEM-1 veya CTX-M-3 ile
birlikte yer aldig1 goriilmiistiir (Tablo 3).

Calismamizda, CTX-M-1 grubundan CTX-
M-3 saptanmasi, Tiirkiye’de CTX-M enzimleriy-
le ilgili sinirli sayidaki ¢alismayla paralellik gos-
termektedir. Tiirkiye’den rapor edilen CTX-M
enzimlerinin neredeyse tamami CTX-M-1 grubu-
na aittir. A¢ikg6z ve ark.?! 2003 yilinda sefotak-
sim ve aztreonam direncli Shigella sonnei, Bahar
ve ark.” 2006 yilinda sefotaksim, aztreonam, se-
fepime direncli Salmonella Enterica serovar Virc-
how, Metan ve ark.? 2007 yilinda Morganella
morganii izolatinda CTX-M-3 enzimi saptamig-
lardir. 2003 yilinda Lartigue ve ark.?* K. pneu-
moniae, 2008 yilinda Goniilli ve ark.” E. coli ve
yine 2008 yilinda Yumuk ve ark.!® Izmir’de top-
lum kokenli E. coli izolatlarinda CTX-M-15 sap-
tamislardir. Bu bulgulara gore CTX-M-1 grubuna
dahil olan CTX-M-3 ve CTX-M-15 enzimlerinin
ilkemizde yaygin oldugu diisiintilebilir. Bu veri-

TABLO 3: DNA dizi analizine gére ¢alisma suglarinin beta-laktamaz tipleri.

Tiir Sus No
Klebsiella pneumoniae DE25
DE23232

DE20766, DE20820

DE23, DE42, DE45, DE6741, DE7363

DE47, DE48, DE8338, DE11823, DE15780, DE17684, DE18782, DE19111
DE15681, DE23774, DE27403, DE27449

Beta-laktamaz tipleri
SHV-2 + CTX-M-3
SHV-2

TEM-1 + SHV-2
SHV-5

TEM-1 + SHV-5
SHV-12

DE36 TEM-1 + SHV-12
Escherichia coli DE10, DE12056, DE20267 TEM-1 + SHV-12
DE19940 TEM-1 + SHV-5 + CTX-M-3
DE17706 SHV-12 + CTX-M-3
Enterobacter cloacae DE8262 TEM-1 + SHV-5
1704 Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(5)
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ler Avrupa iilkeleriyle de benzerlik gostermekte-
dir. CTX-M-15 tiim Avrupa, CTX-M-3 ise Dogu
Avrupa iilkelerinde en yaygin bulunan enzimler-
dir."?® CTX-M-1 grubu disinda Paterson ve ark.
yedi ilkeyi kapsayan c¢aligmalarinda Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi kaynakli K. pne-
umoniae kokeninde CTX-M-2 enzimini sapta-
mislardar.™

CTX-M enzimlerini gruplandirmak amaciyla
Pstl ve Pvull restriksiyon enzimleri kullanilarak
uygulanan PCR-RFLP yontemi,'? ¢caligmamiz so-
nugclarina goére hem teorik hem de deneysel olarak
CTX-M tipi beta-laktamazlarin grup diizeyinde
hizli ve kolaylikla tiplendirilebilecegini gostermis-
tir. Bu analiz sonucu 6rneklerin CTX-M-1 grubu
oldugu, hem grup spesifik PCR testleri hem de
DNA dizi analizi ile dogrulanmuistir.

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten
E. coli, Klebsiella tiirleri ve Enterobacteriaceae ai-
lesinin diger tiyeleri, giintimiizde hastane infeksi-
yonlarinin en 6nemli etkenleri arasinda yer alirlar
ve ¢oklu direngli mikroorganizmalardir.?® Antibi-
yotik direncinin engellenmesi i¢in tilkemiz GSBL
profilinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Sonug
olarak calismamizda, DNA dizi analizi sonucu kli-
nik Enterobacteriaceae izolatlarinda SHV tipi
GSBL’lerden sadece SHV-2, SHV-5 ve SHV-12 sap-
tanmustir. Onceki arastirmalarimiz da dikkate alin-
diginda, bu enzimlerin bolgemizde yaygin
olabilecegi sonucuna varilmistir. Yine bu ¢aligma-
da saptanan CTX-M-3 enziminin diger Tiirkiye
kaynakli aragtirmalarda saptanmig olmasi, bu enzi-
min Avrupa’da oldugu gibi iilkemizde de yaygin
olabilecegini diisiindtirmiistiir.

Canton R, Novais A, Valverde A, Machado E,
Peixe L, Baquero F, et al. Prevalence and
spread of extended-spectrum beta-lactama-
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