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KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN KLEBSIELLA PNEUMONIAE
SUSLARINDA GENISLEMi$ SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ
VARLIGININ ARASTIRILMASI VE TIPLENDIRILMESI*

EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASE TYPES IN KLEBSIELLA
PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED FROM BLOOD CULTURES

Safak ERMERTCAN', Mine HOSGOR LIMONCU', Hiiseyin TASLI'

OZET: Bu calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen Klebsiella pneumoniae
suslarinda geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerinin arastirimasi ve
tiplendirilmesi amaglanmistir. Kan kultirlerinden izole edilen 32 K.pneumoniae susunun
antibiyotik duyarliliklan belirlendikten sonra, cift disk sinerji testi ile 13 izolatta (%41) GSBL
varligi saptanmis, GSBL pozitif bulunan izolatlarin seftazidim, sefotaksim ve aztreonam
minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri E-test ile belirlenmistir. Suslardan beta-
laktamaz ekstraksiyonu yapilarak izoelektrik odaklama ydntemi ile enzimlerin tipleri
arastinlmigtir. GSBL pozitif olan suslardan birinde dért, birinde (g, altisinda iki adet bant
paterni gozlenirken, digerlerinde birer adet bant paterni belirlenmistir. GSBL pozitif 13
Ornek icin uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonuglarina gére; 10 drnekte
blag,, alti érnekte bla ., dort érnekte ise blag,, ve bla,,, genleri birlikte saptanmistir.
PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) yéntemiyle 10 SHV enziminin GSBL
tipinde oldugu gézlenmistir. Sonug olarak, kan kdlturlerinden izole edilen K.pneumoniae
suslarindan ekstrakte edilen GSBL enzimlerinin tiplendirildigi bu calismada, izoelektrik
noktalari, PCR ve RFLP sonuglan dikkate alindiginda, enzim tiplerinin SHV-2, SHV-5
ve SHV-12 olabilecegi distnilmustir. Bu bilgiler 1siginda hastane enfeksiyonlarindan
izole edilen K.pneumoniae suslarinin GSBL Uretebilecegi goz 6niine alinmall ve tedavi
protokolleri buna gére duzenlenmelidir.

Anahtar s6zclikler: Klebsiella pneumoniae, beta laktamaz, kan Kdltdrd.

ABSTRACT: The aim of this study was to investigate and type the extended
spectrum beta-lactamases (ESBL) in Klebsiella pneumoniae strains isolated from blood
cultures. Following the detection of antibiotic susceptibilities in 32 K.pneumoniae isolates,
ESBL were detected in 13 (41%) of them by using double disc synergy test. Minimum
inhibition concentrations for ceftazidime, cefotaxime, and aztreonam of ESBL positive
strains were determined by E-test. After the extraction of the enzymes, the types of ESBLs
were investigated by isoelectric focusing method. It was seen that, of all ESBL positive
strains, one strain had four bands, one had three bands, six strains had two bands,
and each of the others had only one beta-lactamase band. The results of polymerase
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chain reaction (PCR) revealed blag,, in ten samples, bla,,, in six samples, and blag,,
with bla.__ in four samples. Ten SHV enzymes were typed as ESBL by PCR-RFLP

TEM
(restriction fragment lenght polymorphism) method. The results of isoelectric focusing,

PCR and RFLP performed in these ESBL positive K.pneumoniae isolates showed that
the ESBL types could be SHV-2, SHV-5 and SHV-12 in the tested strains. It should
always be taken into consideration that K.pneumoniae isolates could produce ESBLs
and antibiotic treatment protocols should be adjusted in accordance.

Key words: Klebsiella pneumoniae, beta lactamase, blood culture.
GiRiS

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimleri, tim dinyada
yaygin olarak izole edilen beta-laktamazlarin en énemli grubunu olustururlar.
Plazmid kaynakl beta-laktamazlarin surekli buytyen bir kolu olan GSBL’ler
cogunlukla hastane kdkenli Enterobacteriaceae uyeleri tarafindan eksprese
edilirler. En sik Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli suslarinda olmak
Uzere diger Enterobacteriaceae Uyelerinde de saptanmaktadirlar'2. Bu enzimleri

kodlayan genlerin hareketli elementler Uzerinde yer almasi nozokomiyal
patojenler arasinda yayilimlarini kolaylastirmistir®#.

Ulkemizde yapilan calismalarda, klinik izolatlarda GSBL enzimlerinin yliksek
oranda saptandidi belirtilmistir®8. Son galismalara gére Turkiye, Avrupa Ulkeleri
icinde GSBL sikliginin en yiksek oldugu ilk tc¢ Ulke arasindadir®. GSBL'lerin,
tim dinyada hizla artmasi ve salginlara, tedavi basarisizligina ve mortalite
oranlarinin artmasina neden olmasi, dogru saptanmalar ve tiplendirilmelerini
gerekli kilmaktadir. Bu calismada, kan kulturlerinden izole edilen K.pneumoniae
suslarinda GSBL varliginin arastiriimasi ve saptanan GSBL enzimlerinin izoelektrik
odaklama (IEF), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve PCR-RFLP (restriction
fragment lenght polymorphism) yéntemleri ile tiplendiriimesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Cift disk sinerji testiyle GSBL varliginin saptanmasi: Kan kulttrlerinden izole
edilen 32 K.pneumoniae susunun disk diflzyon yéntemi ile antibiyotik duyarliliklar
belirlendikten sonra c¢ift disk sinerji testi (CDST) ile GSBL varligi arastiridi.
Besiyerine McFarland 0.5 bulanikliginda hazirlanan bakteri stispansiyonlarindan
yuzeyel ekim yapildi. Besiyerinin merkezine amoksisilin-klavulanik asit (AMC) diski,
cevresine de merkezden merkeze uzakligi 25 mm olacak sekilde aztreonam
(ATM), seftazidim (CAZ) ve sefotaksim (CTX) diskleri yerlestirildi. 35°C’de bir
gece inkUibasyonun ardindan CAZ, CTX ve ATM diskleri ¢evresindeki inhibisyon
zonunda AMC diskine dogru genisleme GSBL pozitifligi olarak degerlendirildi.

E-test yontemi ile antibiyotik duyarlihginin belirlenmesi: Bu amagcla
K.pneumoniae izolatlarinda CAZ, CTX ve ATM’nin minimum inhibisyon
konsantrasyon (MiK) degerleri arastirildi. Hazirlanan 108 CFU/mL bakteri
suspansiyonlarindan Mueller-Hinton (MH) agar besiyerine ytzeyel ekim yapildi
ve E-test seritleri besiyerine yerlestirildi. Bir gecelik inkibasyondan sonra
suslarin CAZ, CTX ve ATM MiK’leri degerlendirildi.
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Beta-laktamazlarin izoelektrik noktalarinin saptanmasi: Kanl agar besiyerinde
Ureyen bakteri kultarlerinden 3-4 koloni alinarak 10 mL MH buyyon besiyerine
ekildi, 35°C de 18 saat inklbe edildi. Bakteri slispansiyonlari oda isisinda 5000
devir/dk’da 10 dakika santrif(ij edildi ve Ust sivilar atildi. Gokeltilerin Gzerine 5
mL 0.1 M fosfat tampon soliisyonu (phosphate buffer solution-PBS; pH: 7.0)
eklenerek vortekslendi ve tekrar santrifiij edildi. Ust swvilar atilarak bu islem
iki kez tekrarlandi. Cokeltilerin Gzerine 0.5 mL PBS konarak vortekslendi,
elde edilen suspansiyonlar ependorf tuplerine alindi. Beta-laktamazlarin hdcre
disina cikarilmasi amaciyla bakteriler sonikatérde (ELMA, Transsonic Digital)
15 dk. sure ile parcalandi, bu sirada enzimlerin sicaktan etkilenmemesi icin
sUspansiyon buz iginde tutuldu. Elde edilen sonikatlar 4°C’de 10000 devir/dk’da
2 dk. santriftj edildi, beta-laktamazlarl iceren Ust sivilar ependorf tuplerine
alinarak, tipler -20°C’de saklandi.

Beta-laktamaz varliginin gésterilmesi: Bakterilerin sonikasyon islemi sonrasi
elde edilen Ust sivilarindan 5 pL alindi ve 5 pL nitrosefin solisyonu (Oxoid) ile
kanstirildi, rengin 2 dk’dan az bir sirede saridan pembe-kirmiziya dénisimu
beta-laktamaz varligi olarak degerlendirildi.

Izoelektrik odaklama yéntemi: Beta-laktamazlarin tiplendiriimesi IEF yéntemi
ile yapildi. Bu amacla amfolit (pH: 3-10, Sigma Chem. Co.) iceren poliakrilamid
jel dékuldikten sonra beta-laktamaz iceren bakteri sonikatlarindan 25 pL alind,
5 uL %50’lik gliserol ile karigtirildi, bu karisimlardan 20 pL jeldeki gukurlara
damlatildi. Her jele ayrica referans enzim olarak izoelektrik noktalari bilinen
TEM-1 (pl: 5.4), OXA-1 (pl: 7.4), SHV-1 (pl: 7.6) ve IEF standart belirtecinden
5’er uL damlatildi. Poliakrilamid jel IEF cihazinda (111 Mini IEFBio-Rad) Uretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda 1.5 saat yUritildd. Elektroforez iglemi bittikten
sonra beta-laktamaz bantlarini gérindr hale getirmek icin jelin Gzerine nitrosefin
cozeltisi damlatildi ve bagetle yayildi. Kirmizi bantlar olarak belirginlesen beta-
laktamaz bantlarinin anoda olan uzaklklari milimetrik kagida isaretlendi ve
fotograflan cekildi.

PCR ile bla,,, blag, ve bla, , beta-laktamaz genlerinin saptanmasi: DNA
eldesi icin bakterilerin bir gecelik kati besiyeri kulttrlerinden iki koloni alinarak
200 ul distile su icinde 95°C’de 10 dk. bekletildi. Santrifdj (12.000 xg, 2 dk, 4°C)
sonrasi sivi kisim toplandi. TEM, SHV ve CTX-M varlidi bilinen érnekler pozitif
kontrol olarak kullanildi.

TEM ve SHV PCR icin; dNTP’ler 100 uM, primerler 20 pmol, CTX-M
PCR igin; dNTP’ler 200 uM, primerler 30 pmol ve tim reaksiyonlar igin MgCl,
1.5 mM, Taq polimeraz 1.25 U, DNA miktar 5 pul ve toplam hacim 50 ul olacak
sekilde icerik hazirlandi. 94°C’de 5 dk. 6n denatlUrasyonu takiben 30’ar déngu
olacak sekilde; TEM PCR icin 94°C’de 1 dk. denatlirasyon, 55°C’de 1 dk.
birlesme, 72°C’de 1 dk. uzama, SHV PCR icin 94°C’de 30 saniye denatlrasyon,
68°C’de 30 sn. birlesme, 72°C’de 50 sn uzama, CTX-M PCR icin 94°C’de
50 sn. denaturasyon, 50°C’de 40 sn birlesme, 72°C’de 60 sn. uzama ve tim
reaksiyonlar icin 72°C’de 10 dk. son uzama kosullari uygulandi. Sonugclar,
agaroz jel elektroforezi-etidyum bromur yéntemi ile incelendi.
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Tablo I. PCR’da Kullanilan Primer Setleri'®'?

Primer Dizi Uriin Uzunlugu (baz cifti)
TEM-F 5’-gaagacgaaagggcctcgtg-3’

blay, TEM-R 5’-ggtctgacagttaccaatge-3’ 1074 bp
SHV-F 5’-cgcegggttattettatttgtcge-3’

blag,,  sHv-R 5’-tctttccgatgecgecgecagtea-3’ 1016 bp

*CTX-MU1 5’-atgtgcagyaccagtaargt-3’
cx  *CTX-MU2 5’-tgggtraartargtsaccaga-3’

* CTX-M PCR igin tim CTX gruplarini yakalayabilen ortak primer setleri.

bla 593-bp

SHV PCR drtinlerinin Nhel restriksiyon enzimi ile kesilmesi: Nhel enzimi
SHV tipi GSBL’lerin gogunlugunda, 238. aminoasit pozisyonunda Glisin—Serin
degisimine sebep olan G—A baz degisikligine dzgiidir. Ug tinite enzim, enzimin
kendi tamponu, 5 uL PCR Urdnu ve distile su, reaksiyon hacmi 30 uL olacak
sekilde karngtirildi. Karisim 2 saat 37°C’de bekletildikten sonra %1.5’lik agaroz
jelde yaratdldi. 770 ve 247 bp uzunlugunda iki bant izlenmesi, SHV-1’den
tirev alan SHV tipi GSBL varligi olarak degerlendirildi'".

BULGULAR

Kan kulturlerinden izole edilen 32 K.pneumoniae susunun 13’Gnde (%41) GSBL
varligi saptanmigtir. GSBL pozitif bulunan suslarin E-test ile belirlenen seftazidim,
sefotaksim ve aztreonam MIK degerleri Tablo I'de verilmistir. GSBL pozitif izolatlarin
birinde 4, birinde 3, altisinda 2 adet bant paterni gézlenirken, digerlerinde birer adet
bant paterni belirlenmistir. izoelektrik odaklamada en sik saptanan beta-laktamaz
bantlarinin pl 7.6 ve 8.2 oldugu gdézlenmistir (Tablo 11) (Sekil 1).

Tablo Il. GSBL saptanan K. pneumoniae suslarinin CAZ, CTX ve
ATM igin E-test ile belirlenen MIK degerleri, beta-laktamaz
enzimlerinin izoelektrik noktalar ve PCR sonugclari

MIK Degerleri (ug/mL) PCR
Sus No. CAZ CTX ATM IEF (pl) TEM CTX-M SHV Nhe I-res

1 6 0.5 6 54,68, 82 + - + +
2 64 16 64 8.3 - - + +
3 64 24 64 54,82 + - + +
4 64 12 96 7.6, 82 - - + +
5 16 3 256 7.6 - - + +
6 128 8 64 71,76, 84, 89 + - + +
7 32 >32 6 8.4, 89 - - -
8 16 12 64 8.4 + - + +
9 24 >32 12 8.2, 85 + - -
10 >256 >32 >256 85 + - -
11 1 16 24 85 - - + +
12 32 4 24 7.6, 8.0 - - + +
13 24 1 32 7.6, 8.1 - - + +

CAZ: Seftazidim, CTX: Sefotaksim, ATM: Aztreonam.
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Sekil 1. Baz izolatlarin beta-laktamaz enzimlerinin IEF paternleri.

GSBL pozitif 13 drnek icin uygulanan PCR sonuclarina gére; 10 érnekte
blag,,,, 6 ornekte bla,,,, 4 drnekte ise blag,, ve bla,.,, genleri birlikte saptanmigtir.
Orneklerin higbirinde bla., genine rastlanmamistir. SHV pozitif PCR Granlerinin
Nhel restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda, 10 SHV enziminin GSBL
tipinde oldugu gézlenmistir (Tablo II).

TARTISMA

GSBL enzimlerinin tim dunyada hizla artmasi ve ciddi klinik problemlere
neden olmalari, strekli arastirimalarini ve dogru tanimlanmalarini zorunlu
kilmaktadir. Bugline dek GSBL'ler en sik K.pneumoniae suslarinda saptanmis,
bunu E.coli suslan izlemistir. Ancak diger enterik bakteriler de bu enzimleri
sentezlemektedir'®. Ulkemizde yapilan calismalarda, GSBL'lerin yiiksek oranda
saptandigi gérilmektedir. Bu galismalarin sonuglar gesitlilik géstermekle birlikte,
GSBL uretiminin E.coli suslarinda %0-27, K.pneumoniae suslarinda ise %33-86
oraninda saptandigi bildirilmektedir>'417.

Geleneksel duyarlilik testlerindeki duyarlilik ve 6zgullik problemi nedeniyle
GSBL tanisinda ¢cok sayida 6zel yontem onerilmistir. Bunlar arasinda GDST
ve Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) sivi dilisyon doJrulama
testleri en kolay ve en ekonomik yontemler olarak kabul gérmektedir'®. Bizim
calismamizda, disk difizyon ve CLSI GSBL tarama yéntemlerini takiben GDST
ile GSBL varlig@i arastinimis ve GSBL pozitiflik kriterlerine uyan &érneklerden
13’0 CDST ile pozitif bulunmustur.

GSBL'lerin ilk belirlendigi dénemlerde izoelektrik noktanin tespit edilmesi
var olan GSBL'leri gdstermek icin yeterli olsa da, ginimuzde bu enzimlerin
sayilarinin artmasi ve cogunun 6zdes izoelektrik noktasina sahip olmasi nedeniyle
bu testin yaran azalmistir'®. Galismamizin IEF bulgular, PCR sonugclari 1siginda
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anlamlilik kazanmis olup, SHV-PCR pozitif érneklerde GSBL tipi SHV enzimleri
ile uyumlu bantlar gézlenmistir (Tablo Il). TEM-PCR pozitif alti 6rnekten ikisinde
TEM ile uyumlu bant gézlenirken, digerlerinde uyumlu bantlar gérilmemesi,
enzimin saptanacak dizeyde eksprese olmadigi seklinde yorumlanmistir
(Tablo 11). PCR sonuglarina gore 6, 9 ve 10 no’lu érneklerde CTX-M ve SHV
negatif bulunmasi ve izoelektrik noktalarinin 8’in Gzerinde olmasi bagka tip
GSBL’lerin varhi@ini distindirmusttr. Bunun yaninda bu érnekler icin testler bir
cok kez tekrar edilmis olsa da PCR testlerinde bu izolatlara 6zgl bir inhibisyon
olasiigi vardir ve buna bagh olarak bir yalanci negatiflik s6z konusu olabilir.

Gunumuzde beta-laktamaz gruplarini veya tiplerini belirlemek icin molekuler
testler mutlaka gereklidir'”23. Bunlar arasinda PCR ve PCR tabanl tiplendirme
yéntemleri en sik kullanilanlardir. Bu calismada, enzime 6zgul PCR testlerine
ek olarak, CTX enzimlerini gruplandirmak ve GSBL tipi SHV enzimlerini
belirlemek icin PCR-RFLP y6nteminin kullaniimasi planlanmig, ancak CTX-PCR
sonuglar negatif oldugundan sadece SHV pozitif 6rnekler icin RFLP yodntemi
uygulanmistir. PCR sonuglarina gére SHV pozitif 10 6érnegin tamaminin Nhel
restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi GSBL 6zelliginde oldugu saptanmigtir. SHV
tipi GSBL’lerin Turkiye dahil tim dinyada &zellikle K.pneumoniae suslarinda
yaygin oldugu bilinmektedir. En yaygin enzim tipi ise SHV-2’dir. SHV-2 yaninda
Ulkemizde SHV-5 ve SHV-12’nin de var oldugu yapilan molekuler ¢alismalarla
gbsterilmistir®*®, Sonug¢ olarak, kan kulttrlerinden izole edilen K. pneumoniae
suglarindan ekstrakte edilen GSBL enzimlerinin tiplendirildigi bu calismada,
izoelektrik noktalari, PCR ve RFLP sonuclar dikkate alindiginda, enzim tiplerinin
SHV-2, SHV-5 ve SHV-12 olabilecegi dustunulmustar. Bu bilgiler 1siginda hastane
enfeksiyonlarindan izole edilen K.pneumoniae suslarinin GSBL Uretebilecegi
g6z 6nlune alinmal ve tedavi protokolleri buna gére dizenlenmelidir.
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