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CTX-M-3 Tipi Beta-Laktamaz Ureten
C3 Grubu Salmonella Susu

C3 Group Salmonella Strain Producing
CTX-M-3 Type Beta-Lactamase: Case Report

OZET Salmonella enfeksiyonlar1 diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi problemi olugturmakta-
dir. Enfeksiyoz ishaller 6zellikle gelismekte olan tilkelerde bes yasin altindaki ¢ocuklarda yiiksek
morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Bu ¢aligmada kanli ishalle gelen bir hastanin digki 6r-
neginden izole edilen ve CTX-M-3 tipi beta-laktamaz iireten C3 grubu Salmonella susu arastiril-
mustir. Susun antibiyotik duyarhilik testi disk diftizyon yontemi ile yapilmis, genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) tiretimi ¢ift disk sinerji testi ile saptanmigtir. CTX-M tipi beta-laktamazin
varlig1 spesifik primerler kullanilarak arastirilmistir. CTX-3 pozitif olarak belirlenen sus ampisilin,
amoksisilin-klavulanik asit, sefotaksim, seftriakson, sefepim ve ko-trimoksazole direncli, imipe-
nem, meropenem, kloramfenikol ve siprofloksasine duyarli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: ila¢ direnci,bakteriyel; beta-laktamaz CTX-M-3

ABSTRACT Salmonella infections constitute a significant public health problem worldwide. In-
fectious diarrheas cause high morbidity and mortality in children under 5 years of age especially in
the developing countries. In this study, a C3 group Salmonella strain producing CTX-M-3 type
beta-lactamase isolated from the stool sample of a patient presented with hemorrhagic diarrhea was
investigated. Antibiotic susceptibility test was performed using disc diffusion method and extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) production was determined using a double-disc synergy test. The
presence of CTX-M type beta-lactamase gene was investigated through amplification using specific
primers. The CTX-M-3 type beta-lactamase-positive strain was resistant to ampicillin, amoxicillin-
clavulanic acid, cefotaxime, ceftriaxone, cefepime, co-trimoxazole, and suscebtiple to imipenem,
meropenem, chloramphenicol and ciprofloxacin.
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almonella enfeksiyonlar: tiim diinyada salginlara neden olabilmekte-

dir. Enfeksiy6z ishaller 6zellikle gelismekte olan iilkelerde bes yasin

altindaki ¢ocuklarda yiitksek morbidite ve mortaliteyle seyretmekte,
iki yagin altinda olanlarda bu oranin bes kat daha fazla oldugu bildirilmek-
tedir. Ulkemizde de % 2-11 izolasyon orani ile 6nemli bir halk saglig1 prob-
lemi olusturmaktadir.! Bilindigi gibi Salmonella enfeksiyonlarinin
tedavisinde 6nceki yillarda ampisilin, ko-trimoksazol ve kloramfenikol sik-
likla kullanilmigtir. Ancak son yillarda genislemis spektrumlu beta-lakta-
maz (GSBL) tireterek ¢oklu antibiyotik direnci gosteren Salmonella suslar1
da bildirilmekte, 6zellikle sik kullanilan antibiyotiklere kars1 gelisen direng
nedeni ile tedavide giigliikler yagsanabilmektedir.?
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Calismamizda kanli ishalle gelen bir hastanin
digsk: 6rneginden izole edilen, CTX-M-3 tipi beta-
laktamaz iireten Salmonella susu bildirilmistir. Ul-
kemizde daha Once yapilmis caligmalarda bazi
Salmonella serovarlarinin CTX-M-3 tipi beta-lak-
tamaz {iirettigi gosterilmis olmakla birlikte, C3
grubu, Salmonella susunda ilk kez bildirilmistir.

IOLGU SUNUMU

Susun izolasyonu: On dort aylik hasta 23 Mart
2008 tarihinde kanl ishalle Istanbul Tip Fakiiltesi
Cocuk Hastaliklar1 Acil Poliklinigine bagvurmus-
tur. Hastanin genel fizik muayene ve laboratuar in-
celemelerinde patolojik bulgulara rastlanmamis ve
altta yatan bir hastaligi saptanmamistir. Digk: 61-
negi metilen mavisi boyamasi ile incelenen ve po-
limorf niiveli 16kosit goriilen hastaya 15 mg/kg/giin
metronidazol baglanmis, tedaviye bir hafta devam
edilmek {izere taburcu edilmistir. Antibiyotik te-
davisi 6ncesi alinan digki 6rneginin 23-28 Mart
2008 tarihlerinde laboratuarimizda kiiltiirti yapil-
mis, C3 grubu Salmonella ve Campylobacter jejuni
izole edilmistir.

Susun identifikasyonu: Disk: 6rnegi selenit F,
Gram negatif buyyonu, kanli agar, McConkey agar,
Hektoen enterik agar ve Campylobacter selektif
(Butzler) besiyerlerine ekilmis, uygun ortam ko-
sullarinda 35-37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Ekilen besiyerlerinde iireyen ve biyokimyasal ola-
rak Salmonella cinsinin 6zelliklerini gosteren bak-
terinin spesifik polivalan ve monovalan bagisik
serumlar (BioRad) kullanilarak lam aglutinasyonu
ile serogrubu O: 8 (C3) olarak belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi: izole edilen Sal-
monella susunun ti¢tincli ve dérdiincii kusak sefo-
losporinlere direngli oldugu goriilmiis; bunun
iizerine sus, genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) tiretimi agisindan incelemeye alinmigtir.
Susun ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, se-
furoksim, seftriakson, sefepim, ko-trimoksazol,
imipenem, meropenem, kloramfenikol ve siprof-
loksasin i¢in antibiyotik duyarliligi Clinical Labo-
ratory Standards Institute (CLSI)'nin oOnerileri
dogrultusunda disk difiizyon yontemi kullanilarak
arastirilmig, fenotipik olarak GSBL iretimi ¢ift disk
sinerji testi ile aragtirllmigtir.?
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Genomik DNA’nin ektraksiyonu: Bakteri ko-
lonisi 1,5 mL santriftjj tiiplerinde siispanse edildik-
ten sonra, 12 000 g’de cevrilerek bakteri peleti elde
edilmistir. Pelet 750 mL TE tamponu (10 mM Tris
HCI, pH 8, 0,1 mM EDTA) ile yikanmisg, ardindan
500 ml TE tamponu i¢inde 20 dakika kaynatilmis,
sonrasinda santrifiij edilmis ve st kisimda kalan
sivi DNA amplifikasyonunda kullanilmak tizere
-20°C’de saklanmigtir.

DNA amplifikasyonu: TEM (5'-ATA-
AAATTCTTGAAGACGAA-3’, 5-ATATGAG-
TAAGCTTGGTCTGACAG-3’), SHV (5’-CCTC-
ACTCAAGGATGTATTGTG-3’, 5-TTAGCGTT-
GCCAGTGYTCG-3) ve CTX-M (5-ATGTGCAG-
YACCAGTAARGT-3, 5-TGGGTRAARTARG-
TSACCAGA-3’) tipi beta-laktamazlara ait genlerin
varligi, bu bolgelere 6zgiil primerler kullanilarak
aragtinilmistir. Amplifikasyon programi, 1 dongii
95°C ve 10 dakikalik denatiirasyonunun ardindan
35 dongii 95°C’de 1 dakika denatiirasyonu, 55°C’de
1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakika pri-
mer uzamasl, son olarak da 1 déngiti 72°C’de 10 da-
kika primer uzamasi olarak planlanmigtir.*

Polimaraz zincir reaksiyonu (PCR) iiriiniiniin
goriintillenmesi: 10 mL amplifikasyon tiriini yak-
lagtk 2 mL yiikleme tamponu ile karigtirilmis,
1xTAE tamponu i¢inde etidyum bromiir ile boyan-
mis %1,5lik agaroz jelde, 90 V’da 45 dakika yiirii-
tilmigtir. Elektroforez islemi sonrasinda jel,
transilluminator {izerine alinarak UV 15181 (304 nm)
altinda goriintiillenmistir (Resim 1).

Sekanslama: Elde edilen amplifikasyon tiriini
sekanslanmig (flontek, ABI PRISM 310 Genetik

RESIM 1: CTX-M gen bdlgesi i¢in yapilan polimeraz zincir reaksiyonunun jel
elektroforez gériintist.
1: izole edilen sus, N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol, MM: Molekuler marker (®174).
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Analizor), gen dizisi internet {izerinde bulunan ya-
zilim (www.ncbi.nlm.nih.gov) aracilig: ile ince-
lenmistir.

I TARTISMA

Ulkemizde sik izole edilen Salmonella serovarlari
S. serovar Enteritidis, S. serovar Typhimurium, S.
serovar Paratypi B, S. serovar Typhi olarak bilin-
mektedir. Bugiine kadar yapilmis ve genellikle C1
ve C2 gruplarinin 6n plana ¢iktig1 ¢alismalarda, C
grubu Salmonella izolasyon oraninin %1-8,5 ara-
sinda degistigi goriilmektedir. C3 grubu Salmo-
nella’lar ise daha nadir olarak bildirilmektedir.
Diinyada C grubu Salmonella’lar arasinda en stk
S. serovar Choleraesuis izole edilmekte, bu Sal-
monella serovar1 Oliime kadar gidebilen ciddi
komplikasyonlara neden olabilmektedir.>” 1997-
2002, 2003-2005, 2006-2007 yillar1 arasinda hasta-
nemizde yapilmis ii¢ ayri calismada C grubu
Salmonella sirastyla %6,6 (n: 45), %8 (n: 88) ve %11
(n: 65) oranlarinda izole edilmis, yillar i¢cinde izo-
lasyon oranimin artti$1 gorilmistir.®?

CTX-M tipi beta-laktamazlar Bush-Jacoby-
Medeiros fonksiyonel siniflamasinin 2be grubunda
yer almaktadir. Bu tip beta-laktamazlar, sefotak-
simi seftazidime gore daha iyi hidrolize edebilen,
bu nedenle “sefotaksimaz” olarak da isimlendirilen
enzimlerdir. Ik olarak 1989 yilinda Almanya’da bir
Escherichia coli susunda bildirilmistir. Ayrica 1990
yilinda benzer 6zellikleri gosteren bir enzim Fran-
sa’da E. coli ve Arjantin’de Salmonella Typhimu-
rium susunda saptanmistir.® Giintimiizde CTX-M
tipi GSBL’lerin say1 olarak 60’1n tizerine ¢iktig: bi-
linmektedir.''> Son yillarda yapilan aragtirmalara
bakildiginda diinyanin farkl bolgelerinde izole edi-
len Salmonella cinsi bakterilerde farkl tipte ve de-
gisen oranlarda GSBL’lerin identifiye edildigi
gortilmektedir (Avrupa: CTX-M-3, CTX-M-5,
CTX-M-9, SHV-5, SHV-12; Kuzey Amerika: SHV-
2a; Afrika: TEM-3, TEM-63, TEM-131; Asya-Pasi-
fik ilkeleri: SHV-9, TEM-52).13

Salmonella suglarindaki GSBL oraninin tilke-
mizde %] civarinda oldugu ve en sik S. serovar

Typhimurium’da rastlandig1 bildirilmektedir.” On-
ceki yillarda yapilmis bazi ¢alismalarda Salmonella
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cinsi bakterilerde TEM, PER-1, SHV-2, SHV-2a,
SHV-9 ve SHV-12 tipi GSBL’lerin varlig: gosteril-
migtir.>!#16 Bahar ve ark. CTX-M-3 beta-laktama-
zin1 2002 yilinda izole edilen ¢oklu direngli bir S.
serovar Virchow susunda ilk kez saptamiglardir.’
Avsaroglu ve ark. kinolon ve ampisilin diren¢ me-
kanizmalarini arastirdiklar1 besin kaynakh dokuz S.
serovar Virchow susunun dordiintin CTX-M-3 tipi
beta-laktamaz tirettigini belirlemiglerdir.' Yine ¢ok
yakin zamanda (Ocak 2008) hastanemizde yatan,
biilloz pemfigoid tanisi ile takip edilen 75 yasindaki
immunsiiprese bir kadin hastanin idrar 6rneginden
izole edilen ve CTX-M-1 grubu beta-laktamaz iire-
ten S. Virchow susu bildirilmistir.!” Calismamizda
ise kanh ishalle gelen bir hastanin digki 6rneginden
C3 grubu Salmonella susu izole edilmistir. Salmo-
nella susunun 6zellikle ticiincii kusak sefolosporin-
lere direncli olmas: GSBL iiretimini diigiindtirmiis,
cift-disk sinerji testi ile GSBL varlig: fenotipik ola-
rak gosterilmistir. PCR yontemiyle hangi tip GSBL
oldugu aragtirilmisg, susun gen dizi analizi sonucu
CTX-M-3 tipi beta-laktamaz olusturdugu belirlen-
mistir. Aragtirabildigimiz kadariyla CTX-M-3 tipi
beta-laktamaz tireten C3 grubu Salmonella susu il-
kemizden ilk kez bildirilmistir.

1980’lerde tifo-dis1 Salmonella suslar1 antibi-
yotiklere olduk¢a duyarl mikroorganizmalar olma-
sina ragmen, son yillarda ampisilin, kloramfenikol
ve ko-trimoksazol gibi ge¢cmiste daha sik kullanilan
antibiyotiklere artan oranda direng gelistigi goriil-
mektedir.? Ulkemizde Salmonella cinsi bakterilerde
ampisiline %14-53, ko-trimoksazole %3-31,3, sefo-
taksime %0-4 ve nalidiksik asite %0-16 oraninda di-
reng bildirilmektedir.>’® Salmonella suglarinin sik
rastlanmayan gruplarinin antibiyotik duyarhiliklar
ile ilgili yapilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bununla birlikte C grubu Salmonella suslarinin an-
tibiyotik direng profillerini irdeleyen ¢aligmalarda,
klinikte siklikla kullanilan antibiyotiklere kars: ol-
dukga yiiksek ve ¢oklu antibiyotik direng oranlar
dikkat ¢ekmektedir. Dolayistyla bu gruplara ait an-
tibiyotik diren¢ oranlarinin saptanmasi ozellikle
ciddi infeksiyonlarin tedavisinde hayat kurtarici
olabilmektedir. Erdem ve ark.nin yaptiklar: bir ¢a-
lismada, 53 C grubu Salmonella susu incelenmis,
grup C1 ve C2 olmak iizere bu suglarin sirasiyla am-
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pisiline %26 ve %60, amoksisilin-klavulanik asite
%11 ve %40, kloramfenikole %16 ve %27, tetrasik-
line %3 ve %40 oraninda direngli, siprofloksasine
%061 ve %20 oraninda azalmis duyarlilik gosterdik-
leri belirlenmigtir.® Coklu antibiyotik direnci grup
C1 izolatlarda gozlenmezken, grup C2 izolatlarda
%13 oraninda saptanmigtir. Calismamizda incele-
nen C3 grubu Salmonella susunun ampisilin, amok-
sisilin-klavulanik asit, sefuroksim, seftriakson,
sefepim ve ko-trimoksazole direncli; imipenem,
meropenem, kloramfenikol ve siprofloksasine ise
duyarh oldugu saptamistir.

Enfeksiy6z ishallerin 6nemli bir kism1 anti-
mikrobiyal tedaviye gerek kalmadan iyilesebil-
mekle birlikte dizanterik formdaki ishallerde,
immiin sistem baskilanmasi ya da altta yatan bir

hastaligin bulundugu durumlarda antibiyotik te-
davisi gerekebilmektedir. Giiniimiize Salmonella
infeksiyonlarinin ampirik tedavisinde sefriakson
kullanilabilirken, son yillarda plazmid kaynakl
GSBL tireten Salmonella suglarinin bildirilmesi,
ileriki yillarda karbapenem digindaki beta-laktam
antibiyotiklerin kullaniminin sinirlanacagini gos-
termektedir. Ayrica tasinan bu plazmidler iize-
rinde bir¢ok antibiyotik direng geninin birlikte
tasinmast, siprofloksasin gibi farkli gruptan anti-
biyotikleri de etkileyebilmekte, coklu antibiyotik
direncinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmekte-
dir.’®" Bu sebeple tilkemizde de bakteriyel barsak
patojenleri icinde 6nemli bir yeri olan Salmonella
suslarinin GSBL {iretimi ve antibiyotik duyarlilik-
larinin takip edilmesi 6nem tasimaktadar.

Ongen B. [Causative agenst of diarrhea in
Turkey]. ANKEM Derg 2006;20(Ek 2):122-34.

I KAYNAKLAR

ties (Summary)]. ANKEM Derg 2008;22(Ek
1):38.

in Salmonella enterica serovar Virchow isolated
from Turkish food of avian origin. J Antimicrob
Chemother 2007;60(5):1146-50.

Hohmann EL. Nontyphoidal salmonellosis. Clin 9. Ongen B, Nazik H, Kaya |, Ozkan E. [Salmo-
Infect Dis 2001;32(2):263-9. nella and Shigella strains isotaled from stool ~ 15. Bahar G, Mert A, Catania MR, Koncan R, Ben-
Clinical and Laboratory Standarts Institute samples in 2003-2005: and their antibiotic sus- venuti C, Mazzariol A. A strain of Salmonella
(CLSI). Performance Standards for Antimicro- ceptibilities: 3-year evaulation of the results enter?ca serovar Virchow isolated in Turkey and
bial Susceptibility Testing: Fifteen Informational (Summary)]. ANKEM Derg 2006;20(Ek 1):15. carrying a CTX-M-3 extended-spectrum beta-
Supplement. CLSI document M100-515. Penn- ~ 10. Walther-Rasmussen J, Hoiby N. Cefotaxi- lactamase. J Chemother 2006;18(3):307-10.
sylvania, USA: Clinical and Laboratory Stan- mases (CTX-M-ases), an expanding family of ~ 16. Vahaboglu H, Dodanli S, Eroglu C, Ozturk R,
dards Institute WVR. 2005. p.1-172. extended-spectrum beta-lactamases. Can J Mi- Soyletir G, Yildirim I, et al. Characterization of
Nazik H, ilktag M, Ongen B. Prevalence of crobiol 2004;50(3):137-65. mulItiplg-antibigtic-resistant Sallmon.ella ty-
anrA, qnrB, qnrS and aac(B)-lb-cr (in qnr-pos- 11 Gonullu N, Aktas Z, Kayacan CB, Salcioglu M, phimurium stains: molecular epidemiology of
itive isoalates) among the ESBL-positive and/or Carattoli A, Yong DE, et al. Dissemination of PER-1-producing isolates and evidence for
ciprofloxacin-resistant isolates in Turkey. J CTX-M-15 beta-lactamase genes carried on Inc g?so&gmlz! TIasmI,d exchange by a clone. J
Chemother 2009;21(2):219-21. Fl and FIl plasmids among clinical isolates of 1 Akln Izcrg 10 l?6k34(1|2)|.52kg42-2p 5 ;
. . . Escherichia coli in a university hospital in Is- 7. Aktas Z, Oztlirk S, Kaya |, Ekinci AP, Ongen B,
Budak F, Gir D, .D.unldar V,’ Glay Z. [The tanbul,  Turkey. J  Clin  Microbiol Kayacan GB, et al. [CTX-M type beta lacta-
fre;/aljence tOf agtl?loltlct reS|stalnc<Sa land eIT- 2008;46(3):1110-2. mase producing Salmonella Virchow stain iso-
i e A ST 1 P, i i O o, 440 s g o) 25
. . The continuing challenge of ESBLS. Curr Opin / ntimikrobik Kemoterapi Giinleri Ozet Kitab.
Erdem B, Ercis S, Hascelik G, Gur D, Aysev Pharmacol 2007:7(5):459-69. Istanbul: Ttrk Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayini,
AD. Antimicrobial resistance of Salmonella en- 13, Biedenbach DJ. Toleman M. Walsh TR Jones No: 57; 2008. p.241.
?Jlrizar%%g_;ggl;sl :;o‘ljat::t:rr;)ir:r:s T\Zr;;z RN. Analysis of Saimonella spp. with resistance 18- S?V'nion . EGramgeg?tlve _rlf)ds r?'?tegt‘.’.‘"t.h
2005:26(1):33-7. to extended-spectrum cephalosporins and flu- igestive system]. Ozgiiven T, eviri editord.
’ oroquinolones isolated in North America and Tibbi Mikrobiyoloji ve Immiinoloji. 9. Baski.
Giilay Z. [Antibiotic resistance in gram negative Latin America: report from the SENTRY An- Ankara: Giines Tip Kitabevleri; 2008. p.133-51.
bacilli in Turkey: 2003-2004 profile]. ANKEM timicrobial Surveillance Program (1997-2004).  19. Velge P, Cloeckaert A, Barrow P. Emergence
Derg 2005;19(Ek 2):66-77. Diagn Microbiol Infect Dis 2006;54(1):13-21. of Saimonella epidemics: the problems related
Kaya I, ilktag M, Ongen B. [Salmonella and 14, Avsaroglu MD, Helmuth R, Junker E, Hertwig to Salmonella enterica serotype enteritidis and

Shigella strains isotaled from stool samples
in 2006-2007 and their antibiotic susceptibili-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2013;33(2)

S, Schroeter A, Akcelik M, et al. Plasmid-medi-
ated quinolone resistance conferred by qnrS1

multiple antibiotic resistance in other major
serotypes. Vet Res 2005;36(3):267-88.

563



