Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2007) 37 (2) : 76-84
© 1993 Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti | Turkish Microbiological Society
ISSN 0258-2171

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
uireten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca
kokenlerinde enzim tiplerinin izoelektrik odaklama
yontemi ile belirlenmesi

Determination of the enzyme types in extended spectrum
beta-lactamase (ESBL) producing Klebsiella pneumoniae
and Klebsiella oxytoca strains by isoelectric focusing

Ozlem Eroglu, Fiisun Begendik Comert, Canan Kiilah, Elif Aktas

Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Zonguldak

fletisim / Correspondence: Ozlem Eroglu Adres / Address: Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Kozlu/Zonguldak Tel: 0372 261 01 69/2505 Fax: 0372 261 01 55 E-mail: dreroglu@hotmail.com

OZET

Bu ¢alismada hastanemizde Ocak 2002-Aralik 2004 tarihleri arasinda izole edilen GSBL iireten 56 Klebsiella susunda beta-
laktamaz tiplerinin izoelektrik odaklama yontemi ile belirlenmesi amaclanmigtir. Incelenen bakterilerin cogunda (%62.5) izo-
elektrik odaklama yéntemi ile birden fazla enzim varlig1 gozlenmigstir. Her iki Klebsiella tiiriinden elde edilen enzimler icin en
stk belirlenen izoelektrik noktalar (pl) 7.6, 7.2, 8.4 olmustur. Bunu sirasiyla pl 8.6, 8.2,5.6,7.0,7.8,8.0,54,8.3,8.8, 9.0,
5.9 ve 6.8 izlemistir. Kokenlerde belirlenen izoelektrik noktalara gére ongériilen SHV enzim tipleri, SHV-3 ve benzeri (pl
7.0), SHV-4 ve benzeri (pl 7.8), CTX-M enzim grubundan ise CTX-M-15 (pl 8.6), CTX-M-20 (pl 8.3) ve CTX-M-5 (pl 8.8) ol-
mustur. Kokenlerimizde TEM grubu enzimleriyle uyumlu olarak pl 5.4, 5.6 ve 5.9 izoelektrik noktalari belirlenmistir. Deger-
lendirilen kokenlerde SHV ve CTX-M enzimlerinin daha sik oldugu sonucuna varilnugtir.

Anahtar kelimeler: GSBL, K. pneumoniae, K.oxytoca, izoelektrik odaklama
SUMMARY

The aim of this study was to determine the types of beta-lactamases by isoelectric focusing in the 56 ESBL producing
Klebsiella strains isolated in our hospital between January 2002-December 2004. The presence of more than one enzyme
(62.5%) was observed by isoelectric focusing in the majority of the analysed bacteria. The most commonly designated pl
points for the enzymes obtained from both Klebsiella species were 7.6, 7.2 and 8 4. Consecutive pl points were 8.6, 8.2, 5.6,
7.0,7.8,8.0,54,83,8.8,9.0,59 and 6.8 in order of frequency. With regard to the isoelectric points determined in the strains,
the anticipated SHV enzyme types were SHV-3, SHV-3-like enzymes (pl 7.0), SHV-4, SHV-4-like enzymes (pl 7.8) and the
CTX-M type enzymes were CTX-M-15 (pl 8.6), CTX-M-20 (pl 8.3) and CTX-M-5 (pl 8.8). The isoelectric points 5.4, 5.6 and
5.9 were determined with concordance to the TEM group enzymes. It is concluded that SHV and CTX-M enzymes were the

most common enzymes among the bacteria analysed.
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GIRIS olusturmaktadir. Bu enzimler sefamisinler hari¢

. o e . tiim sefalosporinleri, penisilinleri ve aztreonami
Gram negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotik- p p
. . B . . inaktive eden enzimlerdir (1). GSBL'lar en sik
lere karst direncinde en 6nemli mekanizma, be-

. o . . . . Klebsiella tiirlerinden izole edilmektedir.
ta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi-

dir. Beta-laktamazlar i¢inde en genis grubu 'Ge-

nigletilmis spekturumlu beta-laktamazlar (GSBL)
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Klebsiella tiirleri dogada cansiz ortamlarda ve in-

san normal florasinda olduk¢a yaygin olarak bu-



Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kékenlerinde enzim tiplerinin izo-

elektrik odaklama yontemi ile belirlenmesi

lunmaktadirlar. Saglikli kigilerin derisinde, iist so-
lunum yollarinda ve kolonda kommensal olarak
yer almaktadirlar (2). Hastanelerde yatan hasta-
larda kolonizasyon orami hizla artmaktadir (3).
Kolonizasyon hastanede kalma siiresi, antibiyotik
kullanimi, invaziv girisimlerin ve abdominal cer-
rahinin uygulanmas: ile iligkili bulunmugtur (1).
Insanlardan en sik izole edilen tiirler olan
K. pneumoniae ve K. oxytoca lober pnomoni, id-
rar yolu infeksiyonu, safra kesesi infeksiyonu,
cerrahi alan infeksiyonu, bakteriyemi, cesitli or-
gan apseleri gibi infeksiyonlarda etken olarak bil-
dirilmektedir (3).

GSBL iireten kokenler tiim diinyada ve iilkemiz-
de yaygindir. Merkezlere gore degismekle birlik-
te K. pneumoniae kokenlerinin  %33-74'liniin
GSBL iirettigi gosterilmigtir (4). GSBL {ireten
bakterilerde enzim tipleri yeryliziiniin cografi bol-
gelerine, ayn1 cografi bolgelerde ise degisik mer-
kezlere gore farkliliklar gostermektedir. TEM-10
ve TEM-26 ABD'de, TEM-3 Fransa'da, SHV-5
Yunanistan'da siktir. SHV-2 ise Tiirkiye dahil
tiim diinyada yaygindir (1,5). Bu nedenle enzim
tiplerinin belirlenmesi epidemiyolojik 6nem tagi-
maktadir. Ulkemizde GSBL oranlarimin yiiksekli-
gine ragmen enzim tiplemesine yonelik calisma-
larin sayis1 olduk¢a azdir.

[zoelektrik odaklama (IEO), proteinlerin bir pH
gradientinde izoelektrik noktalarma gore ayrilma-
st prensibine dayanmaktadir. Bu yontem beta-lak-
tamazlarin ayrilmasinda ilk kez Matthew ve ark.
(6) tarafindan kullanilmistir. Bu yontem ile en-
zim tiplerinin 0zgiil izoelektrik noktalar1 belirle-
nebilmekte, sonuglar antibiyotik duyarlilik profil-
leri ile birlikte yorumlanarak enzimlerin hangi
gruba dahil olduklar1 tahmin edilebilmektedir (7).
TEM enzimlerinin izoelektrik noktalart (pI) 5.5-
6.5 arasinda yer alirken, SHV ve CTX-M enzim-
leri swrastyla 7.0-8.6 ve 7.4-9.0 arasinda yer al-
maktadir (1, 8, 9).

Bu calismada Zonguldak Karaelmas Universitesi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda, 2002-2004 yillar1 arasinda cesitli

orneklerden izole edilen ve GSBL iireten 56
Klebsiella tiiriinde beta-laktamaz tiplerinin izo-
elektrik odaklama yontemi ile belirlenmesi amac-

lanmugtr.
GEREC VE YONTEM

Kokenlerin tanimlanmasi ve ozellikleri. Ocak
2002-Aralik 2004 tarihleri arasinda izole edilen
ve GSBL iireten 56 Klebsiella spp. kokeni arag-
tirllmigtir. Kokenler geleneksel yontemlerle tiplen-
dirilerek, caligma giinline kadar Skim Milk besi-
yeri (Oxoid) icinde -70°C'de saklanmistir (2).

Kirby-Bauer disk diffiizyon yontemi. Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) Oneri-
leri dogrultusunda yapilmigtir. Kontrol kokeni
olarak Escherichia coli ATCC 29212 ve Staph-
ylococcus aureus ATCC 29213 kullanilmigtir.Sef-
podoksim zonu <22 mm, seftazidim zonu <22
mm, aztreonam zonu <27 mm, sefotaksim zonu
<27 mm, seftriakson zonu <25 mm olan koken-
ler GSBL iiretimi yoniinden siipheli kokenler ola-
rak degerlendirilmistir (10).

Agar diliisyon yontemi. Tiim kokenlerin sefotak-
sim, sefoperazon, seftriakson ve aztreonam igin
minimal inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) agar
diliisyon yontemi ile belirlenmistir. Kontrol koke-
ni olarak E. coli ATCC 29212 ve S. aureus
ATCC 29213 kullanilmastir (11).

GSBL dogrulama testleri. GSBL varliginin gos-
terilebilmesi i¢in enzim aktivitesinin klavulanik
asitle inhibisyon oOzelligine dayanan ti¢ farkli
yontem kullanilmugtir.

Cift disk sinerji yontemi. McFarland 0.5 bulanik-
ligina esdeger hazirlanan bakteri siispansiyonu 4
mm kalinligindaki Mueller Hinton agar yiizeyine
ekilmigtir. Amoksisilin-klavulanik asit (30pg) dis-
kinin etrafina merkezden merkeze uzaklik 25 mm
olacak sekilde aztreonam (30ug) (Oxoid), seftri-
akson (30ug) (Oxoid), seftazidim (30ug) (Oxoid),
ve sefotaksim (30ug) (Oxoid) diskleri yerlestiril-
migtir. Plaklar bir gece 35°C'de inkiibe edilmig-
tir. Antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlari-
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nin amoksisilin-klavulanik asit yoniinde genisle-
me gostermesi veya diskler arasindaki bolgede
bir inhibisyon alaninin gozlenmesi GSBL pozitif
olarak kabul edilmigtir (12).

Kombine disk yontemi. McFarland 0.5 bulanikli-
gina esdeger hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 4
mm kalinligindaki Mueller Hinton agar yiizeyine
ekilmigtir. Seftazidim (30ug), seftazidim-klavula-
nik asit (30/10pug) (Oxoid), sefotaksim (30ug)
(Oxo0id), sefotaksim-klavulanik asit (30/10ug)
(Oxoid), sefpodoksim (10xg) (Oxoid), sefpodok-
sim-klavulanik asit (30/10ug) (Oxoid) diskleri
yerlestirilmistir. Plaklar bir gece 35°C'de inkiibe
edilmigtir. Seftazidim, sefotaksim ve sefpodoksim
inhibisyon zon ¢aplarinin klavulanik asit ile kom-
bine disklerin inhibisyon zon caplarindan <5 mm
olmast GSBL pozitif olarak kabul edilmistir (13).

Etest yontemi. Seftazidim-seftazidim/klavulanik
asit ve sefotaksim-sefotaksim/klavulanik asit kul-
lanilmistir. Uretici firmanin onerileri dogrultusun-
da kombinasyon MIK degerlerinde iic kat ve
iizeri diisiis saptanmasi GSBL pozitif olarak ka-
bul edilmigtir (14).

Beta-laktamaz enzimlerinin elde edilmesi. Kanl
agara pasajlanarak canlandirilan bakteriler 10 ml
trypticase soya brota (Acumedia) pasajlanarak
37°C'de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Bak-
teri silispansiyonu 4000 rpm'de 10 dakika santri-
flijlenerek coktiiriilmiistiir. Siipernatanlar dokiil-
diikten sonra cokelti iizerine 2 ml PBS (pH:7)
tampon eklenerek karistirilmigtir.  Siispansiyon
4000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenerek iki kez
yikanmistir. Cokelti lizerine 2 ml PBS (pH:7)
tampon eklenerek restispande edilmistir. Siispan-
siyon 20 saniyelik siirelerle iki, ii¢ kez, 12 pym
amplitiitde sonike (Soniprep 150, MSE, Sanyo)
edilerek bakteriler parcalanmigtir. Sonikasyon is-
lemi sirasinda ve aralarda buz ile sogutma uygu-
lanarak enzimlerin korunmasi saglanmigtir.13.000
rpm.'de +4 °C de 15 dakika santrifiij yapilmis-
tir. Siipernatandan 50 xl alinarak iizerine nitrose-
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fin ¢ozeltisi (500pg/ml) eklenerek 2 dakika ice-
risinde renk degisimi gozlenmistir. Saridan kirmi-
ztya renk degisimi enzim varlii olarak degerlen-
dirilmigtir. Renk degisimi gozlenen siipernatanlar
toplanarak -20°C'de saklanmigtir (15,16).

Enzimlerinin izoelektrik noktalarmin (iEO)
belirlenmesi. izoelektrik odaklama poliakrilamid
jel elektroforezi ile yapilmistir. Poliakrilamid jel,
Mini IEF Cell (Model 111-Bio-Rad, Fransa) dii-
zenegi yardimiyla iretici firmanm Onerileri dog-
rultusunda hazirlanmigtir. Jelin anot tarafina apli-
kator strip yerlestirildikten sonra her ornekten 0.5
pl ve IEF standardindan (Bio-Rad1610310) 1.2
ul jele yiiklenmistir. Gii¢ kaynag1 olarak Bio-Rad
Power Pac 1000 (Bio-Rad, Fransa) kullanilmistir.
Jelde agir1 1sinmayr ve kurumayr Onlemek igin,
15 dk 100V, 15 dk 200V ve 60 dk 450V ola-
cak sekilde ardigik ti¢ farkli voltajda toplam 90
dakika yiiriitme islemi uygulanmigtir. Her elektro-
forez igleminde izoelektrik noktalar: (pI) bilinen
OXA-10 (pI=6,1), SHV-3 (pI=7,0), CMY-1
(pI=8,0), CMY-2 (pI=9,0) enzimleri kullanilmis-
tir. Elektroforez sonlandiginda enzim bantlarini
goriiniir hale getirebilmek igin jel iizerine nitro-
sefin ¢ozeltisi (500 pg/ml) ile 1slatilmis kurutma
kagidi konularak nitrosefinin jel yiizeyine yayil-
mas1 saglanmigtir. Kirmizi bantlar seklinde gorii-
len enzimlerin bulunduklari noktalar cam iizeri-
ne isaretlendikten sonra milimetrik kagida akta-
rilmugtir.

BULGULAR

Kokenlerin genel 6zellikleri. Calismaya dahil edi-
len 56 kokenin 40'1 (%71.4) K. pneumoniae, 16's1
(%28,6) K. oxytoca olarak tiplendirilmistir. Ko-
kenlerin 15'1 (%?26.7) poliklinik hastalarindan, 41'i
(%73.3) yatan hastalardan izole edilmistir. Ko-
kenlerden 33'i idrar, 12'si yara, dordi kan, biri
kateter, biri BOS, biri intraabdominal drenaj si-
visi, biri gastrostomi sivisi, biri balgam, ikisi tra-

keal aspirat orneklerinden izole edilmisgtir.



Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kékenlerinde enzim tiplerinin izo-

elektrik odaklama yontemi ile belirlenmesi

Antibiyotik duyarhlik test sonuclari. Incelenen

kokenlerin disk diffiizyon ve agar diliisyon

yontemi ile belirlenen antibiyotik duyarliliklar

sirastyla Tablo 1 ve Tablo 2'de gosterilmigtir.

Tablo 1. Kokenlerin disk diffiizyon yontemi ile antibiyotiklere duyarlilik sonuglari, ( say1 (%) )

K. pneumoniae (40 koken) K. oxytoca (16 koken)
Antibiyotik/Tiir
Duyarli Orta duyarli Direngli Duyarli Orta duyarll Direngli
Sefotaksim 2 (50) 2 (50) 36 (90.0) 11 (68.7) 1 (6.2) 4 (25.0)
Sefepim 17 (42.5) 12 (30.0) 11 (27.5) 13 (81.5) 2 (12.5) 1 (6.2)
Azteronam 0 0 40 (100) 1 (6.2) 0 15 (93.8)
Sefoksitin 29 (72.5) 2 (5.0) 9 (22.5) 15 (93.7) 0 1 (6.3)
Sefoperazon 0 1 (2.5) 39 (97.5) 15 (93.7) 0 1 (6.3)
Seftazidim 17 (42.5) 3 (7.5) 20 (50.0) 15 (93.7) 1 (6.2) 0
Sefpodoksim 1 (25) 3.(7.5) 36 (90.0) 3 (18.7) 0 13 (81.2)
Seftriakson 1 (2.5) 3 (7.5) 36 (90.0) 3 (18.7) 2 (12.5) 11 (68.7)
Tikarsilin 0 0 40 (100) 8 (50.0) 0 8 (50.0)
Tikarsilin/klavulanik asit 1@25) 9 (22.5) 30 (75.0) 8 (50.0) 0 8 (50.0)
[Ampisilin/sulbaktam 1 (25) 0 39 (97.5) 0 2 (12.5) 14 (87.5)
[Amoksisilin/klavulanik asit 5 (12.5) 16 (40.0) 19 (47.5) 7 (43.7) 5 (31.2) 4 (25.0)
Piperasillin 0 0 40 (100) 0 0 16 (100)
[Trimetoprim/sulfometaksazol 11 (27.5) 1 (2.5) 28 (70.0) 14 (87.5) 0 12 (75.0)
Gentamisin 20 (50.0) 0 20 (50.0) 13 (81.2) 0 3 (18.7)
Amikasin 31 (77.5) 3(7.5) 6 (15.0) 16 (100) 0 0
Siprofloksasin 23 (57.5) 0 17 (42.5) 16 (100) 0 0
Nitrofurantoin (idrar izolatlart igin) 3 (7.5 3 (7.5 18 (45.0) 9 (56.2) 1 (62) 2 (12.5)
Tablo 2. Kokenlerin secilmis antibiyotikler i¢in agar diliisyon yontemi ile belirlenen duyarlilik oranlart ( sayr %)
Antibiyotik/tiir K. pneumoniae (40 koken) K. oxytoca (16 kioken)
Duyarli Orta duyarl Direngli Duyarli Orta duyarl Direngli
Sefoperazon 125 1 (2.5) 38 (95.0) 0 0 16 (100)
Seftriakson 1 (2.5) 3 (7.5) 36 (90.0) 2 (125) 2 (12.5) 12 (75.0)
Sefotaksim 2 (5.0) 2 (5.0) 36 (90.0) 14 (87.5) 1 (62) 1 (6.2)
Aztreonam 1 (2.5) 0 39 (97.5) 1 (6.2) 0 15 (93.8)

GSBL dogrulama test sonuclar: . Cift disk siner-
ji yontemi ile negatif bulunan bir koken CAZ ve
CTX kombine diskleri ve Etest yontemleri ile
GSBL pozitif olarak tespit edilmistir. Cift disk

sinerji yontemi ile pozitif saptanan bir koken ise

diger yontemlerle GSBL negatif olarak bulun-
mustur. GSBL dogrulama testlerinin duyarlilikla-
Tablo 3'de
Kombine diskler ve Etest yontemlerinde en iyi

rmin  kargilastiriimasi sunulmustur.

belirleyicinin sefotaksim/klavulanik oldugu go6z-

lenmistir.
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Tablo 3. GSBL dogrulama testlerinin duyarliliklarinin karsilagtiriimast

Kombine disk Etest
Cift disk
sinerji CAZ CPD CTX CT/CTL TZ/TZL
Pozitif saptanan 550 40.0 470 520 55.0 450
Negatif saptanan 1.0 16.0 9.0 40 1.0 11.0
Yopozitiflik 98.2 714 839 92.8 98.2 80.3

CAZ: Seftazidim, CPD:Sefpodoksim, CTX:Sefotaksim, CT/CTL:Sefotaksim/Sefotaksim-klavulanat, TZ/TZL:Seftazidim/seftazidim-klavulanat

IEO sonuclari. Kokenlerin 21'inde (%36) tek
enzim, 20'sinde (%36) cift enzim, 14'linde (%25)

Enzimler icin belirlenen izoelektrik noktalari (pI)
54,56,59,68,70,72,74, 7.6, 80, 8.2,8.3,
8.4, 8.6, 8.8, 9.0 olmustur (Tablo 4).

ic enzim ve birinde dort enzim belirlenmistir.

Tablo 4. Kokenlerde tespit edilen izoelektrik (pI) noktalar

Koken no Tiir pl Koéken no Tiir pl
K1 K.pneumoniae 72,82, 88 K36 K.pneumoniae 8.6
K2 K.oxytoca 56, 59,79 K37 K.oxytoca 59, 8.6
K3 K.pneumoniae 56,72, 84 K38 K.pneumoniae 70, 8.8
K4 K.oxytoca 7.0 K42 K.pneumoniae 72,90
K5 K.pneumoniae 8.4 K43 K.pneumoniae 74, 8.6
K6 K.pneumoniae 72 K44 K.pneumoniae 72,82,90
K7 K.oxytoca 76, 84 K45 K.oxytoca 5.6
K8 K.oxytoca 7.6, 84 K46 K.pneumoniae 76, 82
K9 K.pneumoniae 72,74, 88 K48 K.pneumoniae 76, 82
K10 K.oxytoca 72, 7.6, 80 K49 K.oxytoca 76, 84
K11 K.pneumoniae 70, 84 K50 K.oxytoca 7.8
K12 K.oxytoca 6.8 K51 K.pneumoniae 7.6, 83, 8.6
K13 K.pneumoniae 70, 72, 83 K52 K.pneumoniae 54,76, 83
K14 K.pneumoniae 70, 72, 8.6 K53 K.pneumoniae 54,76, 83
K15 K.pneumoniae 54,72, 76, 80 K54 K.pneumoniae 8.6
K17 K.pneumoniae 74, 82, 8.6 K55 K.pneumoniae 7.8
K18 K.oxytoca 5.6 K56 K.pneumoniae 74, 82
K19 K.pneumoniae 7.6, 89 K57 K.pneumoniae 8.2
K20 K .pneumoniae 7.6, 8.6 K58 K.pneumoniae 7.6
K21 K.oxytoca 5.6 K59 K.pneumoniae 8.0
K22 K.pneumoniae 59, 72, 84 K60 K.pneumoniae 7.6
K23 K.oxytoca 74 K61 K.pneumoniae 76, 84
K24 K.pneumoniae 72,82 K62 K.pneumoniae 7.6
K25 K.pneumoniae 72, 84, 90 K63 K.pneumoniae 78, 82
K26 K.oxytoca 52 K64 K.oxytoca 74, 84
K28 K.pneumoniae 8.4 K65 K.pneumoniae 72, 84
K31 K.pneumoniae 74 K66 K.pneumoniae 73
K33 K.pneumoniae 74, 82 K67 K.oxytoca 76, 7.8
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Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kékenlerinde enzim tiplerinin izo-

elektrik odaklama yontemi ile belirlenmesi

K. pneumoniae kokenlerinde 12 ve K. oxytoca ko-
kenlerinde bes olmak {iizere toplam 17 enzimin
(%15.9) izoelektrik noktas1 7.6 olarak bulunmusg-
tur. En sik tespit edilen diger iki izoelektrik nok-
ta 7.2 (%14) ve 84 (%11.2) tiir. Incelenen ko-
kenlerde sik gozlenen bant pl'st 7.6 olmugtur.

TARTISMA

GSBL iireten bakterilerde enzim tipleri yeryiiziiniin
cografi bolgelerine, ayn1 cografi bolgelerde ise de-
gisik merkezlere gore farkliliklar gostermektedir
(1,5). Bu nedenle enzim tiplerinin belirlenmesi epi-
demiyolojik 6nem tagimaktadir. IEO ile enzim tip-
lerinin 6zgiil izoelektrik noktalar1 belirlenebilmek-
te, antibiyotik duyarlilik profilleri de bu sonuglar-
la birlikte yorumlanarak enzimlerin hangi gruba
dahil olduklar1 tahmin edilebilmektedir (6). Ancak,
giinlimiizde pek cogu benzer izoelektrik noktasina
sahip 90'dan fazla TEM tipi beta-laktamazin mev-
cut oldugu ve kokenlerin birden fazla enzim tipi
bulundurabilecekleri bilinmektedir. Bu nedenle en-
zim tiplerinin sadece izoelektrik noktalarina daya-
nilarak belirlenmesi tam anlami ile miimkiin olma-
digindan molekiiler yontemler uygulanmaktadir.
(17). Bir enzim ailesine ait bir beta-laktamazin
varliginin tespiti icin en sik kullanilan molekiiler
yontem, enzim genine 6zgii oligoniikleotid primer-
lerle yapilan PZR'dir (17). Ancak PZR ile TEM
ve SHV'nin farkli varyantlari arasinda ayrim yapi-
lamamaktadir. Niikleotid dizi analizi bir susta mev-
cut olan 0zgiil beta-laktamaz geninin belirlenme-
sinde altin standart yontemdir (18,19). Bunun ya-
m sira dizi analizi yapilmadan enzim tespiti ve
ayirt edilmesine olanak saglayacak cesitli molekii-
ler yontemler de onerilmistir (18,19). Izoelektrik
odaklama, bir bakteride olast enzim gruplarinin
tahmini i¢in Oncii ¢aligma niteligi tagimaktadir. Sa-
yist yiiziin iizerinde olan GSBL'larin molekiiler ge-
netik yontemler kullanilarak tiplemesinde 6zgiil oli-
goniikleotid primerlerin dizayn edilebilmesi igin
olast grup tahmini Onemlidir. Giliniimiizde standart
yontem olan niikleik asit dizi analizi tilkemiz sart-
larma gore pahali ve yogun emek gerektiren bir
yontemdir.

Ulkemizde GSBL oranlarimin yiiksekligine rag-
men enzim tiplemesine yonelik ¢aligmalarin sayi-
st olduk¢a azdir. Giilay ve ark. (20) nosokomi-
yal infeksiyon etkeni olarak izole ettikleri K. pne-
umoniae kokenlerinde birden dorde kadar degisen
sayilarda enzim varli§i gozlemislerdir. Bu enzim-
ler i¢in en sik belirlenen pl 7.6 olmustur. Bunun
yam sira pl 8.4, 8.2, 54, 7.8 olan enzimler be-
lirlenmigtir. Loker (21), 2000 yilinda izole edi-
len K. pneumoniae ve E. coli kokenlerinin
%92'sinde pl'st 7.6 olan bant belirlemis, bakteri-
lerin antibiyotik diren¢ fenotipleri goz Oniine
alindifinda bu enzimin SHV-2 olabilecegi diisiin-
miigtiir. Aynt calismada %56 oraninda ikinci sik-
likla pI'st 54 olan bant bulunmus, bu bantin
TEM-1 enzimine ait oldugu diigiiniilmiistiir.. Dur-
maz ve ark. (22) K. pneumoniae, Citrobacter spp.,
E. coli ve Enterobacter spp. kokenlerinde sirasiy-
la pI'lart 7.0, 7.6, 7.8, 8.2 olarak belirlemis, bun-
larm da sirasiyla SHV-3 benzeri, SHV-2/6 ben-
zeri, SHV-4 benzeri, SHV-5 benzeri enzimlere ait
oldugunu bildirmigtir. SHV-2 ve SHV-6 tiirevi
olan GSBL'lar bu calismada en sik rastlanan en-
zim grubu olarak bulunmustur. Akata ve ark.
(23), 21'i K. pneumoniae olan 23 kokenin ¢ogun-
da pI'st 7.6 olan enzim belirlemiglerdir. Limoncu
ve ark. (24), GSBL iireten 12 K. pneumoniae ko-
keninin 11'inde pl 7.6 olan enzim belirlemisler,
bunlarin S'inde antibiyotik duyarlilik sonuclarina
gore SHV-2 bulundugu sonucuna varmiglardir.
Tagh ve ark. (25,26), GSBL iireten toplam 63
K.pneumoniae, Enterobacter aerogenes ve E. clo-
acae kokeninde SHV-5 ve SHV-12 bulundugunu
bildirmiglerdir. Giilay ve ark. (27) 23 K. pneumo-
niae kokeninin dahil oldugu c¢ok merkezli bir ¢a-
kokenlerinde CTX-M
prevalansimi %82.6 arasinda bulmuglar, ilkemiz-

lismada K. pneumoniae

de Enterobacteriaceae ailesine ait mikroorganiz-
malarda CTX-M enzimlerinin yaygin oldugunun
bildirmislerdir. Niikleotid dizi analizi sonucuna
gore bunu CTX-M-3 olarak belirlemislerdir.

Bizim calismamizda incelenen bakterilerin ¢cogun-
da birden fazla enzim varligi gozlenmistir. Her
iki Klebsiella tiiriinden elde edilen enzimler icin
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en sik belirlenen pl, 7.6 (17/56), 7.2 (15/56) ve
8.4 (12/56) olmustur. Bunu sirasiyla 8.6, 8.2, 5.6,
70, 7.8, 80, 54, 83, 88, 9.0, 59 ve 6.8 izle-
migtir. K. pneumoniae kokenlerinde belirlenen pl
8.0, 8.3, 8.8 ve 9.0 K. oxytoca kokenlerinde goz-
lenmemistir. Kokenlerimizde belirlenen enzim
izoelektrik noktalar1 yorumlandiginda literatiir ile
uyumlu olarak SHV ve CTX-M enzimleri daha
sik  olarak bulunmustur.

SHV enzimleri ic¢in tanimlanan pl'lar gbzden ge-
cirildiginde incelenen kokenlerin tamaminda en
stk belirlenen pl 7.6min SHV-2'ye ait oldugu
gozlenmigtir. K. pneumoniae kokenlerinde en sik
belirlenen plI 7.2 olmustur. pI 7.2 i¢in SHV-29
yakin zamanda tamimlanmig bir enzimdir (28).
Ancak iilkemizden daha 6nce pl 7.2 bildirilme-
migtir. Bu kokenlerin tekrarlayan IEO'larinda be-
lirlenen pI'lar 7.0 ve 7.4 arasinda degismistir. Po-
liakrilamid jelde enzimlerin gb¢ etmesi igin ge-
rekli olan siirenin beklenenden daha fazla olabil-
mesi izoelektrik odaklama yOnteminde sorun
olugturabilmektedir. Bazi durumlarda uygun pl
noktasina erismek pratikte miimkiin olamamakta-
dir. Enzimlerin molekiiler agirliklar1 ve iyonizas-
yon diizeyleri bunda rol oynayan en Onemli et-
kenlerdir. Olusturulan pH gradiyentinde enzim
gocliniin - kompleks kinetikleri sigmoid bantlarin
olugsmasia ve net bir izoeletrik nokta belirleneme-
mesine yol agabilmektedir (29). Belirtilen kokenler
icin IEO ile enzim grubu belirlenememistir.

CTX-M enzimleri icin tanmimlanan pl'lar gozden
gecirildiginde, bu calismada kokenlerin 12'sinde
pl 8.4 belirlenmis olmasi, buna uygun olan CTX-
M-34,6,7 ve 21'in aragtirilmasi1 gerektigini gos-
termigtir. Bundan sonra en sik gozlenen pl 8.6;
CTX-M-15'e, pl 8.3; CTX-M-20'ye aittir (30).
CTX-M enzimleri ile uyumlu plI gozlenen koken-
lerin iki tanesi disk diffiizyon ve agar diliisyon
yontemleri ile sefotaksime duyarli bulunmugtur.
Bunun sonucunda CTX-M enzimi iceren bakteri-
ler icin sefotaksimin disk diffiizyon ve MIK de-
gerlerinin tarama testlerinde yaniltici olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Kokenlerin altisinda goriilen pl
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8.2 hem SHV hem de CTX-M enzimlerinde go-
riilmektedir. Bu kokenlerin PZR yontemi ile dog-
rulanmasi gerekmektedir. pI 8.8; CTX-M-5 ve pl
9.0; CTX-M-15 i¢in tanimlanmistir. Buna gore
izolatlarimizda belirlenebilen CTX-M enzimleri,
CTX-M-15, CTX-M-20, CTX-M-5 olmustur. pl
8.4'in CTX-M-34,6,7 ve 21 enzimlerinden han-
gisine ait oldugunun belirlenmesi i¢in uygun oli-
goniikleotid primerlerle PZR yontemi ile ileri
aragtirma yapilmasi uygun goriilmiigtiir.

Kokenlerin 12'sinde TEM enzimleri ile uyumlu
pI'lar gozlenmigtir. Bu noktalar i¢in tanimlanan
enzimler Tablo 5'de belirtilmigtir. Bunlardaki
TEM enzim tiplerinin ileri ¢aligmalarla aragtiril-
mas1 gerekmektedir. Ulkemizde Klebsiella koken-
lerinde TEM enzimlerine yonelik bildirilen pI 5.4
olmustur (20).

Tablo 5. Kokenlerde belirlenen pI noktalarina gore tanimlanan
TEM enzimleri (17)

pI [Tamimlanan Enzimler

5.4 [TEM-7, TEM-19, TEM-20, TEM-29, TEM-112, TEM-126

5.6 [TEM-5, TEM-10, TEM-11, TEM-13, TEM-26, TEM-
112,TEM-126

5.9 [TEM-4, TEM-6, TEM-8, TEM-27, TEM-69, TEM-72,

[TEM-114

K. oxytoca kokenlerinin birinde pI 6.8 olan bant
gozlenmigtir. Bu nokta ic¢in plazmid aktarimli
AmpC tanimlanmistir (12). Plazmidik AmpC'nin
en Onemli gostergesi sefoksitin direnci olmasina
ragmen, bu kokende sefoksitin direnci goézlene-
memistir.

Bu caligmada incelenen kokenlerin biri diginda
hepsinde (%98.2) cift disk sinerji yOntemi ile
GSBL  varlig:
%92.8'inde sefotaksim ve sefotaksim/klavulanik

dogrulanmistir.  Kokenlerin
asit diskleri ile kombine disk yonteminde GSBL
varligr gosterilmistir. Sefotaksim/sefotaksim-klavu-
lanik asit iceren Etest kullanildiginda ise bir ko-
ken disinda (%98.2) GSBL varligi dogrulanmis-
tir. Bu koken seftazidim/seftazidim-klavulanik asit
ile de dogrulanamamigtir. Bu sonuglara gore c¢ift
disk sinerji yontemi ve Etest, GSBL dogrulamasin-
da en yiiksek performans gosteren testler olmustur.
Kombine disk ve Etest icin en etkili belirleyici an-



Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kdkenlerinde enzim tiplerinin izo-

elektrik odaklama yéntemi ile belirlenmesi

tibiyotigin sefotaksim oldugu gozlenmistir.

Incelenen kokenlerin 10'unda sefoksitin direnci
gozlenirken, iki koken sefoksitine orta duyarl
bulunmustur. Bu kokenlerin hepsinde amoksisi-
lin/klavulanik asit duyarliligi azalmigtir. Sefoksi-
tin direnci Klebsiella tiirlerinde porin direnci ve-
ya plazmid yoluyla AmpC kazanimi ile gercek-
lesmektedir (1). Bunun diginda mevcut GSBL'in
fazla miktarda iiretimine bagl olarak in vitro du-
yarlilik testlerinde sefoksitin direnci gozlenebil-
mektedir (31). Plazmidik AmpC kazaniminda kla-
vulanik asit direnci nedeniyle inhibisyon temelli
dogrulama testlerinde indikator antibiyotiklerle,
sefepim haricinde, sonu¢ alinamamaktadir (32).
Bu suglarin icinde sadece birinde GSBL iiretimi
cift disk sinerji yontemi ile dogrulanamamustir.
Bu suslardaki sefoksitin ve amoksisilin/klavulanik
asit direncinin enzimin fazla miktarda iiretimine
bagli olabilecegi sonucuna vartlmistir.

Incelenen kokenlerin higbirinde karbapenem di-
renci gozlenmemigtir. Literatiir ile uyumlu olarak
en yiiksek diren¢ oranlar1 aztreonam ve sefope-
razona, ardindan birbirine yakin diizeylerde sef-
triakson ve sefotaksime karsi belirlenmistir.

Cift disk sinerji yontemi ve Etest, GSBL dogru-
lamasinda en yiiksek performans gosteren testler
olmustur. Kombine disk ve FEtest i¢in en etkili
belirleyici antibiyotigin sefotaksim oldugu gozlen-
migtir. Incelenen bakterilerin ¢ogunda (%62.5)
birden fazla enzim varligi gozlenmigtir. Her iki
Klebsiella tiirlinden elde edilen enzimler i¢in en
sik belirlenen pl noktalar1 7.6, 7.2, 8.4 olmustur.
Buna gore incelenen kokenlerde SHV ve CTX-
M enzimlerinin daha sik bulundugu gozlenmistir.
Belirlenebilen SHV enzimleri (pI 7.0) SHV-3 ve
benzeri, (pI 7.8) SHV-4 ve benzeri enzimleri ol-
mugtur. pI 7.2 icin enzim belirlemesi yapilama-
mugtir. Belirlenebilen CTX-M enzimleri, CTX-M-
15, CTX-M-20, CTX-M-5 olmugtur. pl 8.4'lin
CTX-M-34,6,7 ve 21 enzimlerinden hangisine ait
oldugunun belirlenmesi i¢in uygun oligoniikleotid
primerler kullanilarak PZR yontemi ile ileri arag-
tirma yapilmas: gerekli goriilmiistiir.

Bu calisma Zonguldak Karaelmas Universitesi
Arastirma Fonu tarafindan (Proje No0:2002-00-20)
desteklenmigtir.
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