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G‹R‹fi

Gram negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotik-

lere karfl› direncinde en önemli mekanizma, be-

ta-laktamaz enzimleri ile ilac›n inaktive edilmesi-

dir. Beta-laktamazlar içinde en genifl grubu 'Ge-

niflletilmifl spekturumlu beta-laktamazlar (GSBL)

oluflturmaktad›r. Bu enzimler sefamisinler hariç

tüm sefalosporinleri, penisilinleri ve aztreonam›

inaktive eden enzimlerdir (1). GSBL'lar en s›k

Klebsiella türlerinden izole edilmektedir. 

Klebsiella türleri do¤ada cans›z ortamlarda ve in-

san normal floras›nda oldukça yayg›n olarak bu-
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Determination of the enzyme types in extended spectrum 
beta-lactamase (ESBL) producing Klebsiella pneumoniae 
and Klebsiella oxytoca strains by isoelectric focusing

ÖZET

Bu çal›flmada hastanemizde Ocak 2002-Aral›k 2004 tarihleri aras›nda izole edilen GSBL üreten 56 Klebsiella suflunda beta-
laktamaz tiplerinin izoelektrik odaklama yöntemi ile belirlenmesi amaçlanm›flt›r. ‹ncelenen bakterilerin ço¤unda (%62.5) izo-
elektrik odaklama yöntemi ile birden fazla enzim varl›¤› gözlenmifltir. Her iki Klebsiella türünden elde edilen enzimler için en
s›k belirlenen izoelektrik noktalar (pI) 7.6, 7.2, 8.4 olmufltur. Bunu s›ras›yla pI 8.6, 8.2, 5.6, 7.0, 7.8, 8.0, 5.4, 8.3, 8.8, 9.0,
5.9 ve 6.8 izlemifltir. Kökenlerde belirlenen izoelektrik noktalara  göre  öngörülen SHV enzim tipleri, SHV-3 ve benzeri (pI
7.0), SHV-4 ve benzeri (pI 7.8), CTX-M enzim grubundan ise CTX-M-15 (pI 8.6), CTX-M-20 (pI 8.3) ve CTX-M-5 (pI 8.8) ol-
mufltur. Kökenlerimizde TEM grubu enzimleriyle uyumlu olarak pI 5.4, 5.6 ve 5.9 izoelektrik noktalar› belirlenmifltir. De¤er-
lendirilen kökenlerde SHV ve CTX-M enzimlerinin daha s›k oldu¤u sonucuna var›lm›flt›r.

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 pI
points for the enzymes obtained from both Klebsiella species were 7.6, 7.2 and 8.4. Consecutive pI points were 8.6, 8.2, 5.6,
7.0, 7.8, 8.0, 5.4, 8.3, 8.8, 9.0, 5.9 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 (pI 7.0), SHV-4, SHV-4-like enzymes (pI 7.8) and the
CTX-M type enzymes were CTX-M-15 (pI 8.6), CTX-M-20 (pI 8.3) and CTX-M-5 (pI 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.

Keywords : ESBL, K.pneumoniae, K.oxytoca, isoelectric focusing

Genifllemifl spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) 
üreten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca 
kökenlerinde enzim tiplerinin izoelektrik odaklama 
yöntemi ile belirlenmesi
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Genifllemifl spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) üreten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kökenlerinde enzim tiplerinin izo-
elektrik odaklama yöntemi ile belirlenmesi 

lunmaktad›rlar. Sa¤l›kl› kiflilerin derisinde, üst so-
lunum yollar›nda ve kolonda kommensal olarak
yer almaktad›rlar (2). Hastanelerde yatan hasta-
larda kolonizasyon oran› h›zla artmaktad›r (3).
Kolonizasyon hastanede kalma süresi, antibiyotik
kullan›m›, invaziv giriflimlerin ve abdominal cer-
rahinin uygulanmas› ile iliflkili bulunmufltur (1).
‹nsanlardan en s›k izole edilen türler olan
K. pneumoniae ve K. oxytoca lober pnömoni, id-
rar yolu infeksiyonu, safra kesesi infeksiyonu,
cerrahi alan infeksiyonu, bakteriyemi, çeflitli or-
gan apseleri gibi infeksiyonlarda etken olarak bil-
dirilmektedir (3). 

GSBL üreten kökenler tüm dünyada ve ülkemiz-
de yayg›nd›r. Merkezlere göre de¤iflmekle birlik-
te K. pneumoniae kökenlerinin %33-74'ünün
GSBL üretti¤i gösterilmifltir (4). GSBL üreten
bakterilerde enzim tipleri yeryüzünün co¤rafi böl-
gelerine, ayn› co¤rafi bölgelerde ise de¤iflik mer-
kezlere göre farkl›l›klar göstermektedir. TEM-10
ve TEM-26 ABD'de, TEM-3 Fransa'da, SHV-5
Yunanistan'da s›kt›r. SHV-2 ise Türkiye dahil
tüm dünyada yayg›nd›r (1,5). Bu nedenle enzim
tiplerinin belirlenmesi epidemiyolojik önem tafl›-
maktad›r. Ülkemizde GSBL oranlar›n›n yüksekli-
¤ine ra¤men enzim tiplemesine yönelik çal›flma-
lar›n say›s› oldukça azd›r. 

‹zoelektrik odaklama (IEO), proteinlerin bir pH
gradientinde izoelektrik noktalar›na göre ayr›lma-
s› prensibine dayanmaktad›r. Bu yöntem beta-lak-
tamazlar›n ayr›lmas›nda ilk kez Matthew ve ark.
(6) taraf›ndan kullan›lm›flt›r. Bu yöntem ile en-
zim tiplerinin özgül izoelektrik noktalar› belirle-
nebilmekte, sonuçlar antibiyotik duyarl›l›k profil-
leri ile birlikte yorumlanarak enzimlerin hangi
gruba dahil olduklar› tahmin edilebilmektedir (7).
TEM enzimlerinin izoelektrik noktalar› (pI) 5.5-
6.5 aras›nda yer al›rken, SHV ve CTX-M enzim-
leri s›ras›yla 7.0-8.6 ve 7.4-9.0 aras›nda yer al-
maktad›r (1, 8, 9).

Bu çal›flmada Zonguldak Karaelmas Üniversitesi
Uygulama ve Araflt›rma Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvar›nda, 2002-2004 y›llar› aras›nda çeflitli

örneklerden izole edilen ve GSBL üreten 56
Klebsiella türünde beta-laktamaz tiplerinin izo-

elektrik odaklama yöntemi ile belirlenmesi amaç-
lanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kökenlerin tan›mlanmas› ve özellikleri. Ocak

2002-Aral›k 2004 tarihleri aras›nda izole edilen
ve GSBL üreten 56 Klebsiella spp. kökeni arafl-

t›r›lm›flt›r. Kökenler geleneksel yöntemlerle tiplen-
dirilerek, çal›flma gününe kadar Skim Milk besi-
yeri (Oxoid) içinde -70°C'de saklanm›flt›r (2). 

Kirby-Bauer disk diffüzyon yöntemi. Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI) öneri-
leri do¤rultusunda yap›lm›flt›r. Kontrol kökeni
olarak Escherichia coli ATCC 29212 ve Staph-
ylococcus aureus ATCC 29213 kullan›lm›flt›r.Sef-

podoksim zonu ≤22 mm, seftazidim zonu ≤22
mm, aztreonam zonu ≤27 mm, sefotaksim zonu
≤27 mm, seftriakson zonu ≤25 mm olan köken-
ler GSBL üretimi yönünden süpheli kökenler ola-
rak de¤erlendirilmifltir (10).

Agar dilüsyon yöntemi. Tüm kökenlerin sefotak-

sim, sefoperazon, seftriakson ve aztreonam için
minimal inhibitör konsantrasyonlar› (M‹K) agar
dilüsyon yöntemi ile belirlenmifltir. Kontrol köke-
ni olarak E. coli ATCC 29212 ve S. aureus
ATCC 29213 kullan›lm›flt›r (11).

GSBL do¤rulama testleri. GSBL varl›¤›n›n gös-

terilebilmesi için enzim aktivitesinin klavulanik
asitle inhibisyon özelli¤ine dayanan üç farkl›
yöntem kullan›lm›flt›r.

Çift disk sinerji yöntemi. McFarland 0.5 bulan›k-

l›¤›na eflde¤er haz›rlanan bakteri süspansiyonu 4
mm kal›nl›¤›ndaki Mueller Hinton agar yüzeyine
ekilmifltir. Amoksisilin-klavulanik asit (30μg) dis-
kinin etraf›na merkezden merkeze uzakl›k 25 mm
olacak flekilde aztreonam (30μg) (Oxoid), seftri-
akson (30μg) (Oxoid), seftazidim (30μg) (Oxoid),
ve sefotaksim (30μg) (Oxoid) diskleri yerlefltiril-
mifltir. Plaklar bir gece 35°C'de inkübe edilmifl-
tir. Antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlar›-
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n›n amoksisilin-klavulanik asit yönünde geniflle-
me göstermesi veya diskler aras›ndaki bölgede
bir inhibisyon alan›n›n gözlenmesi GSBL pozitif
olarak kabul edilmifltir (12).

Kombine disk yöntemi. McFarland 0.5 bulan›kl›-
¤›na eflde¤er haz›rlanan bakteri süspansiyonlar› 4
mm kal›nl›¤›ndaki Mueller Hinton agar yüzeyine
ekilmifltir. Seftazidim (30μg), seftazidim-klavula-
nik asit (30/10μg) (Oxoid), sefotaksim (30μg)
(Oxoid), sefotaksim-klavulanik asit (30/10μg)
(Oxoid), sefpodoksim (10μg) (Oxoid), sefpodok-
sim-klavulanik asit (30/10μg) (Oxoid)  diskleri
yerlefltirilmifltir. Plaklar bir gece 35°C'de inkübe
edilmifltir. Seftazidim, sefotaksim ve sefpodoksim
inhibisyon zon çaplar›n›n klavulanik asit ile kom-
bine disklerin inhibisyon zon çaplar›ndan ≤5 mm
olmas› GSBL pozitif olarak kabul edilmifltir (13).

Etest yöntemi. Seftazidim-seftazidim/klavulanik
asit ve sefotaksim-sefotaksim/klavulanik asit kul-
lan›lm›flt›r. Üretici firman›n önerileri do¤rultusun-
da kombinasyon M‹K de¤erlerinde üç kat ve
üzeri düflüfl saptanmas› GSBL pozitif olarak ka-
bul edilmifltir (14).

Beta-laktamaz enzimlerinin elde edilmesi. Kanl›
agara pasajlanarak canland›r›lan bakteriler 10 ml
trypticase soya brota  (Acumedia) pasajlanarak
37°C'de bir gece inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Bak-
teri süspansiyonu 4000 rpm'de 10 dakika santri-
füjlenerek çöktürülmüfltür. Süpernatanlar dökül-
dükten sonra çökelti üzerine 2 ml PBS (pH:7)
tampon eklenerek kar›flt›r›lm›flt›r. Süspansiyon
4000 rpm'de 10 dakika santrifüjlenerek iki kez
y›kanm›flt›r. Çökelti üzerine 2 ml PBS (pH:7)
tampon eklenerek resüspande edilmifltir. Süspan-
siyon 20 saniyelik sürelerle iki, üç kez, 12 μm
amplitütde sonike (Soniprep 150, MSE, Sanyo)
edilerek bakteriler parçalanm›flt›r. Sonikasyon ifl-
lemi s›ras›nda ve aralarda buz ile so¤utma uygu-
lanarak enzimlerin korunmas› sa¤lanm›flt›r.13.000
rpm.'de +4 °C de 15 dakika santrifüj yap›lm›fl-
t›r. Süpernatandan 50 μl al›narak üzerine nitrose-

fin çözeltisi (500μg/ml) eklenerek 2 dakika içe-
risinde renk de¤iflimi gözlenmifltir. Sar›dan k›rm›-
z›ya renk de¤iflimi enzim varl›¤› olarak de¤erlen-
dirilmifltir. Renk de¤iflimi gözlenen süpernatanlar
toplanarak -20°C'de saklanm›flt›r (15,16). 

Enzimlerinin izoelektrik noktalar›n›n (‹EO) 

belirlenmesi. ‹zoelektrik odaklama poliakrilamid

jel elektroforezi ile yap›lm›flt›r. Poliakrilamid jel,
Mini IEF Cell (Model 111-Bio-Rad, Fransa) dü-
zene¤i yard›m›yla üretici firman›n önerileri do¤-
rultusunda haz›rlanm›flt›r. Jelin anot taraf›na apli-
katör strip yerlefltirildikten sonra her örnekten 0.5
μl ve IEF standard›ndan (Bio-Rad1610310) 1.2
μl jele yüklenmifltir. Güç kayna¤› olarak Bio-Rad
Power Pac 1000 (Bio-Rad, Fransa) kullan›lm›flt›r.
Jelde afl›r› ›s›nmay› ve kurumay› önlemek için,
15 dk 100V, 15 dk 200V ve 60 dk 450V ola-
cak flekilde ard›fl›k üç farkl› voltajda toplam 90
dakika yürütme ifllemi uygulanm›flt›r. Her elektro-
forez iflleminde 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 kullan›lm›fl-
t›r. Elektroforez sonland›¤›nda enzim bantlar›n›
görünür hale getirebilmek için jel üzerine nitro-
sefin çözeltisi (500 μg/ml) ile ›slat›lm›fl kurutma
ka¤›d› konularak nitrosefinin jel yüzeyine yay›l-
mas› sa¤lanm›flt›r. K›rm›z› bantlar fleklinde görü-
len  enzimlerin bulunduklar› noktalar cam üzeri-
ne iflaretlendikten sonra milimetrik ka¤›da akta-
r›lm›flt›r. 

BULGULAR

Kökenlerin genel özellikleri. Çal›flmaya dahil edi-

len 56 kökenin 40'› (%71,4) K. pneumoniae, 16's›
(%28,6) K. oxytoca olarak tiplendirilmifltir. Kö-

kenlerin 15'i (%26.7) poliklinik hastalar›ndan, 41'i
(%73.3) yatan hastalardan izole edilmifltir. Kö-
kenlerden 33'ü idrar, 12'si yara, dördü kan, biri
kateter, biri BOS, biri intraabdominal drenaj s›-
v›s›, biri gastrostomi s›v›s›, biri balgam, ikisi tra-
keal aspirat örneklerinden izole edilmifltir.

Özlem Ero¤lu, Füsun Be¤endik Cömert, Canan Külah, Elif Aktafl
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GSBL do¤rulama test sonuçlar› . Çift disk siner-

ji yöntemi ile negatif bulunan bir köken CAZ ve

CTX kombine diskleri ve Etest yöntemleri ile

GSBL pozitif olarak tespit edilmifltir. Çift disk

sinerji yöntemi ile pozitif saptanan bir köken ise

di¤er yöntemlerle GSBL negatif olarak bulun-
mufltur. GSBL do¤rulama testlerinin duyarl›l›kla-
r›n›n karfl›laflt›r›lmas› Tablo 3'de sunulmufltur.
Kombine diskler ve Etest yöntemlerinde en iyi
belirleyicinin sefotaksim/klavulanik oldu¤u göz-
lenmifltir.

Genifllemifl spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) üreten Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca kökenlerinde enzim tiplerinin izo-
elektrik odaklama yöntemi ile belirlenmesi 

Antibiyotik duyarl›l›k test sonuçlar›. ‹ncelenen
kökenlerin disk diffüzyon ve agar dilüsyon

yöntemi ile belirlenen antibiyotik duyarl›l›klar›
s›ras›yla Tablo 1 ve Tablo 2'de gösterilmifltir. 

Sefotaksim 2 (5.0) 2 (5.0) 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 (2.5) 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 (2.5) 9 (22.5) 30 (75.0) 8 (50.0) 0 8 (50.0)

Ampisilin/sulbaktam 1 (2.5) 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 izolatlar› için) 3 (7.5) 3 (7.5) 18 (45.0) 9 (56.2) 1 (6.2) 2 (12.5)

Duyarl› Orta duyarl› Dirençli Duyarl› Orta duyarl› Dirençli
Antibiyotik/Tür

K. pneumoniae (40 köken) K. oxytoca (16 köken)

Tablo 1. Kökenlerin disk diffüzyon yöntemi ile antibiyotiklere duyarl›l›k sonuçlar›, ( say› (%) )

Tablo 2. Kökenlerin seçilmifl antibiyotikler için agar dilüsyon yöntemi ile belirlenen duyarl›l›k oranlar› ( say› %)

Duyarl› Orta duyarl› Dirençli Duyarl› Orta duyarl› Dirençli

K. pneumoniae (40 köken) K. oxytoca (16 köken)

Sefoperazon 1 (2.5) 1 (2.5) 38 (95.0) 0 0 16 (100)

Seftriakson 1 (2.5) 3 (7.5) 36 (90.0) 2 (12.5) 2 (12.5) 12 (75.0)

Sefotaksim 2 (5.0) 2 (5.0) 36 (90.0) 14 (87.5) 1 (6.2) 1 (6.2)

Aztreonam 1 (2.5) 0 39 (97.5) 1 (6.2) 0 15 (93.8)

Antibiyotik/tür
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IEO sonuçlar›. Kökenlerin 21'inde (%36) tek

enzim, 20'sinde (%36) çift enzim, 14'ünde (%25)

üç enzim ve birinde dört enzim belirlenmifltir.

Enzimler için belirlenen izoelektrik noktalar› (pI)

5.4, 5.6, 5.9, 6.8, 7.0, 7.2, 7.4, 7.6, 8.0, 8.2,8.3,

8.4, 8.6, 8.8, 9.0 olmufltur (Tablo 4).

Tablo 3. GSBL do¤rulama testlerinin duyarl›l›klar›n›n karfl›laflt›r›lmas›

CAZ CPD CTX CT/CTL TZ/TZL
Çift disk 
sinerji

Pozitif saptanan 55.0 40.0 47.0 52.0 55.0 45.0

Negatif saptanan 1.0 16.0 9.0 4.0 1.0 11.0

%pozitiflik 98.2 71.4 83.9 92.8 98.2 80.3

Kombine disk Etest

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

Tablo 4. Kökenlerde tespit edilen izoelektrik (pI) noktalar

Köken no Tür pI

K1 K.pneumoniae 7.2, 8.2, 8.8

K2 K.oxytoca 5.6, 5.9, 7.9

K3 K.pneumoniae 5.6, 7.2, 8.4

K4 K.oxytoca 7.0

K5 K.pneumoniae 8.4

K6 K.pneumoniae 7.2

K7 K.oxytoca 7.6, 8.4

K8 K.oxytoca 7.6, 8.4

K9 K.pneumoniae 7.2, 7.4, 8.8

K10 K.oxytoca 7.2, 7.6, 8.0

K11 K.pneumoniae 7.0, 8.4

K12 K.oxytoca 6.8

K13 K.pneumoniae 7.0, 7.2, 8.3

K14 K.pneumoniae 7.0, 7.2, 8.6

K15 K.pneumoniae 5.4, 7.2, 7.6, 8.0

K17 K.pneumoniae 7.4, 8.2, 8.6

K18 K.oxytoca 5.6

K19 K.pneumoniae 7.6, 8.9

K20 K.pneumoniae 7.6, 8.6

K21 K.oxytoca 5.6

K22 K.pneumoniae 5.9, 7.2, 8.4

K23 K.oxytoca 7.4

K24 K.pneumoniae 7.2, 8.2

K25 K.pneumoniae 7.2, 8.4, 9.0

K26 K.oxytoca 5.2

K28 K.pneumoniae 8.4

K31 K.pneumoniae 7.4

K33 K.pneumoniae 7.4, 8.2

Köken no Tür pI

K36 K.pneumoniae 8.6

K37 K.oxytoca 5.9, 8.6

K38 K.pneumoniae 7.0, 8.8

K42 K.pneumoniae 7.2, 9.0

K43 K.pneumoniae 7.4, 8.6

K44 K.pneumoniae 7.2, 8.2, 9.0

K45 K.oxytoca 5.6

K46 K.pneumoniae 7.6, 8.2

K48 K.pneumoniae 7.6, 8.2

K49 K.oxytoca 7.6, 8.4

K50 K.oxytoca 7.8

K51 K.pneumoniae 7.6, 8.3, 8.6

K52 K.pneumoniae 5.4, 7.6, 8.3

K53 K.pneumoniae 5.4, 7.6, 8.3

K54 K.pneumoniae 8.6

K55 K.pneumoniae 7.8

K56 K.pneumoniae 7.4, 8.2

K57 K.pneumoniae 8.2

K58 K.pneumoniae 7.6

K59 K.pneumoniae 8.0

K60 K.pneumoniae 7.6

K61 K.pneumoniae 7.6, 8.4

K62 K.pneumoniae 7.6

K63 K.pneumoniae 7.8, 8.2

K64 K.oxytoca 7.4, 8.4

K65 K.pneumoniae 7.2, 8.4

K66 K.pneumoniae 7.3

K67 K.oxytoca 7.6, 7.8
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K. pneumoniae kökenlerinde 12 ve K. oxytoca kö-

kenlerinde befl olmak üzere toplam 17 enzimin
(%15.9) izoelektrik noktas› 7.6 olarak bulunmufl-
tur. En s›k tespit edilen di¤er iki izoelektrik nok-
ta 7.2 (%14) ve 8.4 (%11.2) tür. ‹ncelenen kö-
kenlerde s›k gözlenen bant  pI's› 7.6 olmufltur.

TARTIfiMA

GSBL üreten bakterilerde enzim tipleri yeryüzünün
co¤rafi bölgelerine, ayn› co¤rafi bölgelerde ise de-
¤iflik merkezlere göre farkl›l›klar göstermektedir
(1,5). Bu nedenle enzim tiplerinin belirlenmesi epi-
demiyolojik önem tafl›maktad›r. IEO ile enzim tip-
lerinin özgül izoelektrik noktalar› belirlenebilmek-
te, antibiyotik duyarl›l›k profilleri de bu sonuçlar-
la birlikte yorumlanarak enzimlerin hangi gruba
dahil olduklar› tahmin edilebilmektedir (6). Ancak,
günümüzde pek ço¤u benzer izoelektrik noktas›na
sahip 90'dan fazla TEM tipi beta-laktamaz›n mev-
cut oldu¤u ve kökenlerin birden fazla enzim tipi
bulundurabilecekleri bilinmektedir. Bu nedenle en-
zim tiplerinin sadece izoelektrik noktalar›na daya-
n›larak belirlenmesi tam anlam› ile mümkün olma-
d›¤›ndan moleküler yöntemler uygulanmaktad›r.
(17). Bir enzim ailesine ait bir beta-laktamaz›n
varl›¤›n›n tespiti için en s›k kullan›lan moleküler
yöntem, enzim genine özgü oligonükleotid primer-
lerle yap›lan PZR'dir (17). Ancak PZR ile TEM
ve SHV'nin farkl› varyantlar› aras›nda ayr›m yap›-
lamamaktad›r. Nükleotid dizi analizi bir suflta mev-
cut olan özgül beta-laktamaz geninin belirlenme-
sinde alt›n standart yöntemdir (18,19). Bunun ya-
n› s›ra dizi analizi yap›lmadan enzim tespiti ve
ay›rt edilmesine olanak sa¤layacak çeflitli molekü-
ler yöntemler de önerilmifltir (18,19). ‹zoelektrik
odaklama, bir bakteride olas› enzim gruplar›n›n
tahmini için öncü çal›flma niteli¤i tafl›maktad›r. Sa-
y›s› yüzün üzerinde olan GSBL'lar›n moleküler ge-
netik yöntemler kullan›larak tiplemesinde özgül oli-
gonükleotid primerlerin dizayn edilebilmesi için
olas› grup tahmini önemlidir. Günümüzde standart
yöntem olan nükleik asit dizi analizi ülkemiz sart-
lar›na göre pahal› ve yo¤un emek gerektiren bir
yöntemdir. 

Ülkemizde GSBL oranlar›n›n yüksekli¤ine ra¤-
men enzim tiplemesine yönelik çal›flmalar›n say›-
s› oldukça azd›r. Gülay ve ark. (20) nosokomi-
yal infeksiyon etkeni olarak izole ettikleri K. pne-
umoniae kökenlerinde birden dörde kadar de¤iflen
say›larda enzim varl›¤› gözlemifllerdir. Bu enzim-
ler için en s›k belirlenen pI 7.6 olmufltur. Bunun
yan› s›ra pI 8.4, 8.2, 5.4, 7.8 olan enzimler be-
lirlenmifltir. Löker (21),  2000 y›l›nda izole edi-
len K. pneumoniae ve E. coli kökenlerinin
%92'sinde pI's› 7.6 olan bant belirlemifl, bakteri-
lerin antibiyotik direnç fenotipleri göz önüne
al›nd›¤›nda bu enzimin SHV-2 olabilece¤i düflün-
müfltür. Ayn› çal›flmada %56 oran›nda ikinci s›k-
l›kla pI's› 5.4 olan bant bulunmufl, bu bant›n
TEM-1 enzimine ait oldu¤u düflünülmüfltür.. Dur-
maz ve ark. (22) K. pneumoniae, Citrobacter spp.,
E. coli ve Enterobacter spp. kökenlerinde s›ras›y-
la pI'lar› 7.0, 7.6, 7.8, 8.2 olarak belirlemifl, bun-
lar›n  da s›ras›yla SHV-3 benzeri, SHV-2/6 ben-
zeri, SHV-4 benzeri, SHV-5 benzeri enzimlere ait
oldu¤unu bildirmifltir. SHV-2 ve SHV-6 türevi
olan GSBL'lar bu çal›flmada en s›k rastlanan en-
zim grubu olarak bulunmufltur. Akata ve ark.
(23), 21'i K. pneumoniae olan 23 kökenin ço¤un-
da pI's› 7.6 olan enzim belirlemifllerdir. Limoncu
ve ark. (24), GSBL üreten 12 K. pneumoniae kö-
keninin 11'inde pI 7.6 olan enzim belirlemifller,
bunlar›n 5'inde antibiyotik duyarl›l›k sonuçlar›na
göre SHV-2 bulundu¤u sonucuna varm›fllard›r.
Tafll› ve ark. (25,26),  GSBL üreten toplam 63
K.pneumoniae, Enterobacter aerogenes ve E. clo-
acae kökeninde SHV-5 ve SHV-12 bulundu¤unu
bildirmifllerdir. Gülay ve ark. (27) 23 K. pneumo-
niae kökeninin dahil oldu¤u çok merkezli bir ça-
l›flmada K. pneumoniae  kökenlerinde CTX-M
prevalans›n› %82.6 aras›nda bulmufllar, ülkemiz-
de Enterobacteriaceae ailesine ait mikroorganiz-
malarda CTX-M enzimlerinin yayg›n oldu¤unun
bildirmifllerdir. Nükleotid dizi analizi sonucuna
göre bunu CTX-M-3 olarak belirlemifllerdir.

Bizim çal›flmam›zda incelenen bakterilerin ço¤un-
da birden fazla enzim varl›¤› gözlenmifltir. Her
iki Klebsiella türünden elde edilen enzimler için
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en s›k belirlenen pI, 7.6 (17/56), 7.2 (15/56) ve
8.4 (12/56) olmufltur. Bunu s›ras›yla 8.6, 8.2, 5.6,
7.0, 7.8, 8.0, 5.4, 8.3, 8.8, 9.0, 5.9 ve 6.8 izle-
mifltir. K. pneumoniae kökenlerinde belirlenen pI

8.0, 8.3, 8.8 ve 9.0 K. oxytoca kökenlerinde göz-

lenmemifltir. Kökenlerimizde belirlenen enzim
izoelektrik noktalar› yorumland›¤›nda literatür ile
uyumlu olarak SHV ve CTX-M enzimleri daha
s›k  olarak bulunmufltur. 

SHV enzimleri için tan›mlanan pI'lar gözden ge-
çirildi¤inde incelenen kökenlerin tamam›nda en
s›k belirlenen pI 7.6'nin SHV-2'ye ait oldu¤u
gözlenmifltir. K. pneumoniae kökenlerinde en s›k

belirlenen pI 7.2 olmufltur. pI 7.2 için SHV-29
yak›n zamanda tan›mlanm›fl bir enzimdir (28).
Ancak ülkemizden daha önce pI 7.2 bildirilme-
mifltir. Bu kökenlerin tekrarlayan IEO'lar›nda be-
lirlenen pI'lar 7.0 ve 7.4 aras›nda de¤iflmifltir. Po-
liakrilamid jelde enzimlerin göç etmesi için ge-
rekli olan sürenin beklenenden daha fazla olabil-
mesi izoelektrik odaklama yönteminde sorun
oluflturabilmektedir. Baz› durumlarda uygun pI
noktas›na eriflmek pratikte mümkün olamamakta-
d›r. Enzimlerin moleküler a¤›rl›klar› ve iyonizas-
yon düzeyleri bunda rol oynayan en önemli et-
kenlerdir. Oluflturulan pH gradiyentinde enzim
göçünün kompleks kinetikleri sigmoid bantlar›n
oluflmas›na ve net bir izoeletrik nokta belirleneme-
mesine yol açabilmektedir (29). Belirtilen kökenler
için IEO ile enzim grubu belirlenememifltir.

CTX-M enzimleri için tan›mlanan pI'lar gözden
geçirildi¤inde, bu çal›flmada kökenlerin 12'sinde
pI 8.4 belirlenmifl olmas›, buna uygun olan CTX-
M-3,4,6,7 ve 21'in araflt›r›lmas› gerekti¤ini gös-
termifltir. Bundan sonra en s›k gözlenen pI 8.6;
CTX-M-15'e, pI 8.3; CTX-M-20'ye aittir (30).
CTX-M enzimleri ile uyumlu pI gözlenen köken-
lerin iki tanesi disk diffüzyon ve agar dilüsyon
yöntemleri ile sefotaksime duyarl› bulunmufltur.
Bunun sonucunda CTX-M enzimi içeren bakteri-
ler için sefotaksimin disk diffüzyon ve M‹K de-
¤erlerinin tarama testlerinde yan›lt›c› olabilece¤i
düflünülmüfltür. Kökenlerin alt›s›nda görülen pI

8.2 hem SHV hem de CTX-M enzimlerinde gö-
rülmektedir. Bu kökenlerin PZR yöntemi ile do¤-
rulanmas› gerekmektedir. pI 8.8; CTX-M-5 ve pI
9.0; CTX-M-15 için tan›mlanm›flt›r. Buna göre
izolatlar›m›zda belirlenebilen CTX-M enzimleri,
CTX-M-15, CTX-M-20, CTX-M-5 olmufltur. pI
8.4'in CTX-M-3,4,6,7 ve 21 enzimlerinden han-
gisine ait oldu¤unun belirlenmesi için uygun oli-
gonükleotid primerlerle PZR yöntemi ile ileri
araflt›rma yap›lmas› uygun görülmüfltür.

Kökenlerin 12'sinde TEM enzimleri ile uyumlu
pI'lar gözlenmifltir. Bu noktalar için tan›mlanan
enzimler Tablo 5'de belirtilmifltir. Bunlardaki
TEM enzim tiplerinin ileri çal›flmalarla araflt›r›l-
mas› gerekmektedir. Ülkemizde Klebsiella köken-

lerinde TEM enzimlerine yönelik bildirilen pI 5.4
olmufltur (20).

Tablo 5. Kökenlerde belirlenen pI noktalar›na göre tan›mlanan
TEM enzimleri  (17)

pI Tan›mlanan 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 kökenlerinin birinde pI 6.8 olan bant
gözlenmifltir. Bu nokta için plazmid aktar›ml›
AmpC tan›mlanm›flt›r (12). Plazmidik AmpC'nin
en önemli göstergesi sefoksitin direnci olmas›na
ra¤men, bu kökende sefoksitin direnci gözlene-
memifltir. 

Bu çal›flmada incelenen kökenlerin biri d›fl›nda
hepsinde (%98.2) çift disk sinerji yöntemi ile
GSBL varl›¤› do¤rulanm›flt›r. Kökenlerin
%92.8'inde sefotaksim ve sefotaksim/klavulanik
asit diskleri ile kombine disk yönteminde GSBL
varl›¤› gösterilmifltir. Sefotaksim/sefotaksim-klavu-
lanik asit içeren Etest kullan›ld›¤›nda ise bir kö-
ken d›fl›nda (%98.2) GSBL varl›¤› do¤rulanm›fl-
t›r. Bu köken seftazidim/seftazidim-klavulanik asit
ile de do¤rulanamam›flt›r. Bu sonuçlara göre çift
disk sinerji yöntemi ve Etest, GSBL do¤rulamas›n-
da en yüksek performans gösteren testler olmufltur.
Kombine disk ve Etest için en etkili belirleyici an-
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tibiyoti¤in sefotaksim oldu¤u gözlenmifltir.

‹ncelenen kökenlerin 10'unda sefoksitin direnci
gözlenirken, iki köken sefoksitine orta duyarl›
bulunmufltur. Bu kökenlerin hepsinde amoksisi-
lin/klavulanik asit duyarl›l›¤› azalm›flt›r. Sefoksi-
tin direnci Klebsiella türlerinde porin direnci ve-
ya plazmid yoluyla AmpC kazan›m› ile gerçek-
leflmektedir (1). Bunun d›fl›nda mevcut GSBL'›n
fazla miktarda üretimine ba¤l› olarak in vitro du-
yarl›l›k testlerinde sefoksitin direnci gözlenebil-
mektedir (31). Plazmidik AmpC kazan›m›nda kla-
vulanik asit direnci nedeniyle inhibisyon temelli
do¤rulama testlerinde indikatör antibiyotiklerle,
sefepim haricinde, sonuç al›namamaktad›r (32).
Bu sufllar›n içinde sadece birinde GSBL üretimi
çift disk sinerji yöntemi ile do¤rulanamam›flt›r.
Bu sufllardaki sefoksitin ve amoksisilin/klavulanik
asit direncinin enzimin fazla miktarda üretimine
ba¤l› olabilece¤i sonucuna var›lm›flt›r.

‹ncelenen kökenlerin hiçbirinde karbapenem di-
renci gözlenmemifltir. Literatür ile uyumlu olarak
en yüksek direnç oranlar› aztreonam ve sefope-
razona, ard›ndan birbirine yak›n düzeylerde sef-
triakson ve sefotaksime karfl› belirlenmifltir.

Çift disk sinerji yöntemi ve Etest, GSBL do¤ru-
lamas›nda en yüksek performans gösteren testler
olmufltur. Kombine disk ve Etest için en etkili
belirleyici antibiyoti¤in sefotaksim oldu¤u gözlen-
mifltir. ‹ncelenen bakterilerin ço¤unda (%62.5)
birden fazla enzim varl›¤› gözlenmifltir. Her iki
Klebsiella türünden elde edilen enzimler için en
s›k belirlenen pI noktalar› 7.6, 7.2, 8.4 olmufltur.
Buna göre incelenen kökenlerde SHV ve CTX-
M enzimlerinin daha s›k bulundu¤u gözlenmifltir.
Belirlenebilen SHV enzimleri (pI 7.0) SHV-3 ve
benzeri, (pI 7.8) SHV-4 ve benzeri enzimleri ol-
mufltur. pI 7.2 için enzim belirlemesi yap›lama-
m›flt›r. Belirlenebilen CTX-M enzimleri, CTX-M-
15, CTX-M-20, CTX-M-5 olmufltur. pI 8.4'ün
CTX-M-3,4,6,7 ve 21 enzimlerinden hangisine ait
oldu¤unun belirlenmesi için uygun oligonükleotid
primerler kullan›larak PZR yöntemi ile ileri arafl-
t›rma yap›lmas› gerekli görülmüfltür.

Bu çal›flma Zonguldak Karaelmas Üniversitesi
Araflt›rma Fonu taraf›ndan (Proje No:2002-00-20)
desteklenmifltir.
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