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OZET

Bu oturumda sik rastlanan dort Gram negatif comakta (Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa ve Aci-
netobacter) GSBL tanimlamak igin uygulanacak metotlart ve algoritmay: tartisacagim. Rutin uygulamada fenotipik olarak
GSBL varhi§i saptandiktan sonra birtakim molekiiler genetik ve enzimatik deneyler yapilmalidir. Izoelektrik odaklama, birta-
kim plazmid deneyleri, PCR ile tarama, klonlama ve dizi verisinin degerlendirilmesi iglemi baglica metotlardir.
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SUMMARY

Identification of ESBLs in Gram Negative Rods

Here, I will discuss the methods and the algorithm frequently applied to identify the ESBLs in four common Gram ne-
gative rods, namely Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter. Phenotypic identification of an
ESBL, although not an easy task in Acinetobacter and P. aeruginosa due to certain intrinsic mechanisms, during a rutin la-
boratory work have to be followed by a couple of molecular genetic and enzymatic experiments to achieve an accurate identi-
fication. Isoelectric focusing, a number of plasmid work, PCR screening, cloning and the analysis of the sequence data are the

measures to be mentioned.
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Genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) terimi genel olarak oksiimino-sefalospo-
rinleri inaktive eden Class A1) enzimleri tanim-
lar. Tlk kez 1980l yillarin basinda Avrupa’da
fark edilmis olan GSBL tiirii enzimler® giinii-
miizde en yaygin beta-laktam direng mekaniz-
mast olarak énemini korumaktadir®568). Gii-
niimiizde rutin laboratuvar uygulamalarinda
Gram negatif comaklarin antibiyotiklere duyar-
li-direngli olarak rapor edilmeleri yeterli kabul
edilmemekte ve ek olarak GSBL tiirii enzim var-
ligimin aragtirilarak rapor edilmesi 6nerilmekte-
dir®. Bu anlamda rutin laboratuvarlarda GSBL
tespit etmek icin baz1 fenotipik metotlar oneril-
mektedir. Bunlarin tamami klavulanik asitin
Class A GSBL tiirti enzimleri etkisizlestirmesi
esasina dayanur.

Burada bu metotlardan bahsetmeyecegim.
Daha ziyade arastirma laboratuvarlarinda rutin
incelemede fenotipik olarak tespit edilmis bir
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GSBL tiirii enzimin tanimlanmasi icin izlenecek
metotlar1 tartismaya ¢alisacagim. Fenotipik ola-
rak GSBL saptandiktan sonra neler yapmamiz
gerektigi bu konusmanin konusu olacak.

Konuyu detaylandirmadan once iki nokta-
y1 hatirlatmak isterim: 1. Bu tiir enzimleri cogu
kez Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeru-
ginosa ve Acinetobacter tiirlerinde goriiyoruz ve
bu bakterilerden P.aeruginosa ve Acinetobacter
turleri bir¢ok bagka i¢sel diren¢g mekanizmasi ta-
s1dig1 icin fenotipik testler aldatici olabilmekte-
dir. 2. Artik maalesef bir¢ok -0zellikle hastane
kokenli- izolatta birden fazla ve farkl tiir en-
zimler bir arada olmaktadir ki bu da hem feno-
tipik hem de genotipik calismalarda bazi zor-
luklar olusturmaktadir. Bu iki problemi akli-
mizda tutarak bir tek GSBL tiirii enzim yapan
bir E.coli izolatinda enzimi tanimlamak icin ne-
ler yapmamiz gerektigini tartisacagiz.



1. izoelektrik odaklama(): Ik yapilmasi
gereken islemdir. Bu islem bize bakterinin kag
adet enzim saldigini ve o enzimlerin pl degerle-
rini gosterecektir. Tek bir enzim ile kars1 karsiya
isek arastirmamiz daha kolay ytiriiyecek de-
mektir. Enzimin pl degeri bize genetik yapisi
hakkinda bilgi verir. Mesela TEM ailesine men-
sup enzimler asidik pH’da (<pl 6.5), SHV notr
(baz1 varyantlar ise bazik) ve CTX-M tiirii ise
bazik pH'da gortiliir.

2. Plasmid transferi: Ozellikle E.coli ve
Klebsiella tiirlerinde bu deney ¢ok basarili ve
dolayisi ile krymetlidir. Bir alic1 E.coli ile karsi-
lastirilan bakteri plazmidini (plazmidin 6zelligi
olarak) alic1 susa aktarabilir. Bu durumda akta-
rilan alicida da GSBL tespit ederiz. Eger trans-
konjugasyon denilen bu istekli aktarim gercek-
lesmez ise bu sefer transformasyon denilen bir
prosediir uygulanir. Bakterimizden plazmid
izole edilip bu plazmid alictya aktarilir.

3. PCR ile beta-laktamaz geninin tespiti:
Bu islem alic1 E.coli ile yapilmalidir. Bize hangi
tiir olabilecegi hakkinda izoelektrik odaklama
deneyi bir bilgi vermis idi. Bu bilginin yonlen-
dirdigi enzimler i¢cin PCR ile tarama yapilir. Me-
sela pl degeri 6.3 olan bir enzim gormiis ve ak-
tarmus isek oncelikle TEM ailesi icin evrensel bir
primer cifti ile tarama yapilir.

4. Klonlama ve dizi analizi: Bir GSBL tii-
rii enzimin adini koyabilmek igin mutlaka dizi
analizi yapilmasi gerekir. Bu igslem ya genin ta-
maminin PCR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilen
urtinde ya da gen pargasi bir alict plazmide
klonlanmus ise plazmidde yapilir.

5. Dizinin gen bankasinda kiyaslanmasi
ve adlandirilmaszt: Elde edilen dizi GenBankasi-
na karsi1 kiyaslanarak bilinen bir enzim mi yok-
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sa yeni bir GSBL ile mi kars1 karsiya oldugumu-
zu anlariz. Yeni bir enzimi isimlendirmek icin
http://www.lahey.org/Studies/ sitesinden
faydalanmak gerekir.
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