
ÖZET

Bu oturumda s›k rastlanan dört Gram negatif çomakta (Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa ve Aci-
netobacter) GSBL tan›mlamak için uygulanacak metotlar› ve algoritmay› tart›flaca¤›m. Rutin uygulamada fenotipik olarak
GSBL varl›¤› saptand›ktan sonra birtak›m moleküler genetik ve enzimatik deneyler yap›lmal›d›r. ‹zoelektrik odaklama, birta-
k›m plazmid deneyleri, PCR ile tarama, klonlama ve dizi verisinin de¤erlendirilmesi ifllemi bafll›ca metotlard›r.
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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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Genifllemifl spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) terimi genel olarak oksiimino-sefalospo-
rinleri inaktive eden Class A(1) enzimleri tan›m-
lar. ‹lk kez 1980’li y›llar›n bafl›nda Avrupa’da
fark edilmifl olan GSBL türü enzimler(2) günü-
müzde en yayg›n beta-laktam direnç mekaniz-
mas› olarak önemini korumaktad›r(3,5,6,8). Gü-
nümüzde rutin laboratuvar uygulamalar›nda
Gram negatif çomaklar›n antibiyotiklere duyar-
l›-dirençli olarak rapor edilmeleri yeterli kabul
edilmemekte ve ek olarak GSBL türü enzim var-
l›¤›n›n araflt›r›larak rapor edilmesi önerilmekte-
dir(4). Bu anlamda rutin laboratuvarlarda GSBL
tespit etmek için baz› fenotipik metotlar öneril-
mektedir. Bunlar›n tamam› klavulanik asitin
Class A GSBL türü enzimleri etkisizlefltirmesi
esas›na dayan›r.

Burada bu metotlardan bahsetmeyece¤im.
Daha ziyade araflt›rma laboratuvarlar›nda rutin
incelemede fenotipik olarak tespit edilmifl bir

GSBL türü enzimin tan›mlanmas› için izlenecek
metotlar› tart›flmaya çal›flaca¤›m. Fenotipik ola-
rak GSBL saptand›ktan sonra neler yapmam›z
gerekti¤i bu konuflman›n konusu olacak.

Konuyu detayland›rmadan önce iki nokta-
y› hat›rlatmak isterim: 1. Bu tür enzimleri ço¤u
kez Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeru-
ginosa ve Acinetobacter türlerinde görüyoruz ve
bu bakterilerden P.aeruginosa ve Acinetobacter
türleri birçok baflka içsel direnç mekanizmas› ta-
fl›d›¤› için fenotipik testler aldat›c› olabilmekte-
dir. 2. Art›k maalesef birçok -özellikle hastane
kökenli- izolatta birden fazla ve farkl› tür en-
zimler bir arada olmaktad›r ki bu da hem feno-
tipik hem de genotipik çal›flmalarda baz› zor-
luklar oluflturmaktad›r. Bu iki problemi akl›-
m›zda tutarak bir tek GSBL türü enzim yapan
bir E.coli izolat›nda enzimi tan›mlamak için ne-
ler yapmam›z gerekti¤ini tart›flaca¤›z.
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1. ‹zoelektrik odaklama(7): ‹lk yap›lmas›
gereken ifllemdir. Bu ifllem bize bakterinin kaç
adet enzim sald›¤›n› ve o enzimlerin pI de¤erle-
rini gösterecektir. Tek bir enzim ile karfl› karfl›ya
isek araflt›rmam›z daha kolay yürüyecek de-
mektir. Enzimin pI de¤eri bize genetik yap›s›
hakk›nda bilgi verir. Mesela TEM ailesine men-
sup enzimler asidik pH’da (<pI 6.5), SHV nötr
(baz› varyantlar ise bazik) ve CTX-M türü ise
bazik pH’da görülür.

2. Plasmid transferi: Özellikle E.coli ve
Klebsiella türlerinde bu deney çok baflar›l› ve
dolay›s› ile k›ymetlidir. Bir al›c› E.coli ile karfl›-
laflt›r›lan bakteri plazmidini (plazmidin özelli¤i
olarak) al›c› sufla aktarabilir. Bu durumda akta-
r›lan al›c›da da GSBL tespit ederiz. E¤er trans-
konjugasyon denilen bu istekli aktar›m gerçek-
leflmez ise bu sefer transformasyon denilen bir
prosedür uygulan›r. Bakterimizden plazmid
izole edilip bu plazmid al›c›ya aktar›l›r.

3. PCR ile beta-laktamaz geninin tespiti:
Bu ifllem al›c› E.coli ile yap›lmal›d›r. Bize hangi
tür olabilece¤i hakk›nda izoelektrik odaklama
deneyi bir bilgi vermifl idi. Bu bilginin yönlen-
dirdi¤i enzimler için PCR ile tarama yap›l›r. Me-
sela pI de¤eri 6.3 olan bir enzim görmüfl ve ak-
tarm›fl isek öncelikle TEM ailesi için evrensel bir
primer çifti ile tarama yap›l›r.

4. Klonlama ve dizi analizi: Bir GSBL tü-
rü enzimin ad›n› koyabilmek için mutlaka dizi
analizi yap›lmas› gerekir. Bu ifllem ya genin ta-
mam›n›n PCR ile ço¤alt›lmas› ile elde edilen
üründe ya da gen parças› bir al›c› plazmide
klonlanm›fl ise plazmidde yap›l›r.

5. Dizinin gen bankas›nda k›yaslanmas›
ve adland›r›lmas›: Elde edilen dizi GenBankas›-
na karfl› k›yaslanarak bilinen bir enzim mi yok-

sa yeni bir GSBL ile mi karfl› karfl›ya oldu¤umu-
zu anlar›z. Yeni bir enzimi isimlendirmek için
http://www.lahey.org/Studies/ sitesinden
faydalanmak gerekir.
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