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Ozet

Klasik TEM ve SHYV tiirii enzimlerden nokta mutasyonu ile gelismis olan Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL), son 30
yilda 6nemli bir diren¢ mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmis olup tanimlanan enzim sayist 200’e ulagsmistir. Bu enzimleri kodlayan
genlerin ¢ogu plazmidler ile yayilim gostermekte ve genellikle beraberinde beta-laktam yapisinda olmayan diger antibiyotiklere
kars1 da direng genleri tasimaktadir. En uygun tedavi segeneklerinin belirlenmesi i¢in Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ve diger standart rehberlerde 6zellikle Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlari igin rutin olarak GSBL
varligimmin tarama ve dogrulama testleri ile arastirilmasi Onerilmektedir. Bu amacla gelistirilen testlerin ¢ogu iretilen enzimin
klavulanik asit varliginda inhibisyonunun gozlenmesi esasma dayanir. Rutin laboratuar uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan
Cift Disk Sinerji yontemi, ucuz ve uygulamasi kolay bir yontem olarak tatmin edici sonuglar vermektedir. Ancak bu testte sonug
alinmasi i¢in en az 18-24 saat gerekmekte ve bazi enzim tiirleri saptanamayabilmektedir. Son yillarda gelistirilen kromojenik testler
ve molekiiler yontemlerle kisa siirede sonug alinabilse de uygulama zorluklari nedeniyle yaygin kullanimlar sinirli kalmaktadir. Bu
derlemede GSBL enzimlerinin klinik 6nemi, tiirleri ve in vitro tanida kullanilan yontemler tizerinde durulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Direng, GSBL, E. coli, K. pneumoniae.

Abstract

Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs) which develop from classic TEM and SHV beta-lactamases by point mutations have
been emerged as significant resistance mechanisms for last 30 years, and their number has reached about 200. The most of the genes
encoding these enzymes are transferred on the plasmids and they frequently co-transfer some genes that are responsible for the
resistance to other antimicrobials which are not in beta-lactam structure. To select the most appropriate therapy choices, some
guidelines including Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) have recommended to routinely determine the production of
ESBLs with applying screening and confirmative tests for Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates. Majority of the tests
for ESBLs detection are based on the visualization of the enzyme inhibition in the presence of clavulonic acid. Double Disc Synergy
test, one of the most widespreadly used in the routine laboratory interventions, is a cheap and easy-to-apply method, and gives
satisfactory results. However, in this test, 18-24 hours are required to obtain the result, and some types of enzymes can not be
identified. The chromogenic tests and molecular methods which are developed in the recent years may give result in a shorter time,
but their usages are limited due to difficulties for application. In this review, clinical importance of ESBL enzymes, their types and in
vitro diagnostic methods will be discussed.
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Giris

Beta-laktamlar, gosterdikleri iistiin etki spektrumlari,
mikroorganizmalar i¢in yiiksek ve secici toksisiteleri,
neredeyse tiim yas gruplarinda uygulanabilir olmalari,
diger gruplara gore relatif olarak disik yan etki
insidanslar1 ve tiim viicut sivilarina olan {istiin dagilim
ozellikleri nedeniyle gliniimiizde en c¢ok regete edilen
antibiyotikler olmustur. Lisansli tiim antibiyotikler
icinde bu ilaglarin sayisal agirhgr %70’e yakindir.
Ancak,  gereksiz-uygunsuz-yogun  kullanim  ve
hastanelerde infeksiyon kontrol ydntemlerinin yeteri
kadar uygulanmamas: nedeniyle bakterilerin bu
antibiyotiklere olan direnci yillar icinde hizla artmustir.
Beta-laktamaz sentezi enterik Gram negatif bakteriler
icin en Onemli antibiyotik diren¢ mekanizmasidir.
Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid
baginit pargalayarak etki gosterirler. Beta-laktamaz
genleri, bakteride kromozom kontroliinde veya plazmid

ya da transpozonlarda yerlesmis genler {izerinde
kodlanmaktadir. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi
plazmid kaynakl beta-laktamazlar Enterobacteriaceae
iiyeleri arasinda yaygin bulunan enzimler olup, bunlar
plazmidler araciligryla diger bakterilere aktarilirlar (1).
Plazmid kaynakli  beta-laktamazlar, baslangigta
penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize
edebilen enzimler iken sonralart bu enzimleri kodlayan
genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucu genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) adi verilen,
i¢iincii kusak sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize
edebilen yeni beta-laktamazlar olarak tanimlanmigtir
(2). Bu enzimlerin en onemli Ozelligi genellikle
klavulanik asit, daha az olarak da sulbaktam veya
tazobaktam gibi inhibitdrlere duyarli olmalaridir.
GSBL enzimleri esas olarak TEM ve SHV
enzimlerinden koken alsalar da TEM ve SHV kokenli
olmayan CTX-M, OXA-1, PER-1, PER-2 gibi yeni
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plazmid kaynakli GSBL’ler de tanimlanmistir. Bu yeni
enzimler sefamisinler de dahil olmak iizere tiim
sefalosporinlere karst etkilidir (3). GSBL’ler iilkemizde
ve tlim diinyada yaygin olarak bulunur. Giiniimiizde
200°den fazla GSBL tanimlanmustir (4).

GSBL iireten suslarla olusan infeksiyonlar siklikla,
hastanede uzun siire yatan, bilyiik cerrahi operasyon
geciren, arteriyel ve iriner kateteri olan ve ozellikle
yogun bakim servislerindeki hastalarda goriilmektedir.
ancak son yillarda toplum kokenli infeksiyonlarda da
sikligimn arttif1 goriilmiistiir. GSBL’ler en sik hastane
kokenli Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli
suslarinda goriilmekle birlikte diger

Enterobacteriaceae iiyelerinde de saptanmaktadir (5).

GSBL  enzimleri plazmid araciligiyla  kolay
yayilmalari, salginlara yol acabilmeleri, bu suslarin
etken oldugu infeksiyonlarda tedavi basarisizligi ve
mortalite artis1 gibi ciddi klinik problemlerin ortaya
cikist nedeniyle giiniimiiz hastanelerinde onemli bir
diren¢ mekanizmast haline gelmistir. Bu nedenle bu
enzimlerin laboratuarda iyi tamimlanmasi tedavinin
dogru yonlendirilmesi bakimindan énem tagir.

Beta-laktamazlarin kisa tarihi

Beta-laktamazlar; beta-laktam halkasinda bulunan
amid bagini parcalayarak bu tiir antibiyotikleri etkisiz
hale getiren enzimlerdir. Penisilin, 1928 yilinda
Alexander Fleming tarafindan kesfedildikten sonra
1940 yilinda Abraham ve Chain E. coli'den elde
ettikleri Oziitlin penisilinin etkisini ortadan kaldirdigin
gostermislerdir. Bu arastiricilar elde ettikleri enzime
"penisilinaz" adini1 vermislerdir (6).

1960'1ardan  sonra  semisentetik  penisilinler,
metisilin ve ampisilin, 1. kusak sefalosporinlerden
sefaloridin ve sefalotinin gelistirilmesiyle Gram
negatif comaklarda bulunan beta-laktamazlar dnemli
bir diren¢ mekanizmas: haline gelmistir. Gram
negatif bakterilerde ¢ok daha fazla cesitte beta-
laktamaz bulundugundan ve plazmid kontroliinde
sentezlenebildiginden ¢ok kisa siirede direncgte artig
gdzlenmistir.

Beta-laktamazlarla hidrolize olmayan yeni beta-
laktamlarin gelistirilmesi 1980°1i yillarda 3. kusak
sefalosporinlerin yaygin olarak kullanilmasina yol
acmustir. Almanya'da 1983 yilinda bir
K. pneumoniae susunda, 3. kusak sefalosporinleri de
parcalayan plazmid kaynakli bir beta-laktamaz
bulunmustur (7). Bu yeni beta-laktamaz Klebsiella
spp. tirlerinde sik olarak bulunan SHV-1 beta-
laktamazindan mutasyonla olusan SHV-2 enzimidir.
Ardindan, Fransa'da seftazidime direncli
K.pneumoniae suslarinda, seftazidimi hidrolize eden
TEM-2 enziminden yalmz iki aminoasit farki
bulunan plazmid kaynakl1 beta-laktamaz
belirlenmistir (3).

Beta-laktamazlarin siiflandirilmasinda en stk Ambler
molekiiler siniflandirmasi ile Bush-Jacoby-Medeiros
fonksiyonel simflandirmasi kullamlmaktadir (8, 9).
Ambler siniflandirmasinda beta-laktamazlar, enzimleri
kodlayan niikleotid dizilerine gore dort simifa ayrilir.
A, C ve D smifi beta-laktamazlar serin beta-
laktamazlar; B simifi beta-laktamazlar ise metallo-
beta laktamazlar olarak isimlendirilirler. Beta-
laktamazlarin en yeni simiflandirma semasi olan Bush,
Jacoby = ve  Medeirios  tarafindan  yapilan
siniflandirmada ise beta-laktamazlar biyokimyasal
ozelliklerine ve substrat profillerine gore dort gruba
ayrilir.

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, Ambler
molekiiler sinif A’da yer alan grup 2be, grup 2e ve
smif D (grup 2d) beta-laktamazlardan olusur. Bu
enzimlerin  etki  spektrumlarinin  oksimino-beta-
laktamlar1 da kapsamasi nedeniyle genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar olarak adlandirilmislardir.
GSBL’ler; genis spektrumlu penisilinlere, 1., 2., ve
3. jenerasyon sefalosporinlere ve kismen sefepime
etkili, karbapenemlere, sefamisinlere ve beta-
laktamaz inhibitorlerine etkisizdirler.

Klasik olarak tanimlanan GSBL’lerin biiyiik
¢ogunlugu TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerinden
koken almistir. Koken alinan ana enzimin molekiiler
yapisindaki aminoasitlerden bir ile dordiiniin yerine
farkli aminoasitlerin gelmesi sonucu GSBL’lar
olusur. Giiniimiizde TEM tiirii beta-laktamazlarin
sayist 130°u, SHV tiirii beta-laktamazlarinki 50’yi
gecmistir. Bu ii¢ enzimin tiirevleri disinda son
yillarda bunlardan koéken almayan CTX-M, PER,
VEB gibi genislemis spektrumlu enzimlerin
sayisinda artis olmustur (10). SHV ve TEM tiirevi
enzimler grup A’da yer almaktadir. OXA tiirevi olan
GSBL’ler ise grup D’de yer alan oksasilinazlardir.
GSBL tiirii enzimler Gram negatif bakterilerde
siklikla bulunmaktadir. Ozellikle
Enterobacteriaceae ailesinden K. pneumoniae’da en
sik gozlenmekle birlikte E. coli ve Salmonella
spp.’de de siklig1 artmaktadir (11).
Enterobacteriaceae ailesi disinda GSBL iireten
mikroorganizmalarin sikligi daha az olup bunlarin
iginde en sik P. aeruginosa’da gdzlenmektedir (12).

GSBL Tiirleri

TEM grubu GSBL’ler

Plazmid kokenli bilinen en eski enzim olan TEM-1,
ampisilin, penisilin ve birinci kusak sefalosporin
direncine neden olur. TEM-1, Gram negatif
bakterilerde en sik kodlanan enzimdir ve ampisiline
direngli E. coli’lerin %90’inda direngten bu enzim
sorumludur. TEM-1'in  yapisinda bir aminoasit
degisikligine (39. pozisyondaki glutamin yerine lizinin
gecmesi) neden olan mutasyon sonucu TEM-2, bu
enzimin yapisinda 2 aminoasit degisikligi ile de TEM-
3 ortaya ¢ikar. TEM-1 ve TEM-2 etki spektrumu

acgigindan benzer penisilinazlardir. Siklikla
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transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu
enzimler olup; penisilin ve birinci  kusak
sefalosporinleri hidroliz edebilirler. Ancak oksiimino-
sefalosporinlere kars1 aktiviteleri yoktur (13).

flk TEM varyantimn bildirimden giiniimiize kadar,
mutasyonlar sonucu gelisen aminoasit degisikliklerinin
kombinasyonlar1 sonucu 150°den fazla bu enzimin yeni
tiirii tammlanmstir. Birgogu GSBL aktivitesine sahip
iken, bazi varyantlar inhibitdr direngli beta-laktamaz
ozelligindedir (14). Inhibitér direncli TEM (IRT)
tiiriindeki enzimler, genis spektrumlu sefalosporinleri
inhibe etmediklerinden gercek anlamda GSBL olarak
kabul edilmezler. Giiniimiizde sayis1 20’den fazla
bulunan IRT tiirii enzimler klasik GSBL’lerin aksine
beta-laktamaz inhibitorlerinin  etkilerine (6zellikle
sulbaktam ve klavulanik asit) kars1 direnglidir. Ancak
tazobaktam bu enzimleri inhibe edebilmektedir.

TEM kokenli GSBL’ler en stk E. coli ve K.
pneumoniae’da  tanimlanmug  olmakla  birlikte,
Salmonella  spp, Proteus mirabilis, Morganella

morganii ve Pseudomonas aeruginosa tirlerinde de
bulunabilmektedir (15).

SHYV grubu GSBL’ler

SHV-1 enzimi en sik K. pneumoniae’da bulunur ve bu
bakterideki plazmid aracili ampisilin direncinin
yaklasik %20’sinden sorumludur. Bu enzimin iretimi
ile ampisilin, tikarsilin ve piperasiline kars: direng
olusturmaktadir. ~ Oksiimino-sefalosporinlere  kars1
aktivitesi yoktur (15). SHV tiirii enzimlerin ilk tiirevi
1983  wyilinda bulunmus ve SHV-2 olarak
tanimlanmustir. TEM grubu GSBL’lere kiyasla SHV-
1’den kdken alan enzim sayis1 ve aminoasit degisikligi
olan pozisyonlar daha azdir. Bunlarda karakteristik
degisiklik 238. pozisyonda glisin yerine serin, 240.
pozisyonda glutamin yerine lizin girmesidir. Sonugta
238. pozisyondaki serin rezidiisii seftazidime, 240.
pozisyondaki lizin rezidiisii ise sefotaksime Kkarsi
hidroliz etkinligi ac¢isindan o6nemlidir. SHV grubu
enzimler K. pneumoniae’dan baska Citrobacter
diversus, E. coli ve P. aeuroginosa’da bildirilmistir.

CTX-M grubu GSBL’ler

Bu grup enzimler substrat olarak sefotaksimi tercih
etmektedir. CTX-M tipi beta-laktamaz ilk olarak 1989
yilinda Almanya’da E.coli susunda saptanmustir. Daha
sonra, Salmonella typhimurium ve E. coli basta olmak
lzere bircok FEnterobacteriaceae tlirliinde iretimi
gosterilmistir. Giinlimiizde yaklasik 80’den fazla CTX-
M enzimi bildirilmistir (4). CTX-M enziminin kaynag1
TEM ve SHV enzimlerine gore farklidir. SHV ve TEM
tip GSBL’ler onciil enzimlerden  aminoasit
degisiklikleriyle olusurken, CTX-M tip GSBL’ler
konjugatif plazmid ya da transpozon aracilig1 ile baska
bakteriden horizontal gen transferiyle olusurlar. CTX-
M enzimlerini iireten mikroorganizmalarin ¢ogunlukla
hastane infeksiyonlarindan izole edilmelerine karsin
SHV ve TEM enzimlerinden farkli olarak Vibrio
cholerae, tifo dis1 Salmonella spp. ve Shigella spp. gibi

toplum  kaynakli infeksiyon etkenlerinde de
bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda
yaygin kullanimmm CTX-M enzimlerinin ortaya
¢ikisinda rol oynadig diistiniilmektedir. CTX-M grubu
enzimlerin sayl1sl hizla artmaktadir.
Enterobacteriaceae  izolatlarinda saptanan bu
enzimler, diinyanin bir¢ok yerinden rapor edilmistir

(16).

OXA grubu GSBL’ler

OXA tip beta-laktamazlar oksasilini hidrolize etme
yeteneklerinden dolayr bu ismi almislardir. Bu grup
enzimler fonksiyonel grup 2d ve molekiiler simf
D’de yer almalartyla TEM ve SHV enzimlerinden
ayrilirlar. En sik P. aeruginosa’da bulunmakla
birlikte diger Gram negatif bakterilerde de
saptanmaktadir. En yaygin olam1 OXA-1 beta-
laktamazidir ve E. coli suglarinin %1-10’unda
bulunmaktadir (17). Bu enzimlerin OXA-1 den OXA-
10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu olup substrat olarak
oksasilin ve kloksasilini tercih ederler (15, 17, 18).

TEM ve SHV’de oldugu gibi aminoasit dizilerindeki
nokta mutasyonlar1 sonucu oksiimino-sefalosporinleri
hidrolize edebilen genis spektrumlu enzimler olarak
gelismislerdir (19). OXA-11, 14, 15 ve 16 seftazidim
direncine yol agarken, OXA-17 sefotaksim direnci
olusturmaktadir. OXA-31 ise sefepime direng
olustururken seftazidime duyarlidir (20). OXA-24
ayrica karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. Ancak
bu enzim bir GSBL tiirt olarak
simflandirilmamaktadir.  Bu  enzimlerin  Onemi,
klavulanik asit ve sulbaktama direngli olmalar1 ve
hemen daima hastane infeksiyonlarindan soyutlanan
koékenlerden saptanmalaridir (6).

PER grubu GSBL’ler

PER enzimleri ile TEM ve SHV tipi GSBL’ler DNA
baz dizileri bakimindan %25-27 oraninda homoloji
gosterirler (21, 22). Ik olarak Fransa’da bir Tiirk
hastadan izole edilen bir P. aeruginosa susunda
saptanmistir.  PER-1  enzimi  penisilin  ve
sefasporinleri hidrolize eder ve klavulanik asit ile
inhibe olur (23). P. aeruginosa disinda Salmonella
typhimurium, Acinetobacter baumannii, A. faecalis
ve P. mirabilis suslarinda da gosterilmistir (24, 25).
PER-1 ile %86 homoloji gosteren PER-2 enzimi
sadece Giiney Afrika’dan bildirilmistir (22).

VEB grubu GSBL’ler

VEB-1 enzimi; PER-1 ve PER-2 enzimleriyle %38
oraninda homoloji gosterir. Seftazidim, sefotaksim
ve aztreonama yiiksek diizeyde direng gosterirler ve
klavulanik asit ile inhibe olurlar. VEB-1 ilk olarak
Vietnam’da bir E. coli susunda saptanmistir (26).

GES grubu GSBL’ler
GES-1 ilk olarak Fransa’da K. pneumoniae susunda
saptanmustir (27).
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Diger GSBL’ler

Genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize etme
yetenegine sahip BES-1, TLA-1, TOHO-1-2, BES,
SFO, TLA ve IBC gibi GSBL’ler bildirilmistir (28).

GSBL epidemiyolojisi

GSBL iireten organizmalarin sayis1 tiim diinyada hizla
artmaktadir. GSBL prevalansimin iilkeler, sehirler,
hastaneler arasinda degistigi; hatta ayni hastanedeki
servisler  arasinda  dahi  farklibklar  gosterdigi
bildirilmektedir (29). Yapilan calismalarda Klebsiella
izolatlarinda GSBL orami Latin Amerika’da %42.7,
Avrupa’da %21.7, Kuzey Amerika’da %>5.8 olarak
bildirilmistir (30). Tonkic ve ark. (31) yaptiklar
calismada GSBL oranimmi E. coli'de %4.7, K
pneumoniae’da ise %36.8 olarak bulmuslardir. Son
yillarda iilkemizde E.coli izolatlarinda %7.2-32,
Klebsiella spp. izolatlarinda ise %42-56.5 arasinda
degisen oranlarda GSBL pozitifligi tespit edilmistir
(32-34).

TEM ve SHV tipi enzimler doksanl yillarda en sik
gozlenen GSBL enzimleri olup oOzellikle K
pneumoniae’de sik goriilmekteydi (24). Giinlimiizde
yapilan caligmalarda ise CTX-M enzimlerinin daha
yaygin hale geldigi ve 6zellikle toplum kokenli E. coli
tiirlerinde bu enzimlerin stk goriildiigi bildirilmistir
(16, 24). CTX-M-3, SHV-2 ve SHV-5 Dogu Avrupa
iilkelerinde hizla yayilmaktadir (35). Ulkemizde ise en
stk  CTX-M-15  goriiliitken  (27), OXA-48
karbapenemaz {iireten K. pneumoniae izolatlarinin ve
SHV-12  enziminin de sikhiginin arttifi  da
bildirilmektedir (36).

Giiniimiizde GSBL iireten mikroorganizmalarin neden
oldugu enfeksiyonlar, Ozellikle yogun bakim
iinitelerinde yiiksek mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir. Celebi ve ark. (37) yaptiklar calismada
E.coli suslarinda GSBL prevalansii %54.4 olarak
saptarken, mortalite oranini GSBL {iretmeyen E.coli
enfeksiyonlarinda %8, GSBL  iireten  E.coli
enfeksiyonlarinda ise %24.3 olarak bildirmislerdir.

GSBL’larin klinikte neden oldugu sorunlar
a-Diren¢: GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte
neden oldugu sorunlarin basinda bu enzimleri
sentezleyen bakterilerin yol agtifi direng problemi
gelmektedir. Bu enzimlerden birini sentezleyen Gram
negatif bakteri saptandiginda tiim genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama karst direngli olarak
kabul edilmelidir. Ayrica bu enzimleri kodlayan
plazmidler ayni zamanda birgok beta-laktam disi
antibiyotige karsi genetik materyal tasiyabilmektedir.
Dolayistyla GSBL  pozitif bir bakteride basta
aminoglikozidler olmak {izere kinolon, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametoksazol direnci
de es zamanli olarak bulunabilir (38).

b-Hastalarin kolonizasyonu: Hastanede yatan

hastalarda ~ GSBL sentezleyen bakterilerle

kolonizasyonu arttiran ¢esitli risk  faktorleri
tanimlanmistir. Bunlar arasinda uzun  siireli
antibiyotik kullanimi, uzun siire yogun bakimda
yatma, altta yatan ciddi ve agir hastalik varligi,
invaziv isleme maruz kalma sayilabilir.

c-Laboratuvarda GSBL saptanmasinda
karsilasilan sorunlar: GSBL sentezleyen bir
bakteri, sentezledigi enzimin farkli sefalosporinlere
afinitesinin degisik olmasi ve inokulum etkisi gibi
nedenlerle {iglincii kusak sefalosporinlere duyarli
gibi goriinebilir.

GSBL tam yontemleri

Enterobacteriaceae  tiirlerinin ~ GSBL  iiretim
prevalansinda artis, klinik izolatlarda yaygin olmalari,
plazmid aracilig1 ile kolay yayilmalari, salgin, sagaltim
basarisizligl, mortalite artmasi gibi ciddi klinik
problemlere neden olmalari, rutin duyarlilik testleri ile
tanimlanmalarimin  gii¢  olmasi ve nedeniyle 6zel
yontemler ile dogru saptanmalar1 gerekmektedir (39).
GSBL  iireten  bakteriler = genis  spektrumlu
sefalosporinlere ve aztreonama direngli olduklari halde
rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarli olarak
bulunabilirler ve tedavi sirasinda sorunlara yol
acabilirler.

Klebsiella pneumoniae, E. coli, P. mirabilis ve
Klebsiella oxytoca’da, GSBL enzimlerinin saptanmasi
icin CLSI tarafindan fenotipik tarama ve dogrulama
testlerinin kullamilmasini 6nerilmistir.

Tablo 1. GSBL’lar igin tarama testi olarak &nerilen
inhibisyon zonu ve MiK degerleri

Inhibisyon MIiK
Antibiyotik zonu (mm) (ng/mL)
Sefotaksim <27 >2
Seftriakson <25 >2
Seftazidim <22 >2
Sefpodoksim <17 >8
Aztreonam <27 >2

GSBL tarama testleri

CLSI, sivi mikrodiliisyon testi ile sefotaksim,
seftazidim, seftriakson, aztreonam MIK degerleri >2
ug/mL, sefpodoksim MIK degeri ise >8 pg/mL
olarak saptandiginda; ya da disk difiizyon testinde
seftazidim inhibisyon zon g¢apmnin <22 mm,
sefpodoksim zon capmin <17 mm, aztreonam ve
sefotaksim zon ¢aplarinin <27 mm; seftriakson zon
capinin <25 mm oldugu durumlarda GSBL varlig1
icin dogrulama testi yapilmasini 6nermektedir (40)
Fenotipik dogrulama yontemlerden hi¢ birisi Gram
negatif bakterilerde GSBL yoniinden %100 duyarl
ve Ozgil degildir. Giiniimiizde klinik izolatlarda
GSBL’nin dogru tanimlanmas: gerekliligi tiim klinik
mikrobiyoloji laboratuarlarinca benimsenmistir.
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GSBL dogrulama testleri
Dogrulama testlerinde GSBL’lerin beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarl olma 6zelliginden
faydalanilmaktadir. Sik olarak kullanilan yontemler
sunlardir.
1. Kombine disk yontemi
Cift disk sinerji yontemi
E test yontemi
Mikrodiliisyon yontemi
Ug boyutlu test
Boronik asit yontemi

N A e

Otomatize sistemler

1-Kombine disk yontemi

McFarland 0.5 standart yogunlugundaki bakteri
siispansiyonunun yayildigi Mueller-Hinton besiyerine
klavulanik asit (10 pg) igeren ve igcermeyen
seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 pg) diskleri
yerlestirilir. Bir gece 35°C’de inkiibasyondan sonra,
klavulanik asit iceren ve igermeyen disklerin
etrafindaki inhibisyon zonlar1 olgtilerek
karsilastirilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki
inhibisyon zonu, klavulanik asit icermeyen disk
etrafindaki inhibisyon zonundan > 5 mm daha genis
olan suslar, GSBL iiretimi acgisindan pozitif olarak
kabul edilir (39) (Sekil 1) .

2-Cift disk sinerji yontemi

Jarlier ve arkadaslari (41) tarafindan gelistirilen ve
GSBL’nin  belirlenmesinde en yaygin kullanilan
testlerden  biridir. McFarland 0,5 bulamklik
standardina esdeger olacak sekilde hazirlanan
bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton besiyerine
yayilir. Plagin ortasina bir amoksisilin-klavulanik
asit diski (AMC 20/10pg) ile disk merkezleri
arasindaki uzaklik 30 mm olacak sekilde seftazidim
(CAZ), seftriakson (CRO) veya sefotaksim (CTX),
aztreonam (ATM) veya sefpodoksim (POD) diskleri
yerlestirilir. On sekiz saat 35°C'de inkiibasyondan
sonra test edilen sefalosporin veya aztreonam
etrafindaki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru
genislemesi veya arada bakterinin iiremedigi bir
sinerji alanmin bulunmasi GSBL varligin1 gosterir
(39) (Sekil 2).

3-E-test yontemi

“B-test ESBL” stripleri (AB Biodisk, Isveg), bir
ucunda seftazidim (TZ), diger ucunda seftazidim ve
klavulanik asit (TZL) igerecek sekilde
hazirlanmistir.  Disk  difiizyon igin  bildirilen
standartlarda hazirlanan plaklarda inkiibasyondan
sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi deger
MIK degerini vermektedir. TZ ve TZL MIK
degerleri birbirine oranlandiginda MIK degerinde >
8 kat fazla azalma olmasi GSBL varligim1 gosterir.
Benzer sekilde sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik
asit (CT-CTL) igeren E-test stripleri de
bulunmaktadir (Sekil 3).

Sekil 1. Kombine disk yontemi. a: seftazidim (30 pg), b:
seftazidim/klavulanik asit (30/10 pg) (39).

4-Mikrodiliisyon yontemi

Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek
basina hem de klavulanik asit varliginda saptanir.
Klavulanik asit varliginda MIK degerlerinde >8 kat
azalma GSBL gostergesi olarak kabul edilir (39).

5-Uc boyutlu test (M3D)

Bakterilerin kanli agar besiyerlerindeki bir gecelik
taze pasajlarindan hazirlanan 0,5 McFarland
bulanikligindaki siispansiyonlar1 Triptic Soy Broth
(TSB) (Merck, Almanya) besiyerine ekilerek
35°C’de dort saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda
hiicreler santrifiij edilerek ve ardindan bes kez
dondurulup ¢dzdiiriilerek enzim ekstraksiyonu
yapilir. Standart disk difiizyon testi igin Mueller
Hinton agara ATCC 25922 E. coli susu inokiile
edilerek plagin ortasina sefoksitin (30 pg) diski
konulur. Diskten 5 mm uzaklikta olacak sekilde
steril bistiiriyle yariklar agilir ve yariklara pipet
yardimiyla 25-30 pL elde edilen enzimlerden
konulur. Petriler 35 °C’lik etiivde bir gece
inkiibasyona birakilir. Ertesi giin inhibisyon zonuyla
kesisen yariklardaki suslardan 3 mm’ye esit ve 3
mm’den fazla distorsiyona neden olanlar ‘g
boyutlu test pozitif” olarak kabul edilir (42).

6-Boronik asit yontemi

Bu yontemde Boronik asidin AmpC beta-laktamaz
aktivitesini inhibe etme Ozelliginden yararlanilir.
Boronik asit yonteminin K. pneumoniae karbapenemaz
pozitif suslarmin belirlenmesinde olduk¢a basarili
oldugu bildirilmistir. Fakat ticari hazir elde edilebilir
olmamasi ve sonuglarin agtklanmasi i¢in bir giine daha
ihtiyag  duyulmast  nedeniyle  rutin  olarak
kullamilmamaktadir (43).

7-Otomatize sistemler

Bakteriyolojide kullanilan VITEK 2 (bioMerieux,
Marcy [D’Etoile/Fransa) ve Phoenix (Becton
Dickinson, Sparks, MD/ABD), Mikro-scan panel
test gibi otomatize sistemler de GSBL iireten suslari
saptayabilmektedirler. Bu sistemler; GSBL varligini
cesitli  kurallar1  isleterek tiim  penisilinleri,
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sefalosporinleri ve aztreonami direngli olarak rapor
ederler. Bu sistemlerin 6zellikle karbapenem
direngli K. pneumoniae suslarindaki direnci

saptamakta yetersiz oldugu bildirilmektedir (44).

Sekil 2. Cift disk sinerji yontemi. GSBL iireten
suslarda amoksisilin/klavulanik asit diskinin etrafina
(20-30 mm) yerlestirilen seftazidim, sefepim,
sefoksitin, aztreonam inhibisyon zon ¢aplarmm
genislemesi (35).

Sekil 3. E test ile GSBL tayini. Okunan MIK
degerlerine goére, CT/CTL >8 olmast durumunda
izolatin GSBL iirettigi kabul edilmektedir.

Hizh tam yontemleri

GSBL iireten bakteriler icin HMRZ-86 kromojenik
substratinin kullanildig: bazi yontemler
bildirilmistir. Bu kromojenik substratin  kan
kiiltiirlerine eklenmesi ile GSBL iireten bakterilerin
15 dakika-2 saat (s1v1 besiyerine pasaj yapildiginda)
icinde saptanmasi miimkiin olmaktadir (45). Bu
substratin kullanildigr Cica Beta Test (Kanto Chem,
Japonya; Mast Ingiltere) ile 2-15 dakikada GSBL,
AmpC ve metallobetalaktamaz iretimi
saptanabilmektedir.

Yine sefpodoksim igerdigi icin GSBL iireten
bakterileri se¢menin yani siwra E.coli, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter ve Proteae
grubu bakterilerin ayirimini yapabilen ChromID

ESBL (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) hizli
tan1 saglayan ticari kromojenik bir besiyeridir (46).
Bir bagka kromojenik besiyeri olan CHROMAgar
CTX’in ise, AmpC fireten izolatlarda bile CTX-M
pozitif Enterobacteriaceae iiyelerini saptayabildigi
bildirilmistir (47).

Molekiiler tam yontemleri

Spesifik GSBL tipini belirlemek i¢in molekiiler
yontemlere gerek vardir. GSBL'nin ilk belirlendigi
donemlerde izoelektrik noktanin belirlenmesi var olan
GSBL'leri  gostermek i¢in  yeterli olmaktaydi.
[zoelektrik odaklama ydntemi ile enzim tiplerinin
Ozgiil izoelektrik noktalar1 belirlenerek hangi gruba
dahil olduklari tahmin edilebilmektedir (48). Ancak
sayilart 150’nin iizerinde olan TEM tipi enzimlerin
cogu Ozdes izoelektrik noktasina sahip oldugundan
enzim tiplerinin sadece izoelektrik noktalara dayanarak
belirlenmesi artik miimkiin goriinmemektedir.

Glintimiizde 06zgiil enzim tipini belirlemek icin
molekiiler yontemlerin kullanilmasi gereklidir. En sik
ve en yaygin kullanilan molekiiler yontem beta-
laktamaz genlerine spesifik oligoniikleotid Onciillerin
kullamldigi PCR’dir. Bu yontemle ancak enzimin bagl
oldugu aile saptanabilir, enzim varyantlar: arasinda
ayiim yapilamaz (9). Bu amagla gelistirilen
oligotyping yontemi ile TEM-1, TEM-2 ayrim
yapilabilir  (49). Oligotyping metodunda nokta
mutasyonlart saptayabilen problar kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda sekans spesifik peptid nukleik
asit (PNA)-bazli multipleks PCR yonteminin bla-GES-
2 identifikasyonunda standart PCR ve sekans
yontemlerine oranla daha dogru sonu¢ verdigi
bildirilmektedir (50).

Enzim genlerindeki niikleotid degisikliklerini tam
olarak saptayabilen DNA dizi analizi yontemi ise halen
altin standart olma ozelligini korumakla birlikte,
maliyeti yiiksek ve emek gerektiren bir yontemdir.
Klinik izolatlarda GSBL varligin1 saptama amaciyla
kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo
2. de gosterilmistir.

Sonug¢

GSBL enzimleri tim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de yaygin olarak bulunmakta ve GSBL iireten Gram
negatif bakteri infeksiyonlar1 6nemli saglik sorunlarina
neden olmaktadir. Bu infeksiyonlarin tedavisinde beta-
laktam ajanlarin yaygin kullanimi GSBL {ireten bakteri
sikligimn artisina ve yeni tiirlerin ortaya ¢ikisina neden
olmustur.

GSBL siklig1 ve enzim tipleri tiim diinyada farkliliklar
gosterse de GSBL varligin1 ve enzim tipini belirlemek
epidemiyolojik  acidan  Onemlidir. Bu amagla
gelistirilen izoelektrik odaklama yontemi, beta-
laktamazlarin bir ¢ogunda izoelektrik noktalarin benzer
olmasi nedeniyle tiplendirmede yetersiz kalmaktadir.
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Tablo 2. Yontemlerin iistiinliiklerinin karsilastirilmasi.

Yontem Avantajlan Dezavantajlar

CLSI _GSBL tarama Uygulama ve yorum kolayligi GSBL’ler her zaman direngli olmayabilir
testleri

Cift disk sinerji Uygulama ve yorum kolaylig Diskler aras1 mesafeler halen standart degil

Uc boyutlu test Uygulama ve yorum kolayligi GSBL’ye 6zgiil degildir.

E test Uygulama kolayligi Duyarliligr ¢ift disk sinerji yonteminden daha diisiik

Otomatize sistemler

izoelektrik odaklama

PCR
Oligotiplendirme

PCR-RFLP

Niikleotid dizi analizi

Uygulama kolayligi

Olasi enzim gruplarini siniflandirarak

PCR testine onciil olma 6zelligindedir.

Kolay uygulama, gen ailesine spesifik
Ozgiil TEM varyantlar1 saptanabilir

Uygulama kolay, spesifik niikleotid
degisiklikleri saptanabilir

Altin standart. Yeni enzimler

saptanabilir

Karbapenem direngli K. pneumoniae suslarindaki
direnci saptamada diisiik duyarlilik

Uygulama zor, benzer izoelektrik noktali enzimleri ayirt
etmekte yetersiz

TEM ve SHV varyantlari arasinda ayrim yapmada
yetersiz
Yeni varyantlar tespit edilememekte

Spesifik niikleotid degisiminin saptanmalidir

Uygulanma zor, maliyet yiiksek

Ancak olasi enzimlerin gruplandirilmasini saglayarak
PCR gibi enzim smufin1 belirleyebilen molekiiler
testlere 6ncii olma dzelligi tagimaktadir. Ulkemizin
Avrupa iilkeleri i¢inde GSBL siklig1 en yiiksek olan
iilkeler arasinda yer almasi, hastanelerde GSBL iireten
bakterilerin sikliginin izlenmesini zorunlu kilmaktadir.
GSBL’lerin  hizli artist  ve salginlar, sagaltim
basarisizlig1, artan mortalite gibi ciddi sorunlara neden
olmalari, dogru saptanmalarini ve tiplendirilmelerini
gerektirmektedir.

Her gecen giin artan beta-laktam direncine karst her
hastanenin kendi infeksiyon ve antibiyotik kontrol
programlarimin giincellemesi ve titizlikle uygulamasi
gerekmektedir. Bakteriyel flora ozellikleri ve direng
profiline bagl olarak her kurulus kendisi i¢in en uygun
GSBL izleme ve dogrulama ydntemini saptayarak
uygulamast bu direncin yayilimimn azaltilmasinda
yararli olacaktir.
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