UNIv,

@€y TURKIYE CUMHURIYET]
zEEed%  ANKARA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

1946

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN
GRAM NEGATIF ENTERiIK BAKTERILERDE
KARBAPENEMAZ VARLIGININ VE TiPLERININ
ARASTIRILMASI

Hiiseyin Haydar KUTLU

TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI
TIPTA UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Dog¢. Dr. Ebru US

2015-ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN
GRAM NEGATIF ENTERIK BAKTERILERDE
KARBAPENEMAZ VARLIGININ VE TiPLERININ
ARASTIRILMASI

Hiiseyin Haydar KUTLU

TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI
TIPTA UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. Ebru US

Bu tez, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 13L3330015 proje numarasi ile desteklenmistir.

2015-ANKARA



KABUL VE ONAY



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ..o i
ICINDEKILER .........oooviiiiieceeeeeeeeeseee ettt iii
SEKTLLER ......oooooiiitiiieieiceeee ettt ettt ettt et etete s et eseseseseseeeeesens Vi
(01172 ) 5 @] ) 1) ) 2 50RO viii
ONSOZ......ooiiete X
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........cocooooiiinincne, Xii
(O €1 0 21 £ 1
2. GENEL BILGILER .......cc.oooiiiiiiises s 3
2.1. Karbapenem Grubu AntibiyotiKIer...........cccocooeiiiii i 3
200 TArTRGe ... 3
2.1.2. KIMYASAL YAPL.....eoviiiiiiiiiiiesiesieeesie ettt 4
2.1.3. Etki meKanizmast ..............ccccoiiiiiiiiiiiiieee e 4
2.1.4. MiKkrobiyolojik aktiVIte ..........cccviieiieie e, 5

2.2. Karbapenem diFeNCi.........cuoiiiiiiieeie s 6
2.2.1. D1s membran proteinleri.................cccocciiiiii s 7
2.2.2. Penisilin baglayan proteinler (PBP’ler).............cccooeiiiiiiiiniiiiieen, 9
2.2.3. Beta-laktamazlar............cccoooiiiiiiie e 9

2.3. Karbapenemazlar ... 11
2.3.1. Siif A Karbapenemazlar ..................cccooviiiii 12
2.3.2. Siif B karbapenemazlar ... 16
2.3.3. Smif D karbapenamazlar ..................ccooo i 20

2.4. Karbapenemaz saptanmasl ...............ccccoooiiiiiiiiniii e 21
2.4.1. Modifiye HOOQGE TESTH......ceviiiiiieiieieieriee e 29
2.4.2. Inhibitor tabanli teStler ..............ccocovovveveveverceieeeseee e 30
2.4.3. Karbapenem iceren kromojenik besiyerleri ..............c..ccccccooviiininnnn 34
2.4.4, CaArba NP TSt ....ocviiiiiiiiiieicee s 35
2.4.5. MoleKiiler yontemler ...............c.ccocoeviiiiiiiiniiniene e 36

3. GEREC VE YONTEM .......cocooiiiitieeteeeet ettt en st 39



3.1. Bakteri izolatlarimin Elde Edilmesi ve Tiplendirimi............cccccecvvevevnnnne., 39

3.2. Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri...............ccccooooiiiiiiiiiii 39
3.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi ................cccccooveiveiniicinennenn, 40
3.2.2. GSBL aranmasl...........c.coociiiiiiiiiiiie i 43
3.2.3. Gradiyent difiizyon test yontemi .................ccccoecvviiiieiiiin i, 45

3.3. MOdifiye HOUQE TS ... 46
R 2 R ) < U SUPSRPPRIN 46
32302, YOMEEIM.....oooiiiiiiciii et 47

3.4. Multipleks PZR icin Bakterilerden DNA Eldesi ...............cc.cccceviviniiinnnne, 49
Bed 1 GEIEQ ...ttt 49
3e4.2. YOMEEIN......eoiiiiiii ettt 50

3.5. Multipleks PZR Yontemi ileKarbapenemaz Genlerinin Arastirilmasi... 50
3501  GIEC ...t 50
352, YOMEEIM......ooiiiiiciice et 52

3.6. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) ..o 57
3001, GEOIEC ... 58
300.2. YOMEEIM ..ot 60

3.7. Verilerin Analizi ve Istatistiksel Degerlendirme ...............c..cc.cccovorvvnnans. 65

4. BULGULAR ...ttt ettt st 67

4.1. Bakteri izolatlarmin Genel OzelliKIeri...................c.coccoovevveivevnerecninnne, 67

4.2. Bakteri izolatlarinda Karbapenemaz Genlerinin Varlhig ve Sikhigi........ 69

4.3. Bakteri. izolatlarinda Antibiyotik Duyarhlik Sonuclar1 ve Karbapenemaz

Genleriile IHSKISI.............oooiiiiiiiii e 75
4.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi ..............cccocooeiiniiiiinininnnnn, 75
4.3.2. GSBL ATanmask..........cccooooiiiiiiiiiiiiiii it 85
4.3.3. Gradiyent Difiizyon Testi..............ccccooniiiiiiiiiiiieee 86

4.4. Modifiye Hodge Testi Sonuclari................ccccoooiiiiin 89

4.5. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) Sonuglari.............cccccooeiininnnnnn. 91
4.5.1. K. pneumoniae izolatlar: icin PFGE Sonugclari...................cccoouenn..... 91
4.5.2. E. coli izolatlar1 icin PFGE Sonuclari ...........c.c.cocoovovvevivveecenn, 99
4.5.3. E. cloacae Izolatlar1 icin PFGE Sonuclari..............cccocooveveveeennnn. 101
4.5.4. E. aerogenes izolatlari icin PFGE Sonuclari..............cccocoooevuenn.. 102
4.5.4. K. oxytoca izolatlar: i¢cin PFGE Sonuglari................ccc.cocoovevvunnnnn. 102

5. TARTISMA ... ettt bttt nne e 104



6. SONUC ve ONERILER...........c.cooooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee et 119
(01 ) NPT 123
SUMMARY ..ooooiereeeece e ies st ses st s s s s st st sneansanens 125
KAYNAKLAR ..ottt sttt sttt 127



SEKILLER

Sekil 2. 1. Farkli B-laktam grubu antibiyotiklerin bisiklik ¢ekirdeklerinin kimyasal

VAPTLAT L. 4
Sekil 2. 2. Siif A karbapenemazlardaki hidrojen bag agini gisteren sema.............. 13
Sekil 2. 3. Sokak tipi K. pneumoniae suslarmin meropenem igin MiK degerlerinin
AGIIMI L 24
Sekil 2. 4. Sokak tipi K. pneumoniae suslariin disk difiizyon metodu ile elde edilen
meropenem zon ¢api degerlerinin dagilimi.........ccoovviiiiiiiiiiicic s 25
Sekil 2. 5. Karbapenemaz iireticilerinin saptanmasina yonelik algoritma................. 28

Sekil 2. 6. EUCAST e gore inhibitdr tabanli testler ile karbapenemaz saptama
ALZOTIEIMIAST ..t 31

Sekil 3. 1. 100 mm’lik Mueller Hinton agar plaginda gergeklestirilen modifiye

(0T 0= LTS S SSSTS 48
Sekil 4. 1. Incelenen drneklerin kliniklere gore dagilimi..........cccovvcveveverriercvevernnnn. 67
Sekil 4. 2. Ornek tiirlerine gore dagilim...........ccccoveueveveiriiiirerereeeeeeee e 68
Sekil 4. 3. Orneklerden izole edilen bakterilerin tiirlere gére dagilimi..................... 69
Sekil 4. 4. OXA-48 iireten izolatlarin bakteri tiirlerine gore dagilimi ..........c..ce...e. 70
Sekil 4. 5. OXA-48 tireticilerinin izole edildikleri kliniklere gore dagilima.............. 72
Sekil 4. 6. K. pneumoniae izolatlarinda PZR ile saptanan karbapenemaz genlerinin
AZIIMI Lo 74
Sekil 4. 7. Enterobacter tiirlerinde PZR ile saptanan karbapenemaz genlerinin
AGIIIML 1t 75
Sekil 4. 8. Izolatlarin karbapenem ve sefalosporin grubu antimikrobiyaller igin
duyarlilik Kate@OrileTi.......couiiiiiiiiiiieiic e 76
Sekil 4. 9. izolatlarm monobaktam, aminoglikozit, kinolon ve diger antimikrobiyaller
icin duyarlilik Kate@OTileTi.......cuviiiiiiiiieic e 77
Sekil 4. 10. Klebsiella tiirleri i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglari........... 78
Sekil 4. 11. E. coli izolatlar1 i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglart ............ 78
Sekil 4. 12. Enterobacter tiirleri i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglart....... 79

Vi



Sekil 4. 13. Ertapenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilima.... 81
Sekil 4. 14. Imipenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimu..... 82
Sekil 4. 15. Meropenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimi.. 83
Sekil 4. 16. Doripenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimi ... 84
Sekil 4. 17. GSBL pozitif izolatlarin bakteri tiirleri i¢indeki dagilim yiizdeleri........ 85
Sekil 4. 18. Gradiyent difiizyon yontemi ile hesaplanan ertepenem MIK degerlerinin

dagilim aralIKIATT .....ccvviiiiie i 86
Sekil 4. 19. Gradiyent difiizyon ydntemi ile hesaplanan meropenem MIK

degerlerinin dagilim aralikIart..........coociiiiiiiii i 87
Sekil 4. 20. K. pneumoniae izolatlarina ait PFGE dendogrami ...........cc.coovvviiennnne. 92

Sekil 4. 21. Pulsotip A’da yer alan izolatlarin Kirby-Bauer disk difiizyon testi
100 01011 F: 3 5 PSP 95
Sekil 4. 22. Pulsotip B’de yer alan izolatlarin Kirby-Bauer disk difiizyon testi
SOTMUGTATT .ttt sttt b e sb e e bt e s s e et e e ent e e sbe e e nbeenbeeentee e 97

Sekil 4. 23. Pulsotip C’de yer alan izolatlarin Kirby-Bauer disk diflizyon testi

103 01013 F: 3 PSP 99
Sekil 4. 24. E. coli izolatlarina ait PFGE dendogrami ...........cccccoceviieniiinnnienennn, 100
Sekil 4. 25. E. cloacae izolatlarina ait PFGE dendogrami...........cccccoceviiiniiininennn, 101
Sekil 4. 26.E. aerogenes izolatlarina ait PFGE dendogrami............cccocovoveniinnene. 102
Sekil 4. 27. K. oxytoca izolatlarina ait PFGE dendogrami............c.ccccvvcviiinnnnnene. 103

vii



CIZELGELER

Cizelge 2. 1. Gram negatif bakterilerdeki ana B-laktamaz gruplari............ccccooevenee. 11
Cizelge 2. 2. Avrupa kilavuzuna (EUCAST, 2015) gore Enterobacteriaceae igin
karbapenem duyarlilik sinir degerleri .......cccvvvviiiiiiiiiiiii 22
Cizelge 2. 3. Amerika kilavuzuna (CLSI, 2015) gore Enterobacteriaceae igin
karbapenem duyarlilik SInir deZerleri .......cooviiiiiiiiiieiic e 22
Cizelge 2. 4. Ana karbapenemazlar1 eksprese eden Enterobacteriaceae iiyelerinin
karbapenemler i¢in MIK degerleri dagilimi..........ccocevevevrceereriiieieecieeeseecee e, 23
Cizelge 2. 5. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae igin klinik sinir degerler ve
tarama sinir degerleri (EUCAST metodolojiSine gOre) .......cocvevvevvereenieniieneenieeieens 25
Cizelge 2. 6. Ana karbapenemazlar1 eksprese eden GSBL pozitif veya negatif
Enterobacteriaceae izolatlarinda direng profilleri.........ccccoveviiiieiiiiiiiiecieec e, 27
Cizelge 2. 7. Difiizyon yontemleriyle yapilan inhibitor-tabanl fenotipik testlerin
YOTUMIANMAST ... reennne s 34

Cizelge 3. 1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon yonteminde kullanilan antibiyotiklerin

Enterobacteriaceae i¢in duyarlilik zon ¢aplart (CLSL 2015)......cccvoiiiieiiiiiiinne, 42
Cizelge 3. 2. EUCAST (2015) ve CLSI (2015) kilavuzlarina gore
Enterobacteriaceae igin ertapenem ve meropenem MIK degerleri............c..ocueen.. 46

Cizelge 3. 3. Karbapenemaz genlerinin saptanmasi amaciyla kullanilan primer
QIZIIETT e 53
Cizelge 4. 1. Karbapenemaz genlerinin tiirler arasinda dagilimi..........c.ccoeveiiinnnnn. 71
Cizelge 4. 2. Karbapenemaz genlerinin yogun bakim iiniteleri ve yogun bakim dis1
boliimler arasindaki dagilimi.........ccooviiiiiiei s 72
Cizelge 4. 3. Bakteri tiirlerinin antimikrobiyal ajanlara direng yiizdeleri.................. 80
Cizelge 4. 4. Ertapenem i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve gradiyent
difiizyon yontemi ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi..........cccoocveviineeiinennne 88
Cizelge 4. 5. Meropenem i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve gradiyent

difiizyon yontemi ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi..........cccoocveeiiieeninennne 88

viii



Cizelge 4. 6. Karbapenemaz geni pozitif/negatif bulunan izolatlarda modifiye Hodge
testi (0,05 McFarland) ile alinan SONUGIAT...........cccooueiieiieiiiiieieee e 89
Cizelge 4. 7. Degisik karbapenemaz genleri i¢in modifiye Hodge testinin (0,05
McFarland) duyarlilik YUZAEIEri ......ccuvcviieerieiieieeie e 90
Cizelge 4. 8. Karbapenemaz geni pozitif/negatif bulunan izolatlarda modifiye Hodge
testi (0,5 McFarland) ile alinan SONUGIAT............cccvevieiieiieie e 90
Cizelge 4. 9. Degisik karbapenemz genleri i¢in modifiye Hodge testinin (0,5
McFarland) duyarlilik YUZAEIETi ......ccuvcviiieieiieieee e 91
Cizelge 4. 10. Farkli pulsotiplerdeki K. pneumoniae izolatlarinin kliniklere gore
AGIIMI L 93
Cizelge 4. 11. Farkli pulsotiplerdeki K. pneumoniae izolatlarinin antibiyotik direng

O L1 LT o ST SR 94



ONSOZ

Gram negatif bakterilerde B-laktamaz aracili antimikrobiyal direng, saglik
hizmetleriyle iliskili enfeksiyonlarin yani sira toplum kokenli enfeksiyonlarda da
karsimiza ¢ikmaktadir. Mikroorganizmalarda direng mekanizmalarinin ¢esitlilik
kazanmasi, farkli bakteriler arasinda aktarimi ve hizla yayilmasi, tedavi segeneklerini
oldukca kisitlamaktadir. Bu noktada karbapenem grubu antibiyotikler, elimizdeki en
onemli tedavi segeneklerinden biri olmaktadir. Fakat karbapenemaz enzimi iireten
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ve yayginlasmasi sonucunda, bu tedavi segenegi

bazen devre dis1 kalmaktadir.

Ulkemizde karbapenemaz enzimi iireten mikroorganizmalar da giderek
yayginlagmaktadir. Baz1 karbapenemaz genleri uzun yillardir bildirilirken bazilar
yeni yeni saptanmaya baglamistir. Bunlarin yaygilik kazanmasindan endise

duyulmaktadir.

Calisgmamizda, karbapenem direnci gosteren gram negatif enterik bakterilerin
hem yaygin goriilen hem de nadir olarak karsimiza ¢ikan karbapenemaz genleri
acisindan arastirilmast ve ilkemize ait epidemiyolojik veri elde edilmesi
amaglanmistir. Bu arada ampirik tedavi semalarina yol gostermek amaciyla

mikroorganizmalarin antibiyotik direng profilleri de belirlenmistir.

Uzmanlik egitimim siiresince gerek tez ve diger akademik caligmalarimda,
gerekse rutin laboratuvar hizmetleri ile ilgili bilgi ve deneyim kazanmamda, bilgi ve
tecriibelerini daima yanimda hissettigim tez danigmani1 hocam Saym Dog. Dr. Ebru
Us’a;

Derin bilgisi ve motive edici sozleri ile profesyonel gelisimime biiyiik katkilar
yapan, destek ve anlayisini esirgemeyen Anabilim Dal1 Baskanimiz Sayin Prof. Dr.

Mehmet Kiyan’a;



Akademik caligmalarimin her asamasinda karsilastigim giicliikleri asmamda
bilgi ve yardimina bagvurdugum, her seferinde de bilgi ve destegini esirgemeyerek

Oniimii agan Sayin Prof. Dr. Alper Tekeli’ye;

Bilgi, ilgi ve yardimseverlikleriyle egitimim boyunca desteklerini eksik
etmeyen, her zaman rehberliklerine basvurdugum Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin degerli 6gretim iiyeleri Saym Prof. Dr. A.
Murat Aksoy’a, Sayin Prof. Dr. Fikret Sahin’e, Saymn Prof. Dr. T. Murat Ozsan’a,
Sayin Prof. Dr. Devran Gergeker’e, Saym Prof. Dr. Z. Ceren Karahan’a, Saym Prof.
Dr. G. Istar Dolapg1’ya, Sayin Prof. Dr. Aydin Karaaslan’a ve Sayin Dog. Dr. Giilay
Aral Akarsu’ya;

Caligmam sirasinda, bu konudaki deneyimlerini benimle paylasan ve verdikleri
kontrol suslartyla ¢aliymami yapmama onemli katki saglayan Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. J. Sedef Go¢men’e, Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi 6gretim tliyesi Dog. Dr. Dolunay Giilmez Kivang’a,
4 wyillik uzmanlik egitimim sirasinda birlikte calistigfim tiim asistan
arkadaslarima, ibn-i Sina Hastanesi Merkez Laboratuvari ve Mikrobiyoloji Anabilim

Dali’ndaki tiim personele,

Uzun soluklu ve emek gerektiren bu egitim siirecinde fedakarlikla bana destek

veren, manevi desteklerini hi¢ eksik etmeyen sevgili esime, anne ve babama,

Tesekkiirlerimi, saygilarimi ve siikranlarimi sunarim.

Dr. Hiiseyin Haydar KUTLU
Ankara, 2015

Xi



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AK: Amikasin

AMC: Amoksisilin-klavulanik asit

AZT: Aztreonam

CAZ: Seftazidim

CIP: Siprofloksasin

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CTX: Sefotaksim

CZ: Sefazolin

DOR: Doripenem

ECOFF: Epidemiological cut-off (epidemiyolojik sinir deger)
EDTA: Etilen diamin tetraasetat

ETP: Ertapenem

FEP: Sefepim

GES: Guiana extended-spectrum

GIM: German imipenemase

GN: Gentamisin

GSBL: Genislemis spektrumlu -laktamaz

IMI: imipenem-hydrolizing -laktamase

IMP: Imipenem

Xii



KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase
LEV: Levofloksasin

MBL: Metallo-B-laktamaz

MEM: Meropenem

MHA: Mueller Hinton agar

MHT: Modifiye Hodge testi

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon
uL: Mikrolitre

um: Mikrometre

umol: Mikromol

uM: Mikromolar

NDM: New Delphi Metallo-$-Laktamaz
NMC: Not metallo-enzyme carbapenemase
OMP: Dis membran proteini

PBP: Penisilin baglayan protein

PFGE: Pulsed field jel elektroforezi
PTA: Probability of target attainment
PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

SIM: Seoul imipenemase

SME: Serratia marcescens enzyme
SPM: Sao Paulo metallo-g-lactamase

SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol

Xiii



TPZ: Piperasilin-tazobaktam

VIM: Verona integron-encoded metallo-f-lactamase

Xiv



1. GIRIS

Enterobacteriaceae tiirleri arasinda hizla ve artarak yayilan genislemis
spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) bu yiizyilin basindan beri arastirilmaktadir. GSBL
tireten suslarin neden oldugu toplumsal kaynakli enfeksiyon siklig1 artmig ve GSBL
tireten Enterobacteriaceae tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlar son 10 yil iginde
kontrolden ¢ikarak uluslararasi salginlar olusturmaya baslamistir (Nordmann ve
Cornaglia, 2012a).

Son yillarda Enterobacteriaceae iiyeleri arasinda ortaya ¢ikan bakteriyel direng
mekanizmasi ise karbapenemaz enzimi iiretimidir. Bu fenomenin de tipk1 GSBL’de
oldugu gibi kisa bir siire i¢inde kontrolden ¢ikmasindan ve toplum kdkenli
enfeksiyonlarda bile karsimiza ¢ikacak kadar yaygin bir hal almasindan
korkulmaktadir. Bu durum, direngli gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda
kullandigimiz son basamak ilaglar olan karbapenem grubu antibiyotiklerin artik
kullanilamaz hale gelmesi anlamina gelmektedir (Budak ve ark., 2012; Nordmann ve
Cornaglia, 2012a ve Walsh, 2010).

Her gecen giin karbapenem direncine yol agan yeni genler tespit edilmektedir.
Yakin zamanda bulunan New Delphi Metallo-/-Laktamaz (NDM), karbapenemazlar
konusunda bilim adamlarinin dikkatlerini iizerine toplamistir (Budak ve ark., 2012).
Bakterilerde yeni bulunan bu gene ve karbapenemaz enzimi salgilanmasina yol agan
diger genlere sahip suslarda karbapenemlere kars1 yiiksek minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri bildirilmis olup, baz1 suslarda polimiksinler ve
glisilsiklinler dahil olmak tizere tiim antimikrobiyallere direngli suslar tanimlanmistir
(Walsh, 2010). Oldukea endise verici bu tablo; karbapenemazlarin taranmasi, tespit
edilmesi ve yayiliminin 6nlenmesi gibi konularda yeni yontemlerin gelistirilmesini

ve epidemiyolojik veri toplanmasini zorunlu kilmaktadir.

Calismamizda karbapenem direnci gosteren gram negatif enterik bakterilerin

hem yaygin goriilen hem de nadir olarak karsimiza ¢ikan karbapenemaz genleri



acisindan fenotipik ve genotipik yoOntemler ile arastirilmasi ve {ilkemize ait
epidemiyolojik veri elde edilmesi; bu arada ampirik tedavi semalarina yol gostermesi
icin mikroorganizmalarin  antibiyotik diren¢ profillerinin de belirlenmesi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbapenem Grubu Antibiyotikler

2.1.1. Tarihce

Karbapenemler, giiniimiizde kullanimda olan antibiyotikler arasinda bilinen en
genis antibakteriyel etki spektrumuna sahip antibiyotik smifidir. Bu antibiyotik
grubu, agir enfeksiyonlarin ya da direncgli mikroorganizmalarin neden oldugu
tablolarin tedavisi i¢in “son basamak antibiyotik”, bagka bir ifadeyle de “eldeki son
secenek ajan” olarak bilinmektedir (Papp-Wallace ve ark., 2011).

Karbapenemler iki farkli laboratuvar tarafindan (Beecham Arastirma
Laboratuvarlari ve Merck Sharp & Dohme Arastirma Laboratuvarlari) identifiye
edilmistir. Streptomyces olivaceus kiiltiiriinden ilk identifiye edilen ii¢ bilesen; MM
4550, MM 13902 ve MM 17880, olivanik asitler olarak tanimlanmistir. Merck Sharp
& Dohme Arastirma Laboratuvarlari ise Streptomyces cattyleya’dan tienamisini izole
etmistir (Wise, 1986).

Olivanik asitler karbapenem iskeletine sahip ve genis spektrumlu B-laktamlar
olarak fonksiyon gorebilmekte iken, kimyasal yapisinin kararsizligi ve bakteriyel
duvardan zayif penetrasyonu nedeniyle daha ileri arastirmalara konu olmamistir.
Sonugta tienamisin biitiin karbapenemlerin atas1 ve model bileseni olarak gorev
yapmustir. Sonrasinda bir seri karbapenem tanimlanmis olsa da tienamisin, bunlarin

en onemlisidir (Papp-Wallace ve ark., 2011).



2.1.2. Kimyasal yap1

Karbapenem grubu antibiyotiklerdeki temel yapi, penisilinin p-laktam
halkasina benzemektedir. Ancak bu yapida, 1. pozisyondaki siilfiir yerine karbon
bulunmakta ve bes iiyeli halkadaki 2. ve 3. karbon atomlar1 arasinda doymamis bag
yer almaktadir. Karbapenemlerin pek ¢ok p-laktamaz enzimine dayanikliligi,
hidroksietil yan zincirindeki farkli transkonfigiirasyonundan kaynaklanmaktadir

(Papp-Wallace ve ark., 2011 ve Wise, 1986) (Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1. Farkli B-laktam grubu antibiyotiklerin bisiklik ¢ekirdeklerinin kimyasal yapilari. Penem
cekirdegi, penisilinlerde yer alir ve B-laktam halkasiyla birlesmis bir tetrahidrotiazol halkasi igerir.
Sefem ¢ekirdegi, sefalosporinlerde yer alir ve B-laktam halkastyla birlesmis bir dihidrotiazin halkas1
icerir. Karbapenem c¢ekirdegi ise P-laktam halkasiyla birlesmig bir dihidrotirol halkasi igerir
(Oelschlaeger ve ark., 2010)

2.1.3. Etki mekanizmasi

Karbapenemler, bakteriyel hiicre duvarindan kolaylikla difiize olamamaktadir.
Genel olarak karbapenemler gram negatif bakterilerin igine dis membran proteinleri
aracilifiyla girmektedir. Periplazmik alana ulastiktan sonra penisilin baglayan
proteinleri (PBP) kalict olarak agilleyerek etkisiz hale getirmektedir. PBP’ler
bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakanin sentezini katalizleyen
enzimlerdir (6rnegin; transglikozilazlar, transpeptidazlar ve karboksipeptidazlar).

Karbapenemlerin yliksek etkinliklerini saglayan anahtar faktorlerden biri, ayn1 anda



birden fazla ve farkli PBP’lere etki edebilmesidir. Hiicre duvar yapimi ii¢ boyutlu
dinamik bir siire¢ olup bir yandan yapim, diger taraftan otoliz gerceklesmektedir.
Halbuki karbapenemlerin varliginda PBP’ler etkisiz hale geldiginden yapim siireci
dururken otoliz devam etmekte, sonugta da peptidoglikan tabaka zayiflayarak
ozmotik basincin etkisiyle bakteri hiicresi patlamaktadir (Papp-Wallace ve ark.,
2011).

2.1.4.Mikrobiyolojik aktivite

Karbapenemler, kullanimdaki antimikrobiyaller —arasinda penisilinler,
sefalosporinler ve B-laktam/B-laktamaz inhibitor kombinasyonlarina gére daha genis
bir antimikrobiyal spektruma sahiptir. G6z oniine alinacak bazi farkliliklar su sekilde
siralanabilir:

» Ertapenem biraz daha sinirli etki spektrumuna sahiptir; ¢iinkii Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi imipenem ve meropenem kadar aktif degildir (Oliver ve
ark., 2004).

= Meropenem, Acinetobacter baumannii’ye karsi imipenem ya da doripenem
kadar etkili degildir (Mandell, 2009).

= Doripenem, P. aeruginosa ve A. baumannii’ye karsi imipenem ve
meropeneme gore daha diisiik MIK degerlerine sahiptir (Mandell, 2009).
[lave olarak doripenem, karbapenemazlar ile hidrolize karsi en az duyarli olan
karbapenemdir. Doripenemin karbapenemazlarla hidrolizi, imipeneme gore 2
ila 150 kat daha yavastir (Queenan ve ark., 2010).

= Meropenem, klavulanik asit ile kombine edildiginde ¢oklu ilag direnci
gosteren Mycobacterium  tuberculosis’i  6ldirmede etkili olmaktadir
(Hugonnet ve ark., 2009).



2.2. Karbapenem direnci

Bir¢ok non-fermenter gram negatif bakteride (6rnegin Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas spp.), Enterobacteriaceae ailesinde (6rnegin
Klebsiella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp.) ve (Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Nocardia spp.) klinik olarak kullanilabilir
cogu karbapenemlere diren¢ gozlenmektedir. Bu durum toplum sagligi agisindan

onemli bir sorun teskil etmektedir (Papp-Wallace ve ark., 2011).

Karbapenemlere karsi gelisen direng mekanizmalari; B-laktamazlarin tiretimi,
atim (efluks) pompalar1, porin ve PBP’lerin ekspresyonlarini ve/veya fonksiyonlarini
degistiren mutasyonlar olarak 6zetlenebilir. Bu mekanizmalarin birkacinin birlikte
goriilmeleri, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii gibi belli
bakteriyel tiirlerde yiiksek diizey karbapenem direncine yol agabilmektedir (Papp-
Wallace ve ark., 2011).

Gram pozitif koklar ile gram negatif basillerdeki karbapenem direnci arasinda
onemli bir fark vardir. Gram pozitif koklarda karbapenem direnci tipik olarak
PBP’lerin aminoasit dizilerindeki degisimlere ya da karbapenemlere direngli yeni bir
PBP kazanmaya bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Halbuki gram negatiflerde porin
kayiplar1 ve PBP degisimleri ortaya ¢ikabildigi gibi, B-laktamazlarin ve atim
pompalarinin ekspresyonu da karbapenem direncinde dnemli rol almaktadir (Papp-

Wallace ve ark., 2011).

Her mekanizmadan kisaca bahsettikten sonra f-laktamazlar igerisinde yer alan

karbapenemazlar konusuna ayrintili olarak deginmek yerinde olacaktir.



2.2.1. D1s membran proteinleri

Dis membran proteinleri dort biiyiik aile olarak gruplandirilmaktadir:
genel/non-spesifik porinler, substrat-spesifik porinler, kapili porinler ve atim
porinleri. Porinler 1500 daltondan diisiik molekiiler agirliga sahip molekiillerin
gecisine izin vermektedir. Karbapenem direncini saglayan ana porin aileleri
genel/non-spesifik porinler, substrat-spesifik porinler ve atim pompalaridir. Tiim
karbapenemler dis membran proteinleri (OMP’ler) ile ayni sekilde etkilesmez. Bazi
OMP’ler belli karbapenemlerden daha fazla etkilenmektedir (Papp-Wallace ve ark.,
2011).

2.2.1.1. Porinler

Atim pompalari disindaki porinlerin yer degistirmeleri ya da azalmis
ekspresyonlari, karbapenemlerin periplazmik alana gecisinin azalmasi ile
sonuglanmaktadir. Bu durum P. aeruginosa, K. pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, E. coli, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, A.
baumanni, Enterobacter cloacae, Proteus rettgeri, Shigella dysenteriae ve

Salmonella enterica’da goriilmektedir (Papp-Wallace ve ark., 2011).

P. aeruginosa’nin klinikte kullanilan karbapenemlere direncine neden olan
OprD degisikliklerini bir 6rnek olmasi agisindan kisaca ele almak yerinde olacaktir.
OprD’nin fizyolojik gorevi temel aminoasitlerin tasinmasidir. Ayni zamanda bu
porinler, karbapenemlerin P. aeruginosa i¢ine difiize olmakta kullandiklar1 ana
porinlerdir. OprD, 19 diger porinin i¢inde yer aldig1 genis bir ailenin iiyesidir ve P.
aeruginosa’da bulunan bu porinler % 46-57 aras1 benzerlik gostermektedir. Bu 19
adet porin igerisinde sekiz tanesi OprD ile daha yakin iliskili olmasina karsin,
iclerinde sadece OprD antibiyotik aliminda rol oynamaktadir. OprD, porinlerin

substrat-spesifik ailesinde yer almaktadir ve ilk defa tanimlanmasi, yoklugunda



imipenem direnci goriilmesi sebebiyle olmustur. OprD kaybi, kromozomda yer alan
OprD geni mutasyonlarina ya da bu genin transkripsiyonunun down-regiilasyonuna
bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. imipenem ve tiim B-laktamlar dipeptit yapida
olmalar itibariyle birbirine benzediginden, OprD kaybi ile imipeneme ¢apraz direng
ortaya ¢ikmaktadir. OprD’nin dipeptitlere ve karbapenemlere baglanmay1 saglayan 5,
7 ve 8. halkalarindaki yer degistirmeler de imipeneme direng ile sonu¢lanmaktadir

(Papp-Wallace ve ark., 2011).

2.2.1.2. Atim pompalari

Uclii yapidaki protein kompleksinin bir parcasi olan atim pompalarinin asir1
ekspresyonuna bagl gelisen karbapenem direnci, en sik olarak P. aeruginosa, E.
aerogenes ve A. baumannii’de bildirilmistir. Bu pompalar bazi karbapenemleri disari
atabilirken digerlerini atamamaktadirlar. Atim pompalar1 birkag siiperaile olarak

gruplandirilmaktadir (Papp-Wallace ve ark., 2011).

P. aeruginosa’da karbapenemlerin elimine edilmesini saglayan atim pompalar1
RND (resistance-nodulation-division) siiperailesine ait olup sitoplazma ile hiicre
disin1 baglayan kompleks bir protein yapidan olugsmaktadir. Bu kompleks yapinin ii¢
ana bileseni vardir: sitoplazmik membran pompasi, periferal sitoplazmik membran
baglantisi ve dig membran-periplazmik kanali ya da atim pompasi. Ligandlar atim
sistemine sitoplazma-membran tarafindan ya da periplazma-membran tarafindan
girebilir ve proton itici gii¢ ile ligand aktif olarak disar1 atilir. OprM ve OprJ P.
aeruginosa’nin karbapenem direncinde rol alan iki atim pompasidir.
Transkripsiyonel regiilatuvar proteinlerdeki mutasyonlara bagli olarak atim
pompalarinin asir1 ekspresyonu sonucunda karbapenem direnci ortaya

¢ikabilmektedir (Papp-Wallace ve ark., 2011).



2.2.2.Penisilin baglayan proteinler (PBP’ler)

PBP proteinlerindeki mutasyonlar ve/veya PBP transkripsiyonundaki azalmalar
da karbapenem direncli fenotiplerin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanmaktadir. P.
aeruginosa, A. baumannii, P. mirabilis ve Rhodococcus equi’de PBP
ekspresyonunun azalmasi, karbapenem direnci ile sonuglanmaktadir. Buna ek olarak
PBP’leri olusturan aminoasitlerdeki yer degisiklikleri ya da yeni bir PBP kazanilmasi
Haemophilus influenzae, Bacillus fragilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecium, P. mirabilis, E. coli, Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae ve
P. aeruginosa’da karbapenem direncine yol agmaktadir (Papp-Wallace ve ark.,
2011).

2.2.3.Beta-laktamazlar

[k olarak 1940 yilinda Bacillus coli (simdiki ismiyle E. coli) tarafindan
iretilen bir enzimin, penisilinin bakteriyel hiicreleri 6ldiirme 6zelligini ortadan
kaldirdig1 gosterilmistir (Abraham ve ark., 1940). Penisilinin yaygin kullanimindan
once B-laktamaz aktivitesini gosteren bu ¢alisma, B-laktam inaktive edici enzimlerin
dogal ¢evrede bulundugunu gostermistir. Bu enzimler, 3-laktam antibiyotiklerin
diger antimikrobiyallerden ayirici 6zelligi olan B-laktam halkasini hidrolize etmekte

ve dolayisiyla bakterileri 6ldiirme etkisini ortadan kaldirmaktadir (Bush, 2010).

Giiniimiizde 1000’in {izerinde farkli B-laktamaz enzimi tanimlanmistir (Bush
ve Fisher, 2011). Genler rutin olarak klonlanmadan ve dizi analizi (sekanslama)
yapilmadan onceki donemde B-laktamazlarla yapilan ilk ¢aligmalarda, yeni

kesfedilen bir B-laktamaz;

a) Proteinin izolasyonunu takiben yapilan biyokimyasal incelemelere,

b) Izoelektrik noktasina,



€) Substrat hidroliz ve inhibisyon 6zelliklerine yonelik yapilan enzim

caligmalarina gore siiflandirilmistir (Queenan ve Bush, 2007).

Yapilan bu fonksiyonel siniflandirma yillar igerisinde genisleyerek yaygin
kullanim bulan bir sema halini almistir. Bu semada, bilinen B-laktamazlar dort
fonksiyonel gruba ayrilmistir. Bush ve arkadaslarinin 1989 yilinda ilk olarak
onerdikleri bu sema, her gecen yil tanimlanan yeni 3-laktamazlar nedeniyle 1995
yilinda genisletilmistir. 2009°da tekrar giincellenen semada p-laktamaz enzimleri {i¢
grup halinde hazirlanmistir. 1995°teki semada iyi karakterize edilmeyen enzimlerin
yer aldig1 dordiincii grubun tiyeleri ile ilgili bilgiler arttik¢a diger ii¢ gruptan birine
dahil edilebilecegi diisiiniilmistiir (Bush ve Jacoby, 2010).

Molekiiler yapilarina gore yapilan B-laktamaz simiflandirmasinda ise
proteinlerin aminoasit dizileri temel alinarak p-laktamazlar A, B, C ve D olmak iizere
dort gruba ayrilmistir. Aminoasit homolojisi esas alinarak yapilan bu siniflamaya

gore B-laktamazlardan;

* Molekiiler Stmif A, C ve D aktif bolgelerinde serin aminoasiti tagiyan -
laktamazlar igerirken;
»  Molekiiler Sinif B aktif bolgelerinde ¢inko igeren biitiin metallo-enzimleri

icermektedir (Queenan ve Bush, 2007).

Bu kadar farkli ve gesitli enzimleri siniflandirirken her ne kadar proteinlerin
yapisini esas alarak yapilan bir siniflandirma daha kolay ve daha az tartigsmali olsa da
fonksiyonel siniflandirmanin 6nemli bagka avantajlar1 vardir. Fonksiyonel
siniflandirma bu kadar ¢esitli enzimlerin klinik rolii ile iliski kurma firsati
saglamaktadir. Ornegin farkli simif B-laktam antibiyotiklerden hangisine segici direng
oldugunu bilmeye imkan tanimaktadir. Hi¢ kuskusuz fonksiyonel gruplamalar,
yapisal siniflara gore daha subjektif olabilmektedir; fakat bir klinik izolatta gdzlenen
direng profili ile spesifik bir enzimin 6zelliklerini iliskilendirme agisindan, hem
klinisyene hem de mikrobiyoloji uzmanina daha ¢ok yardimci olmaktadir. Tarihsel
olarak baktigimizda da klinikte her zaman i¢in 6ncelikli beklenti fonksiyonellik
olmustur. Tiim bu sebeplerden 6tiirii bu ¢esitli enzimleri hidrolitik ve inhibisyon

ozelliklerine gore gruplamaya devam etmek uygun goziikmektedir (Bush ve Jacoby,
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2010). Cizelge 2.1°de 6nemli B-laktamaz gruplari ve etkiledikleri antimikrobiyaller

yer almaktadir.

Cizelge 2. 1. Gram negatif bakterilerdeki ana -laktamaz gruplar1 (Bush, 2010)

Direnc gelisen p-laktam antibiyotik

Fonksiyonel Molekiiler  Yaygin ismi Primer (c) Sekonder(d)
grup(a) sinif(b)
1 C Sefalosporinaz Penisilinler, Karbapenemler,
sefalosporinler monobaktamlar
2b A Penisilinaz Penisilinler, ilk B-laktamaz
sefalosporinler inhibitor
kombinasyonlari
2be A Genislemis Penisilinler, Yok
spektrumlu - sefalosporinler,
laktamaz monobaktamlar, 3-

laktamaz inhibit6r

kombinasyonlari

2d D Kloksasilinaz ~ Penisilinler (oksasilin ve Yok
kloksasilin dahil)

2df D Karbapenemaz  Karbapenemler ve diger Yok

B-laktamlar

2f A Karbapenemaz Tiim B-laktamlar Yok

3 B Metallo-f3- Monobaktamlar hari¢ Yok
laktamaz tiim B-laktamlar

a, Bush, Jacoby ve Medeiros ile Bush, Jacoby siniflamasi; b, primer aminoasit dizisine gore siniflama;
c, tek basina B-laktamaz tiretimine bagh direng gelisen B-laktam grubu antibiyotikler; d, Genellikle
yiiksek diizey B-laktamaz iiretimi ile atim pompasi ya da porin modifikasyonlarinin birlikteliginde
direng geligen B-laktam grubu antibiyotikler

2.3. Karbapenemazlar

Karbapenemazlar, B-laktamaz ailesi i¢inde en genis etki spektruma sahip
enzimlerdir. Karbapenemazlar olarak bilinmesine ragmen, bazi aragtirmacilar

“karbapenem hidrolize eden enzimler” olarak isimlendirmeyi tercih etmektedirler.
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Cilinkii karbapenemler, bu enzimlerin etki ettikleri substrat spektrumunun sadece bir
kismini olusturmaktadir. Bu enzimler, karbapenemlerin yani sira pek ¢ok baska [3-
laktam grubu antibiyotikleri de hidrolize edebilmekte ve mevcut bir¢ok B-laktamaz
inhibitoriine de direng tasimaktadir. Fakat B-laktamaz literatiiriinde siklikla

karbapenemaz tabiri tercih edilmektedir (Queenan ve Bush, 2007).

Ambler siniflandirmasina gore karbapenemazlar {i¢ ana grupta yer almaktadir:

Sinif A, Smif B ve Smif D B-laktamazlar.

2.3.1. Simf A Karbapenemazlar

Fonksiyonel siniflandirmada Grup 2f’de yer alan Sinif A serin
karbapenemazlarin en sik rastlanan iiyesi KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) olup SME (Serratia marcescens enzyme), IMI (Imipenem-
hydrolyzing p-laktamase), NMC (Not metallo-enzyme carbapenemase) gibi baska
tiyeleri de vardur. Ilk olarak 1980°li yillarda tanimlanan bu enzimlerin tamami, genis
bir spektrumda B-laktam hidrolizi yapabilmekte olup spektrumlarinin igine
karbapenemlerin yani sira sefalosporinler, penisilinler ve aztreonam da girmektedir
ve klavulanat ile tazobaktam tarafindan inhibe olmaktadirlar (Queenan ve Bush,
2007 ve Nordmann, 2014). Hidrolitik mekanizmalari, aktif bolgelerindeki 70.
pozisyonda serin aminoasitine gereksinim duymaktadir (Sekil 2.2). Bu sinifin
dordiincii bir tiyesi olarak sdylenen GES B-laktamazlar, aslinda GSBL ailesinin bir
iyesi olarak tanimlanmisken, zaman igerisinde diisiik ama 6l¢iilebilir diizeyde
imipenem hidrolize eden varyantlarinin tespitinden sonra bu sinifa alinmistir

(Queenan ve Bush, 2007).
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Sekil 2. 2. Sinif A karbapenemazlardaki hidrojen bag agin1 gésteren sema (Queenan ve Bush, 2007)

Glu-166

2.3.1.1. KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) enzimi

Smif A karbapenemazlar 1980’11 yillardan beri sporadik olarak klinik
izolatlardan tanimlanmakta ve ¢ogu kromozomal enzimler olarak bilinmekteydi. Ik
olarak 1996 yilinda Kuzey Karolina’da izole edilen bir izolatta plazmit {izerinde

taginan KPC-1 geni tanimlanmistir (Yigit ve ark., 2001).

Her ne kadar ilk defa izole edildigi mikroorganizmaya atfen KPC ismi verilmis
olsa da bu enzim, farkli Enterobacteriaceae iiyelerinde de goriilebilmektedir
(Walther-Rasmussen ve Heaiby, 2007).

KPC-1’in tanimlanmasi ile baglayan bu karbapenemaz tipinin KPC-24’¢ kadar
farkl1 varyantlari bildirilmis olup (Lahey Clinic web sayfasi, erigim tarihi:
14/07/2015), iilkeler ve kitalar aras1 yayilim gostermistir (Munoz-Price ve ark.,
2013).

KPC karbapenemazlar1 kodlayan genler plazmit kokenli olup higbiri bir gen
kaseti icinde yer almamakta, mobil elemanlarla iliskili bulunmaktadir (Walther-

Rasmussen ve Haiby, 2007).

13



KPC enzimi iireten bakteriler sadece birkag antibiyotige duyarli olup bu tip
organizmalarla gelisen kan dolasimi enfeksiyonlar1 yiiksek mortalite gdstermektedir.
Tedavide kullanilabilecek se¢enekler genellikle kolistin, tigesiklin ya da
aminoglikozitlerle sinirlt olmaktadir (Munoz-Price ve ark., 2013). Yeni
aragtirmalarda elde edilen bulgular kolistin, tigesiklin ve meropenemin ig¢inde
bulundugu kombine terapilerin bakteriyemik hastalarda hayatta kalma oranlarini
artirabilecegini gostermektedir (Tumbarello ve ark., 2012). KPC iireten bakterilerin
endemik oldugu yerlerde, ampirik tedaviler de dahil olmak iizere giderek artan
orandaki kolistin kullaniminin muhtemel sonucu olarak, kolistin direngli KPC
suslarinin da bildirilmeye baslanmasi (Bogdanovich ve ark., 2011), endise verici bir
durum olarak géziikkmektedir. Ciinkii kombinasyon tedavilerinin merkezinde yer alan
bir ajan olan kolistinin de kullanilamamasi tehlikesi ile kars1 karsiya
kalinabilmektedir (Munoz-Price ve ark., 2013).

2.3.1.2. GES (Guiana extended-spectrum) enzimi

Daha once Fransiz Guyanasi’nda (Gliney Amerika) hastanede yatis hikayesi
bulunan bir yenidoganda, 1998 yilinda bagka bir hastanede yatis1 sirasinda K.
pneumoniae tiirii bir sus izole edilmistir ve GES enzimi bu susta tanimlanmustir.
Enzime, koken aldigi yere atfen GES-1 (Guiana extended-spectrum) adi verilmistir
(Poirel ve ark., 2000).

Bu zamana kadar 27 varyanti bildirilmis olan (Lahey Clinic web sayfasi, erisim
tarihi: 14/07/2015) GES B-laktamazlari kodlayan genler, plazmit {izerindeki
integronlarda bulunmaktadir (Queenan ve Bush, 2007). Penisilinleri ve genislemis
spektrumlu sefalosporinleri de i¢ine alan genis hidroliz spektrumuna sahip bu
enzimler, baglangicta GSBL ailesinin bir iiyesi olarak siniflandirilmistir (Giakkoupi
ve ark., 2000). Hidroliz spektrumlari 2001 yilinda bir klinik P. aeruginosa izolatinda
tanimlanan GES-2’nin bildirimi ile imipenemi de icerecek sekilde

genisletilmistir.Diisiik ama 6lciilebilir diizeyde imipenem hidrolize eden
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varyantlarinin tespitinden sonra GES p-laktamazlar, Sinif A karbapenemazlar arasina

almmustir (Poirel ve ark., 2001).

2.3.1.3. BIC enzimi

2009 yilinda Fransa’da Sen nehrinde yapilan ¢evresel arastirmada alinan su
orneginden izole edilen Pseudomonas fluorescens izolatinda (PF-1) karbapenemlere
direng saptanmasi iizerine arastirma yapilmis ve yeni bir Sinif A karbapenemaz olan
BIC-1 tanimlanmistir. BIC-1 geni Serratia fonticola’daki SFC-1 B-laktamaz ile %
68; plazmitik KPC-2 enzimi ile %59 benzerlik gostermektedir. Penisilinleri,
karbapenemleri, seftazidim hari¢ sefalosporinleri ve monobaktamlari hidrolize eden
bu karbapenemaz kromozomal yerlesimli olup ii¢ ay sonra Sen nehrindeki iki diger
P. fluorescens susundan da izole edilmistir. BIC-1 geninin tiim P. fluorescens
suslarinda bulunmamasi nedeniyle bu bakteri tiirline ait bir 6zellik olarak

degerlendirilmemistir (Girlich ve ark., 2010).

2.3.1.4. Kromozomal kodlanan SME, NMC ve IMI enzimleri

SME-1 (Serratia marcescensenzyme), ilk olarak 1982 yilinda Ingiltere’de
toplanan 6rneklerden izole edilen iki tane S. marcescens izolatinda saptanmuistir.
Bunu, Amerika’da sporadik olarak bulunan ve SME-1 ile neredeyse ayn1 yapiya
sahip SME-2 ve SME-3 takip etmistir. SME {ireten S. marcescens suslarinin neden
oldugu enfeksiyonlar, tekli izolatlar ya da en fazla 19 izolatlik kiigiik kiimeler halinde
bildirilmistir (Queenan ve Bush, 2007).

IMI/NMC-A enzimleri (imipenem-hydrolysing -laktamase/not metallo-

enzyme carbapenemase-A), IMI ve NMC-A olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir.
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NMC-A enzimi, iki IMI enzimi varyantindan, sekiz aminoasit yer degistirmesi ile
ayrilmaktadir (Walther-Rasmussen ve Heaiby, 2007). Bu enzimler Amerika’daki
nehirlerde tespit edilen ¢evresel izolatlarin (Aubron ve ark., 2005) yan1 sira Amerika,
Fransa ve Arjantin’de E. cloacae klinik izolatlarinda da nadir olarak saptanmistir

(Queenan ve Bush, 2007).

Bu {i¢ B-laktamazi kodlayan genler kromozomal olup mobil element baglantisi
olduguna dair higbir kanit bulunmamaktadir. Belki bu durum, bu enzimlerin nadiren
karsimiza ¢ikmasini agiklamaya katki saglamaktadir. Fakat daha yeni olarak yapilan
iki ¢alismada Amerika’daki nehirlerden izole edilen Enterobacter asburiae
suslarinda ve Cin’de saptanan bir E. cloacae susunda IMI-2 B-laktamaz kodlayan
genlerin plazmitler {izerinde de taginabildigi gosterilmistir (Aubron ve ark., 2005 ve

Yu ve ark., 2006).

Saflastiritlmis SME, NMC ve IMI enzimlerinin biyokimyasal
karakterizasyonunda; bunlarin penisilinleri, erken kusak sefalosporinleri, aztreonami1
ve karbapenemleri de i¢ine alan genis bir hidroliz spektrumuna sahip olduklari
gosterilmistir. Bu kromozomal B-laktamazlar, imipenem ve sefoksitine cevap olarak
indiiklenebilmektedirler (Queenan ve Bush, 2007).

2.3.2. Simif B karbapenemazlar

Bu siniftaki B-laktamazlar;

= Karbapenemleri hidrolize etmeleri,
» Ticari kullanimdaki B-laktamaz inhibitorlerine direngli olmalari,

» Metal iyon selatorleri ile inhibisyona ise duyarli olmalari ile karakterize

edilmislerdir.

Substrat spektrumlar1 oldukga genistir. Bu gruptaki enzimlerin pek cogu

karbapenemlerin yani sira sefalosporinleri ve penisilinleri de hidrolize ederken
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monobaktamlar1 hidrolize edememeleri ile dikkat ¢cekmektedir. Hidroliz
mekanizmasi, enzimin aktif bolgesindeki ¢inko iyonlari ile B-laktamlar arasindaki
baglanmalara dayandigindan, iki degerlikli katyon selatorii olan EDTA ile inhibe

edilmektedir.

Bu grupta ilk saptanan ve galisilan metallo-f-laktamazlar (MBL), Bacillus
cereus, Aeromonas spp. ve Stenotrophomonas maltophilia gibi ¢evresel ve firsatgi
patojen bakterilerde kromozomal olarak bulunan enzimlerdir. S. maltophilia’y1 harig
tutarsak bu bakteriler ciddi nazokomiyal enfeksiyonlarla iliskili patojenlerden
olmayip genel olarak firsat¢1 patojenlerdir ve kromozomal (3-laktamaz genleri

kolayca transfer edilememektedir.

Varligi, direk olarak enzimi iireten tiiriin prevalansi ile baglantili olan
kromozomal metallo-B-laktamazlardan baska, kazanilmis ve transfer edilebilir
metallo-enzim ailelerinin saptanmasinda ve yayginlasmasinda dramatik bir artis
olmustur. Bu metallo-p-laktamaz ailesinin en sik goriilen tipleri VIM, IMP, GIM ve
SIM enzimleri olup gen kasetlerine dahil olan degisik integron yapilari olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu integronlar, plazmid ya da transpozonlarla

iliskilendiginde, bakteriler arasinda kolayca transfer edilebilmektedir.

[k kesfedilmelerinden bu yana SPM, GIM ve SIM enzimleri orijin aldiklari
iilkelerden baska yerlere sigrama gostermemisken; VIM ve IMP diinya ¢apinda
saptanmaya devam etmistir ve bu iki metallo-p-laktamaz i¢in genel egilim P.
aeruginosa’dan Enterobacteriacea’ye dogru yayilma yoniinde goriilmektedir
(Queenan ve Bush, 2007).

Metallo-p-laktamazlar arasinda en 6nemlilerinden biri de NDM-1 olup 2009
yilinda Isvigre’deki bir hastanin idrar kiiltiiriinden izole edilen K. pneumoniae
izolatinda tanimlanmistir. Cok hizli ve diinya genelinde bir yayilim gosteren NDM
tireticileri Enterobacteriaceae’nin yani sira A. baumannii’de, P. aeruginosa’da ve
hatta Hindistan’daki kuyu sularinda S. maltophilia ve kolerik vibrionlarda da
goriilmiistiir (Nordmann, 2014; Walsh ve ark., 2011).
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2.3.2.1. IMP (imipenemase) enzimi

IMP-1, ilk tanimlanan MBL olup 1991 yilinda Japonya’da bir S. marcescens
izolatinda tespit edilmistir (Osano ve ark., 1994). IMP-1, diger pek cok MBL gibi
genislemis spektrumlu sefalosporinleri (sefotaksim, seftazidim, sefepim) ve
karbapenemleri de igine alacak genis bir substrat profiline sahiptir. Sadece
monobaktamlar: hidrolize edememektedir. IMP-1 geni, Enterobacteriaceae haricinde
pek ¢ok gram negatif tiiriinde de saptanmistir. IMP genleri siklikla biiyiik boyutlu

plazmitler {izerinde yerlesmektedir (Nordmann ve Poirel, 2002).

IMP-2 geni 1997 yilinda Italya’da bir A. baumannii izolatinda tanimlanmustir
(Riccio ve ark., 2000). IMP-3 geni ise Japonya’da izole edilen bir Shigella flexneri

susunda transfer edilebilir plazmit lizerinde saptanmistir (O’Hara ve ark., 1998).

[k tanimlandig1 giinden bu zamana kadar 50°nin {izerinde varyant: bildirilen
IMP genleri (Lahey Clinic web sayfasi, erigsim tarihi: 14/07/2015) yiiksek prevalansta

olmasa da diinya genelinde yayilim gdstermistir (Livermore, 2012).

2.3.2.2. VIM (Verona integron-encoded metallo-g-lactamase)

Ik olarak 1997 yilinda Verona’da (Italya) bir P. aeruginosa susunda
tanimlanan VIM geni (Lauretti ve ark., 1999) daha sonra Enterobacteriaceae’ye,
ozellikle de K. pneumoniae tiiriine yayilim gostermistir. VIM karbapenemaz tireticisi
K. pneumoniae izolatlar1, KPC iireticileri kadar olmasa da diinya genelinde giderek

artan sayida raporlanmaktadir (Livermore, 2012).

Lokal salginlar seklinde karsimiza ¢ikmakla birlikte daha 6nemli konu, VIM
geninin IncN plazmitleri araciligiyla K. pneumoniae suslari arasinda yayginlagsmasi

tehlikesidir (Garcia-Fernandez ve ark., 2011; Vatopoulos, 2008).
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2.3.2.3. NDM (New Delhi metallo-g-lactamase)

2009 yilinda biyokimyasal 6zellikleri IMP-1 ve VIM-2 enzimlerine benzeyen
fakat VIM-1 ile sadece % 32 sckans benzerligi bulunan yeni bir MBL saptanmustir.
Bu enzim ilk defa Kuzey Avrupa’da bulunan Hindistan kokenli ya da Hindistan’a

tibbi islemler i¢in giden hastalardan izole edilen suslarda tanimlanmistir (Yong ve

ark., 2009).

Bu enzim, monobaktamlar harig tiim B-laktamlara etki etmektedir. Cogu NDM
geni barindiran sus Enterobacteriaceae’de tanimlanmistir. Acinetobacter spp. ve
daha nadir olarak P. aeruginosa’da NDM genine sahip suslar bildirilmistir ki bu iki
tiir; liriner sistem enfeksiyonlari, peritonit, septisemi ve pulmoner enfeksiyonlarin da
dahil oldugu agir nozokomiyal enfeksiyonlara yol agmaktadir. Hindistan, Balkanlar
ve Orta Dogu bolgeleri NDM iireticilerinin ana rezervuari olarak disiiniilmektedir.
Tedavi segenekleri sadece Kkolistin, tigesiklin ve fosfomisin gibi birkag antibiyotikle
sinirli oldugundan NDM iireticilerinin neden oldugu hastane kaynakli ya da toplum
kaynakli enfeksiyonlari eradike etmek gii¢ olmaktadir. Modern tibbin etkinligini
tehdit eden bu salginin kontrol altina alinmasinda enfekte hastalarin ve tagiyicilarin
izolasyonu ve hizli tan1 tekniklerinin kullanimi1 anahtar rol oynamaktadir (Dortet ve

ark., 2014a).

2.3.2.4. Nadir MBL enzimleri

SPM-1 (Sao Paulo metallo-g-lactamase) ilk olarak Sao Paulo’da (Brezilya) bir
P. aeruginosa susundan izole edilmistir (Toleman ve ark., 2002). ik
tanimlanmasindan bu yana Brezilya’da SPM-1 geni tagiyan P. aeruginosa kaynakli
cok sayida ve yliksek mortaliteli hastane salginlar1 ortaya ¢ikmistir (Queenan ve

Bush, 2007).
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GIM-1 (German imipenemase) 2002 yilinda Almanya’da izole edilmis olup
(Castanheira ve ark., 2004) VIM ile % 30, IMP ile % 43 ve SPM ile % 29 benzerlik
gostermektedir. GIM-1, diger kazanilmis metallo-p-laktamazlar ile benzer 6zelliklere
sahip olup bes klonal P. aeruginosa izolatinda plazmit tizerindeki sinif 1 integron

tizerinde tespit edilmistir (Queenan ve Bush, 2007).

SIM-1 (Seoul imipenemase) ise Kore’de tanimlanmis olup en yakin aminoasit
benzerligini IMP ailesi ile (% 64’ten 69’a kadar) gostermektedir (Lee ve ark., 2005).

Ik kesfedilmelerinden beri bu genler koken aldiklari iilkelerden 6teye yayilim

gosterememislerdir (Queenan ve Bush, 2007).

2.3.3. Smmif D karbapenamazlar

Sinif D B-laktamazlar klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam ile inhibe
olmazken aktiviteleri in vitro ortamda NaCl ile inhibe edilebilmektedir (Poirel ve
ark., 2010). Baz1 simif D B-laktamazlar karbapenemleri de hidrolize etmektedir ve

OXA-48 bunun en 6nemli drnegidir.

Bu enzimler penisilinleri yiiksek diizeyde hidrolize ederken karbapenemlere
diisiik diizeyde etki gostermekte ve genis spektrumlu sefalosporinler, etki
spektrumlariin disinda kalmaktadir. Gegirgenlik kayiplari ile kombine oldugunda
OXA-48 benzeri karbapenemaz iireticileri de yiiksek diizey karbapenem direnci
gosterebilmektedir. Hepsi plazmit kokenli olan bu genlere sahip izolatlar ana olarak

Kuzey Afrika ve Orta Dogu iilkeleri, Tiirkiye ve Hindistan’da bildirilmektedir.

Cogu OXA-48 benzeri karbapenemaz iireticilerinin, genis spektrumlu
sefalosporinlere direng gdstermemesi ve karbapenemlere de sadece azalmis
duyarhilik gdstermesi nedeniyle fark edilmeleri ve saptanmalar1 zor olmaktadir.
Yayilimlarini kontrol etmek ve dnlemek i¢in uygun tarama ve saptama yontemlerine

ihtiyag oldugu goziikmektedir (Poirel ve ark., 2012a).

20



2.4. Karbapenemaz saptanmasi

Karbapenemaz genleri ¢ogunlukla baska direng genlerini de iizerinde
barindiran ve kendi kendini konjuge edebilen plazmitler araciligiyla yiiksek aktarim
oranina sahiptir. Hem antibiyotik tedavisine dogru yon verebilmek i¢in hem de
hastanede olusabilecek bir salgin durumundan kaginabilmek i¢in karbapenamaz
tireticilerinin hizli ve dogru sekilde saptanmasina ihtiyag vardir (Nordmann ve Poirel,
2013).

Karbapenemaz saptama stratejisi, dncelikle karbapenemaz taramasi agsamasini,
bunu takiben de fenotipik ve genotipik dogrulama adimlarini igermektedir (Stuart ve
ark., 2010). Klinik bir izolatta karbapenemaz iiretiminden siiphelenilmesine ilk
sebep, karbapenem MIK degerlerinde artis ya da inhibisyon zon ¢aplarinda bir
azalma olmasidir. Boyle bir izolat daha spesifik metodlar ile karbapenemaz tiretimi

acisindan incelenmek tizere ayrilmalidir (Miriagou ve ark., 2010).

Her karbapenemaz sinifi i¢in ve her tiir ve izolat icin MIK degerleri, diger
diren¢ mekanizmalarmin varligima da bagh olarak, sokak tipi suslardaki MIK
degerlerinden baslayarak >256 mg/L’ye kadar degisen degerlere sahip olabilmektedir
(Stuart ve ark., 2010).

Tarama i¢in sinir degerler belirlenirken iki ana prensiple hareket edilmelidir:

1) Belirlenen sinir MiK degeri sokak tipi suslarm en yiiksek MiK degerinden
daha yiiksek olmalidir. Aksi halde tarama testinin 6zgiilliigii cok diisiik
olacaktir.

2) Belirlenen MIK sinir degeri literatiirde karbapenemaz geni tagidigr gosterilen
ve en diisiik karbapenem MIK degerine sahip sustan daha diisiik olmalidir
(Stuart ve ark., 2010).

Karbapenemaz iireticilerinde karbapenem MIK degerleri, genis bir aralikta
dagilim gostermektedir ve bazi suslar, giincel CLSI (2015) ve EUCAST (2015)
klinik sinir degerlerine gore (Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3) duyarli olarak

saptanabilmektedir. Karbapenemaz saptanmasi icin spesifik testler uygulanacak
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klinik izolatlar1 belirleyebilmek igin, karbapenemaz iireticilerinin MiK dagilim
araliklarin1 dikkate almak gereklidir. Ayni zamanda sokak tipi mikroorganizmalarin
karbapenem MIK degerlerinin dagilimi ve degisik direng mekanizmalarina isaret

eden direng profilleri de bilinmelidir (Stuart ve ark., 2010).

Cizelge 2. 2. Avrupa kilavuzuna (EUCAST, 2015) gére Enterobacteriaceae i¢in karbapenem
duyarlilik sinir degerleri

Mikroorganizma Karbapenem MIK simir degeri Zon ¢ap1 simir
(mg/L) degeri (mm) 10 pg
disk ile
S< R> S2 R<
Enterobacteriaceae Doripenem 1 2 24 21
Ertapenem 0.5 1 25 22
imipenem 2 8 22 16
Meropenem 2 8 22 16

MIK, minimum inbibitor konsantrasyon; S, duyarli; R, direngli

Cizelge 2. 3. Amerika kilavuzuna (CLSI, 2015) gore Enterobacteriaceae igin karbapenem duyarlilik
sinir degerleri

Mikroorganizma Karbapenem MIK simir degeri Zon ¢ap1 simir
(ng/mL) degeri (mm) 10 pg
disk ile
S< R> S2 R<
Enterobacteriaceae Doripenem 1 4 23 19
Ertapenem 0.5 2 22 18
Imipenem 1 4 23 19
Meropenem 1 4 23 19

MIK, minimum inbibitér konsantrasyon; S, duyarls; R, direngli

EUCAST (2015) onerilerine gore Enterobacteriaceae’de imipenem ve
meropenem i¢in MIK degerleri 8 mg/L nin iizerinde iken direncli kabul edilirken
ertapenem i¢in bu deger 1 mg/L’nin {izeri olarak belirlenmistir. Halbuki CLSI (2015)

kilavuzunda bu degerler imipenem ve meropenem i¢in 4 pg/mL’ye esit veya lizeri ve
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ertapenem icin 2 pg/mL’ye esit veya iizeri olarak bildirilmistir. iki kilavuz arasindaki
farkliliklar sinir deger belirlemede kullanilan degisik
farmakokinetik/farmakodinamik yaklasimlardan kaynaklanmaktadir. Her iki
kilavuzda da Monte Carlo simiilasyonu kullanilmakta ve serbest ilag
konsantrasyonunun, zamanin en az % 40’mda MiK degerinin iistiinde oldugu hedefe
erigim ihtimal degeri (probability of target attainment=PTA) esas alinmaktadir.
EUCAST, PTA ortalama degerini belirlerken % 95 ve % 99’luk bir giiven aralig
kullanirken, CLSI 6nerilerinde bu deger % 90 olarak se¢ilmistir. Ayni1 zamanda
CLSI, yiikselmis varyans (inflated variance) kullanarak degisik hasta gruplarinda,
ozellikle de kritik hastalardaki farmakokinetik parametrelerin degiskenliklerini de
dikkate almaktadir. Uyguladigi bu yaklasimla CLSI MIK sinir degerleri, EUCAST’in
klinik sinir degerlerine gore daha yiiksek sayida karbapenemaz iireticisi
Enterobacteriaceae tiyesi yakalamaktadir (Canton ve ark., 2014). Fakat her iki
kilavuzun belirledigi klinik sinir degerlerin altinda MiK degerlerine sahip
karbapenemaz iireticileri siklikla izole edilmektedir (Nordmann ve ark., 2012b).
Ozellikle OXA-48/0XA-181 iireticilerinde karbapenemler igin diisiik MIK
degerlerine sahip suslarin varligi dikkati ¢cekmektedir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2. 4. Ana karbapenemazlar1 eksprese eden Enterobacteriaceae iiyelerinin karbapenemler i¢in
MIK degerleri dagilimi (Nordmann ve ark., 2012b)

MIK (mg/L)
Enterobacteriaceae Imipenem Meropenem  Ertapenem
KPC (Ambler Simf A) 0.5ile >32 0.5ile >32 0.5ile >32
IMP/VIM/NDM (Ambler 0.5ile >32 0.5ile >64 0.38 ile >32
sinif B)
OXA-48/0XA-181 (Ambler  0.25 ile >64 0.5ile >64 0.38 ile >32
sinif D)

MIK, minimum inbibit6r konsantrasyon

Kilavuzlardaki karbapenem klinik sinir degerlerinin altinda MIK degerlerine

sahip fakat karbapenemaz iiretmekte olan suslar1 yakalayabilmek i¢in EUCAST
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tarafindan belirlenen epidemiyolojik sinir degerler (ECOFF) kullanilabilir (EUCAST
web sayfasi, erigim adresi: [www.mic.ceucast.org], erisim tarihi: 19/06/2015). ECOFF
degerlerinin iistiinde MiK degerlerine sahip suslar, karbapenemaz varlig1 agisindan

daha spesifik dogrulama testlerine alinmalidir.

Ornegin sokak tipi K. pneumoniae suslarmin meropenem i¢in MiK degerlerine
dair 67 kaynaktan elde edilen 18171 6rnekte, ECOFF degeri 0,125 mg/L olarak
belirlenmistir (EUCAST web sayfasi, erisim adresi: [www.mic.eucast.org], erisim

tarihi: 19/06/2015) (Sekil 2.3).

Sekil 2. 3. Sokak tipi K. pneumoniae suslarinin meropenem igin MIiK degerlerinin dagilimi (EUCAST

web sayfasi, erigim adresi: [www.mic.eucast.org], erisim tarihi: 19/06/2015).
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Dokuz veri kaynagindan alinan 936 6rnekte, sokak tipi K. pneumoniae
suslariin Kirby-Bauer disk diflizyon metodu ile elde edilen meropenem (10 pg disk)
i¢in inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin dagilimi incelendiginde ECOFF degeri 25 mm
olarak belirlenmistir (EUCAST web sayfasi, erisim adresi: [www.mic.eucast.org],

erisim tarihi: 19/06/2015) (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. Sokak tipi K. pneumoniae suglarinin disk difiizyon metodu ile elde edilen meropenem zon

cap1 degerlerinin dagilimi (EUCAST web sayfasi, erigim adresi: [www.mic.eucast.org], erisim tarihi:
19/06/2015)
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Elde edilen ECOFF degerleri dogrultusunda EUCAST, karbapenemaz iireticisi
Enterobacteriaceae i¢in klinik sinir degerlerden bagka tarama sinir degerleri de
tanimlamistir (EUCAST web sayfasi, erisim adresi:
[www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi: 15/06/2015) (Cizelge 2.5).
Cizelge 2. 5. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae i¢in klinik sinir degerler ve tarama sinir

degerleri (EUCAST web sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim
tarihi: 15/06/2015)

Karbapenem MIK (mg/L) Disk difiizyon zon ¢aplari
(mm) (10 pg disk ile)
S/lsimin Tarama S/l sinini Tarama
S1nirl Sinirl
Meropenem <2 >0.12 >22 <25
Imipenem <2 >1 >22 <23
Ertapenem <0.5 >0.12 >25 <25

MIK, minimum inbibitér konsantrasyon; S, duyarl; R, direncli

EUCAST, karbapenemaz taramasinda duyarlilik ve 6zgiilliik dengesi en iyi
olan meropenemin kullanimin1 6nermektedir. Ertapenem her ne kadar miikemmel

duyarlilikta olsa da 6zellikle Enterobacter spp. gibi tiirlerde, porin kaybiyla kombine
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GSBL veya AmpC B-laktamazlarin varliginda, diisiik stabilitesi nedeniyle 6zgilliigii
zayiftir (Nordmann ve ark., 2012b). imipenem ve ertapenem tarama degerlerinde,
ozgiilliigii artirmak amaciyla yeni belirlenen ECOFF degerlerine gore bir iist MIK
degeri verilebilecegi bildirilmektedir. Yine kilavuzda OXA-48 iireticisi bazi suslarda
meropenem i¢in inhibisyon zon ¢aplarinin 26 mm’ye kadar ¢ikabildigi ifade
edilmistir. Dolayistyla tilkemiz gibi OXA-48 iireticilerinin endemik oldugu yerlerde
meropenem tarama sinir degerinin <27 mm olarak kullanim1 uygun olacaktir.
Imipenemin sokak tipi suslar ile karbapenemaz iireticilerini ayirt edebilmesi gorece
zayif oldugundan karbapenemaz taramasinda tek basina kullanimi dnerilmemektedir
(EUCAST web sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance_mechanisms],
erisim tarihi: 15/06/2015).

CLSI (2015) kilavuzunda ise karbapenemaz iireticisi suslarin giincel klinik
siir degerlere gore siklikla en az bir karbapeneme orta duyarl veya direncli
bulundugu ve siklikla 3. kusak sefalosporinlerden (6rnegin sefoperazon, sefotaksim,
seftazidim, seftizoksim, seftriakson) en az bir veya daha fazlasina direngli olarak test
edildigi belirtilmektedir. Ertapenemin orta duyarli ya da direngli bulunmasinin

karbapenemaz iireticilerini saptamada en duyarli belirte¢ oldugu ifade edilmektedir.

Her iki kilavuzda da karbapenemaz iiretiminin dogrulanmasi sadece enfeksiyon
kontrolii ya da epidemiyolojik arastirma amaglariyla dnerilmekte, karbapenemaz
uireticisi olsa bile klinik sinir degerlere gore belirlenen duyarlilik kategorilerinde

herhangi bir degisiklik yapilmamasi gerektigi bildirilmektedir.

Karbapenem MIK degerlerinden ayr1 olarak diger p-laktam antibiyotikler igin
MIK degerlerinin incelenmesi de, karbapenemaz iireticisi mikroorganizmalarin
saptanmasinda yardime1 olacaktir. Aslinda bir susun karbapenemaz iiretimine sahip
olmasi, karbapenem direng diizeyinden bagimsiz olarak bircok B-laktam grubu
antibiyotikte duyarlilik kaybiyla kendini gostermektedir. Karbapenem iireticisi bir
izolat en azindan penisilinlere ve dar spektrumlu sefalosporinlere direng
gosterecektir. Eger izolat Smif A ya da Sinif B karbapenemazlardan birine sahipse,
seftazidim, seftriakson ve sefotaksim gibi genislemis spektrumlu sefalosporinlere de
direng beklenilmektedir. Halbuki bu son ii¢ antibiyotik, Simif D karbapenemazlarin
tiretiminden etkilenmemektedir (Queenan ve Bush, 2007) (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2. 6. Ana karbapenemazlar1 eksprese eden GSBL pozitif veya negatif Enterobacteriaceae
izolatlarinda direng profilleri (Nordmann ve ark., 2012b)

AMX AMC TZP CTX CAZ IMP ETP MEM ATM

KPC R S/l R R R S/1/R I/IR S/1/R R
KPC + GSBL R I/IR R R R I/IR I/IR I/IR
IMP/VIM/NDM R R I/IR R I/IR S/IIR I/IR S//R S
IMP/VIM/NDM +

R R I/IR R R I/IR R S//R R
GSBL
OXA-48/0XA-181 R R S//R S/ S S/ S/ S/l S
OXA-

R R IIR R R IIR I/IR IIR R
48/0XA181+GSBL

AMX, amoksisilin; AMC, amoksisilin-klavulanik asit; TZP, piperasilin-tazobaktam; CTX,
sefotaksim; CAZ, seftazidim; IMP, imipenem; ETP, ertapenem; MEM, meropenem; ATM, aztreonam

Karbapenemaz iireticilerine yonelik tarama sonrasinda silipheli bulunan bir
izolatin, uygun fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak dogrulanmasi
gerekmektedir. Sonugta izolat karbapenemaz iireticisi olarak tanimlanabilecegi gibi
karbapenem direncinin muhtemel bagska mekanizmalara bagli olarak ortaya ¢ikmasi

da miimkiindiir (Sekil 2.5).
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Modifiye Hodge testi

Inhibitor tabanl testler ) _y
PCR (tekli ya da miiltipleks)

Karbapenem igeren

kromojenik besiyerleri LS

Carba NP testi

1

Karbapenemaz iireticisi Muhtemel diger

mekanizmalar

Sekil 2. 5. Karbapenemaz iireticilerinin saptanmasina yonelik algoritma
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2.4.1. Modifiye Hodge testi

Modifiye Hodge testi rutin laboratuvarlarda karbapenemaz aktivitesini
saptamak amaciyla yayginlikla kullanilan fenotipik yontemlerden biridir (Hammoudi
ve ark., 2014). Ik defa Hodge ve arkadaslar1 (1978) tarafindan Neisseria gonorrhea
ve diger penisilinaz iireten bakterileri saptamak amaciyla gelistirilen testi Lee ve
arkadaslar1 (2001) VIM-2 iireten karbapenemaz pozitif suslar1 saptayacak sekilde
degistirerek modifiye Hodge testini gelistirmislerdir. Testin orijinalinde kullanilan
penisilin G diski yerine imipenem (10 pg) diski, indikatdr mikroorganizma olarak
kullanilan penisilin G duyarli S. aureus yerine de E. coli ATCC 25922 kullanilmustir.
Tamami VIM-2 {ireten suslar tizerinde denenen testin duyarlilik ve 6zgilliigi
sirastyla % 100 ve % 88 olarak belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan farkl
karbapenemaz genlerine sahip suslarda da pozitif sonuclar alindigindan
aragtirmacilar testin sadece VIM-2 degil, genel olarak karbapenemaz iireticilerinin
taramasinda kullanilabilecek bir yontem oldugunu bildirmislerdir (Lee ve ark.,
2001). CLSI tarafindan da karbapenemaz saptamada Onerilen test, kolay kullanimi ve
disk difiizyon testinde kullanilan malzemeler disinda ilave bir ekipman

gerektirmemesi nedeniyle laboratuvarlarda ¢ok yaygin bir kullanim kazanmaistir.

Modifiye Hodge testi Mueller-Hinton agar kullanilarak yapilmaktadir.
Indikatdr organizma olarak kullanilan E. coli ATCC 25922 susu, 0,5 McFarland
standartinda tiirbiditeye sahip olacak sekilde hazirlandiktan sonra 1:10 oraninda diliie
edilerek agar plagina siiriiliir ve plagin merkezine bir karbapenem diski yerlestirilir.
Test edilecek sus 6ze ile alinarak yogun bir sekilde karbapenem diskinden baslayarak
perifere dogru bir hat boyunca siiriiliir. Bir gecelik inkiibasyonu takiben indikator
organizmanin yonca yapragi seklinde karbapenem inhibisyon zonu igerisine girinti

yapmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir (Lee ve ark., 2001).
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2.4.2. inhibitor tabanh testler

Spesifik karbapenemaz inhibitdrlerinin varliginda, belirli karbapenemazlarin
aktivitesi azalmakta ve karbapenemaz iireticileri, B-laktamlara daha duyarl hale
gelmektedir (Hammoudi ve ark., 2014). Bu inhibitérlerle yapilan fenotipik testlerde,
tek bagina karbapenem ile karbapenem-karbapenemaz inhibitér kombinasyonlari
karsilastirilmakta ve inhibisyon zon ¢apinda artis ya da MIK degerlerinde diisme

olup olmamasi in vitro olarak aragtirilmaktadir (Stuart ve ark., 2010).

Karbapenem ile inhibitor arasindaki sinerji pratikte degisik tekniklerle

dogrulanabilir:

=  Kombine disk testlerinde, ticari olarak elde edilebilen inhibitér emdirilmis
karbapenem diskleri alinir. Test edilecek izolat Mueller-Hinton agara
ekildikten sonra karbapenem diski ile inhibitor emdirilmis karbapenem diski
yerlestirilir. Inkiibasyonu takiben zon ¢aplar &lgiilerek aralarinda fark olusup
olusmadigi incelenir (Pasteran ve ark., 2009). Ayni yontem laboratuvar
sartlarinda hazirlanan karbapenem-inhibitér kombine diskleriyle de
yapilabilir (Hammoudi ve ark., 2014).

= Cift disk sinerji testlerinde, steril disklere inhibitér emdirilir ve karbapenem
diskiyle aralarinda belli mesafe olacak sekilde yerlestirilir. Karbapenem diski
ile inhibitdr arasinda bir sinerji olmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir
(Lee ve ark., 2001).

» Metallo-p-laktamaz aktivitesini saptamak amaciyla hazirlanan imipenem ve
imipenem/EDTA kombinasyonlarini i¢eren gradiyent diflizyon testi seritleri
kulanilabilmektedir (Nordmann ve ark., 2012b).

Ozet olarak diyebiliriz ki; Simf A karbapenemazlar boronik asit ile, Simif B
karbapenemazlar dipikolinik asit ve EDTA ile inhibe olur. Sinif D
karbapenemazlarin rutin laboratuvarda kullanilan bir inhibit6rii bulunmamaktadir.
Kloksasilin, Amp-C B-laktamazlari inhibe ettiginden dolayi, AmpC asir1 iireticisi

suslar ile karbapenemaz iireticilerini ayirt etmede ise yaramaktadir (EUCAST web
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sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi:
15/06/2015) (Sekil 2.6).

KPC v(ya da AmpC Metallo-beta- GSBLV+
diger Smif A (kromozomal ya laktamaz porin kayb1
karbapenemazl| da plazmit- ve OXA-48**

aracili + porin
kayb1

Sekil 2. 6. EUCAST ’e gore inhibitor tabanli testler ile karbapenemaz saptama algoritmas: (EUCAST
web sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi: 15/06/2015)

APBA, aminofenil boronik asit; PBA, fenil boronik asit; DPA, dipikolinik asit; EDTA, etilen diamin
tetraasetik asit

*KPC ile MBL kombinasyonu sinerji gostermeyebilir fakat izolatlar karbapenemlere, normale gore
yiiksek direng gosterecektir.

**Yiiksek diizey temosilin direnci (MIK>32 mg/L, 30 ug temosilin diski ile 6l¢iilen zon ¢ap1 <11
mm), Sinif A ve Simif B karbapenemaz inhibitérleriyle sinerji yoklugunda OXA-48 iiretiminin
fenotipik indikatoriidiir.
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2.4.2.1. Sif A karbapenemaz inhibitorleri

KPC ve diger Sinif A karbapenemazlarin fenotipik olarak saptanmasinda,
boronik asit (siklikla 3-aminofenil boronik asit) kullanilmaktadir. inhibisyon
mekanizmasi bilinmemektedir. Cift disk sinerji testi ya da kombine disk testi ile test
edilebilmekle birlikte kombine disk testi daha gok tercih edilmekte ve daha iyi sonug
verdigi bildirilmektedir. Degisik indikator B-laktamlar denenmekle birlikte
meropenem ya da imipenem kullanimi tavsiye edilmektedir. Yayinlarda zon artisiyla

ilgili de farkli degerler verilmektedir (Miriagou ve ark., 2010).

2.4.2.2. Sif B karbapenemaz inhibitorleri

Tiim metallo-B-laktamazlar, enzim aktivitesi i¢in siklikla ¢inko gibi divalan
katyonlara, metal kofaktorler olarak ihtiyag duymaktadir ve dolayisiyla aktif
bolgelerinden ¢inkonun uzaklastirilmasi sonucu da aktiviteleri etkilenmektedir
(Walsh ve ark, 2005). Metallo-B-laktamazlarin saptanmasina yonelik degisik
inhibitor tabanli testler gelistirilmistir. Bunlar degisik metallo-p3-laktamaz
inhibitorleriyle (6rnegin EDTA, EDTA+1,10-fenantrolin, 2-merkaptopropionik asit,
sodyum merkaptoasetik asit ve dipikolinik asit) bir karbapenem ve/veya
oksiiminosefalosporin (seftazidim) arasindaki sinerjiye dayanmaktadir. Cift disk
sinerji testi, kombine disk testi ya da gradiyent difiizyon testi gibi farkli yontemlerle

metallo-B-laktamaz varlig1 arastirilabilmektedir (Miriagou ve ark., 2010).
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2.4.2.3. Smif D karbapenemaz inhibitorleri

Sinif D karbapenemazlar siklikla klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam,
kloksasilin, boronik asit ya da ¢inko selatorleri ile inhibe olmazlar. Sinif D -
laktamazlarin in vitro ortamda 100 mM konsanstrasyonda sodyum kloriir varliginda
inhibe olabilecegi bildirilmistir (Poirel ve ark., 2010). Bu 6zelligin diger p-laktamaz
siiflarinda bulunmamasi, Sinif D B-laktamazlarin in vitro tanimlamasinda yararl bir
ozelliktir (Poirel ve ark., 2004 ve Poirel ve ark., 2005). Fakat karbapenemaz
taramasinda bu 6zellige yonelik rutin fenotipik bir test gelistirilmemistir. OXA-48
benzeri karbapenemaz iireticilerinde yliksek diizey temosilin direnci (MIK >32
mg/L) goriilmesi fenotipik bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Fakat bu durum sadece
OXA-48 benzeri karbapenemaz iireticilerine spesifik olmayip baska direng
mekanizmalarindan da kaynaklanabilir (Glupczynski ve ark., 2012 ve Hartl ve ark.,
2013). Sinif D karbapenemazlar igerisinde yer alan enzimlerin aminoasit
dizilerindeki degiskenligin fazla olmasi, bunlarin tanimlanmasinda kullanilabilecek
spesifik inhibitor testlerinin gelistirilmesini giiclestirmistir. Dolayistyla bunlarin
laboratuvarda dogru tanimlanmasinda, bir¢ok arastirmaci molekiiler yontemlerin
altin standart olarak kaldigini bildirmektedir (Miriagou ve ark., 2010; Nordmann ve
ark., 2012b ve Poirel ve ark., 2010).

EUCAST, modifiye Hodge testini; hem elde edilen sonuglari
degerlendirmedeki giicliikler hem de 6zgiilliiglindeki diisiikliik ve baz1 durumlarda
duyarliliginin da optimalin altinda olmasi gibi nedenlerle nermemekte ve bunun
yerine inhibitor tabanli testlere yer verilmektedir. Kilavuzda Sinerji varliginin ticari
kitlerin onerileri dogrultusunda belirlenmesi istenilmekte ve fenotipik testin nasil
yorumlanacagina dair ana esaslar bildirilmektedir (EUCAST web sayfasi, erisim
adresi: [www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi: 15/06/2015) (Cizelge
2.7).
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Cizelge 2. 7. Difiizyon yontemleriyle yapilan inhibitor tabanli fenotipik testlerin yorumlanmasi
(EUCAST web sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi:
15/06/2015)

p-laktamaz 10 pg meropenem disk/tabletine gore zon ¢capinda artis Temosilin
seklinde gozlenen sinerji varhgi MIK>32 mg/L
DPA/EDTA APBA/PBA DPA+APBA CLX yadazon
capi<i1l mm
MBL + - - - Degisken*
KPC - + - - Degisken*
MBL+KPC** Degisken Degisken + - Degisken*
OXA-48 benzeri - - - - Evet
AmpC+porin - + - + Degisken*
kaybi
GSBL+porin - - - - Hayir
kaybi

MBL, metallo-p-laktamaz; KPC, K. pneumoniae karbapenemaz; DPA, dipikolinik asit; EDTA, etilen
diamin tetraasetik asit; APBA, aminofenil boronik asit; PBA, fenil boronik asit; CLX, kloksasilin

*Temosilin duyarlilik testi sadece inhibitorlerle sinerji saptanmadigi durumlarda, GSBL+porin kayb1
ile OXA-48 benzeri enzimlerin varligini birbirinden ayirt etmede 6nerilmektedir. Diger
karbapenemazlarin varliginda duyarlilik sonuglart degiskendir.

**Cift inhibitor igeren (DPA/EDTA + APBA/PBA) ticari tabletlerin kullamimini destekleyen sadece
bir yayin olup, ¢ok-merkezli ya da ¢ok sayida tek-merkezli ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Bu kombinasyon
yiiksek diizey karbapenem direncini gosterir ki bu durum Yunanistan disinda nadirdir.

2.4.3. Karbapenem iceren kromojenik besiyerleri

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae iiyelerinin diinya genelinde
yayilmasi, hizli stirveyans yontemlerinin kullanimimi giindeme getirmistir (Adler ve
ark., 2011). Karbapenemaz iireticilerinin yayiliminin 6nlenmesi, kolonize hastalarin
hastaneye yatisinin erken donemlerinde ya da yogun bakim gibi spesifik bir iiniteye
gegcisinden 6nce dogru sekilde saptanmasina baghdir. Enterobacteriaceae igin

rezervuar ¢ogunlukla intestinal flora oldugu i¢in, siirveyans i¢in en uygun drnekler
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gaita ve rektal siirlintli olmaktadir. Taramalar en azindan riskli hastalar1 (yogun
bakim hastalari, transplant alicilari, immiinsiiprese hastalar, karbapenemaz
ireticilerinin yaygin oldugu yabanci1 bir hastaneden transfer gibi) igerecek sekilde
olmalidir. Tarama amaciyla kullanilan besiyerleri karbapenemaz iireten
organizmalar1 degil karbapenem direnglileri tespit etmektedir (Nordmann ve Poirel,
2013).

Bu amagla ilk piyasaya siirilen CHROMagar KPC besiyeridir ve igeriginde bir
karbapenem bulundurmaktadir (CHROMagar, Paris, Fransa). Bu besiyeri sadece
yiiksek diizey karbapenem direnci gosteren bakterileri saptamaktadir. Dolayisiyla ana
dezavantaji; bazi metallo-p-laktamaz ya da OXA-48 iireticilerinde oldugu gibi diisiik
diizey karbapenem direnci bulunan izolatlar1 saptayamamasi yani duyarliliginin

diisiik olmasidir (Nordmann ve ark., 2011a).

Bir diger tarama besiyeri de karbapenem i¢cermektedir (CRE Brilliance,
Thermo Scientific, ABD). KPC ve metallo-B-laktamaz iireticilerini iyi saptamaktadir

fakat tiim OXA-48 ireticilerini yakalayamamaktadir (Nordmann ve Poirel, 2013).

Farkl1 tiplerdeki tiim karbapenemaz iireticilerini yakayacak sekilde artirilmis
duyarhilik ve 6zgiilliige sahip ve igeriginde kloksasilin, ¢inko ve bir karbapenem
molekiilii bulunan SUPERCARBA besiyeri ise yakin zamanda gelistirilmistir
(Girlich ve ark., 2013).

2.4.4. Carba NP testi

Carba NP testi; karbapenemlerin p-laktam halkasinin test edilecek bakteri
izolat1 tarafindan hidrolizi esasi iizerine kurulmus, hizli, duyarli, 6zgiil ve herhangi
bir laboratuvara adapte edilebilecek kullanish bir biyokimyasal test olarak ifade
edilmektedir. Karbapenem hidrolizi sonucu pH degisimi olmaktadir ve boylece testte

indikat6r olarak kullanilan fenol kirmizisi soliisyonunun rengi kirmizidan sariya
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donmekte ve bu durum pozitif sonug olarak degerlendirilmektedir (Nordmann ve
ark., 2012c).

Carba NP testinin karbapenemaz tiplerini birbirinden ayirt edememesi
hususundaki sinirlamasini agsmak i¢in ayni arastirmacilar tarafindan Carba NP2 ismi
verilen yeni bir test daha gelistirilmistir. Bu test de benzer mantikla karbapenemlerin
B-laktam halkasinin test edilecek bakteri izolati tarafindan hidrolizi esasi lizerine
kurulmustur. Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp.’de hem karbapenemaz tayini
hem de tiplendirmesi i¢in gelistirilmistir. CarbaNP testinden farkli olarak her bir
izolat, iginde bir karbapenem molekiiliine ilaveten Sinif A ve Sinif B karbapenemaz
inhibitorleri bulunan kuyucuklara inokiile edilmekte ve renk degisimi olup
olmamasina gore karbapenemaz varligi ve tip tayini yapilmaktadir (Dortet ve ark.,

2012).

EUCAST kilavuzunda Carba NP testinin Mueller-Hinton agar, kanl agar,
triptikaz soy agar ve karbapenemaz iireticilerinin taranmasinda kullanilan ¢ogu segici
besiyerinde lireyen bakteriyel koloniler i¢in valide edildigi bildirilmistir.
Tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmek i¢in yontemin farkli basamaklarinin dikkatli
sekilde takip edilmesi gerektigi ifade edilmistir (EUCAST web sayfasi, erigim adresi:

[www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi: 15/06/2015).

2.4.5. Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemler, karbapenemazlarin belirlenmesi ve birbirinden ayirt
edilmesinde referans yontem olmaya devam etmektedir. Cogunlugu polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) tabanli olan bu yontemleri, eger sadece karbapenemaz grubunu
belirlemek (6rn. VIM-tipi, KPC-tipi, NDM tipi ya da OXA-tipi gibi) yeterli
goriilmezse dizi analizi takip edebilir ve boylelikle karbapenemaz geninin hangi

varyanti oldugu da (VIM-1, KPC-2, NDM-1 gibi) belirlenebilir.
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Tekli PZR teknikleri uygulanabilecegi gibi multipleks ya da ger¢ek zamanlt
PZR uygulamalari da yapilabilmektedir. Yayimlanan primerler ve standardize dongii
kosullar1 ile klinik olarak yaygin karbapenemaz genleri kolay sekilde

saptanabilmektedir.

Koloniler iizerinden PZR yontemi ile ¢alisildiginda, miikemmel duyarlilik ve
ozgilliikle, 4-6 saat icinde sonug elde edilebilmektedir. Ger¢ek zamanli PZR
teknolojisi kullanildiginda ise daha kisa bir siirede sonug elde edilebilmektedir

(Nordmann ve Poirel, 2013).

Bunlarin haricinde ticari olarak satilan PZR Kitleri de mevcuttur. Bunlardan
Check-MDR CT102 DNA microarray gibi bazilart DNA amplifikasyonunu takiben
tiip mikroarray i¢inde amplikon saptanmasi esasina dayanmaktadir. Dolayisiyla tek
bir test tiipiinde birgok gen saptanabilmektedir (Hammoudi ve ark., 2014). Stuart ve
arkadaglarinin (2012) bir ¢alismasinda, bu sistemle KPC, NDM, VIM, OXA-48 ve
VIM+KPC iireten ve meropenem MIK degerleri 0,5 mg/L’ye esit veya daha yiiksek
enterobakteriyel izolatlarin % 100 6zgiilliik ve % 97 duyarlilikla saptandigi
bildirilmistir.

Bir diger tipteki ticari amplifikasyon kitinde ise karbapenemaz gen
amplifikasyonunu ELISA takip etmektedir (Gazin ve ark., 2012). Hyplex-MBL 1D
Multiplex PCR-ELISA ticari kitinde, DNA multipleks PZR araciligiyla
cogaltildiktan sonra polistren kapli ELISA plaklarina sabitlenir. Ardindan spesifik
oligoniikleotid problari ile hibridize edilir ve olugan kompleksler peroksidaz isaretli
konjuge antikorlar araciligiyla renk degisimi seklinde saptanir (Hammoudi ve ark.,
2014). Yunanistan’da yapilan bir calismada, bu metodla VIM iireten P. aeruginosa,
A. baumannii ve Enterobacteriaceae izolatlar1 % 98 duyarlilik ve % 98,6 6zgiilliikle
saptanmistir (Avlami ve ark., 2010). Hyplex-MBL ID Multiplex PCR-ELISA
metodu ile sonu¢ almak i¢in 4,5-6 saat gibi bir siire gerekmektedir (Ambretti ve ark.,

2013).

Molekiiler tabanli tekniklerin ana dezavantajlart maliyetlerinin daha yiiksek
olusu, egitimli teknisyene ihtiya¢ duyulmasi ve tanimlanmamais nadir genleri

saptayamamasi olarak siralanabilir. Genlerin sekanslanmasi ¢cogunlukla arastirma ya
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da epidemiyolojik amagclarla yapilabilmektedir. Karbapenemaz tipinin kesin olarak
tanimlanmasina ne hasta tedavisi agisindan ne de salginlar1 6nlemek acisindan
ihtiya¢ bulunmamaktadir (Nordmann ve Poirel, 2013). Karbapenemaz kodlayan
genlerdeki yiiksek cesitlilik ve artan sayidaki yeni varyantlar nedeniyle karbapenem
direngli bir susta elde edilen negatif PZR sonucu, bir referans laboratuvarda ilave

genotipik analizlerle yeniden degerlendirilmelidir (Stuart ve ark., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Izolatlarinin Elde Edilmesi ve Tiplendirimi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’na ¢esitli kliniklerden génderilen ve Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle ertapeneme orta duyarlilik ya da direng gosteren Enterobacteriaceae

ailesindeki enterik gram negatif bakteriler ¢aligmaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilen klinik 6rnekler 2010-2014 yillar1 arasinda toplanilmis
olup ¢ogunlugunu yogun bakim iinitelerinden gelen 6rnekler olusturmaktadir. Gelen
ornekler basta idrar, abse ve kan drnekleri olmak {izere trakeal aspirat/brons lavaji,

yara, dren, doku ve steril viicut s1v1 6rneklerinden olusmaktadir.

Ureyen mikroorganizmalarin tiir tayinleri, Phoenix (Becton Dickinson, ABD)

otomatize tiplendirim sistemiyle yapilmistir.

3.2. Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Calismaya dahil edilen suslar ve kontrol suslari i¢in antibiyotik duyarlilik
testleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilmistir. Ertapenem ve meropenem
icin MIK degerlerini belirlemek icin gradiyent diflizyon yontemi kullanilmistir.

Sonuglar CLSI (2015) ve EUCAST (2015) kriterlerine gore yorumlanmuistir.
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3.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

3.2.1.1. Gerecler

3.2.1.1.1. Besiyerleri ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

EMB besiyeri,

Mueller Hinton Agar besiyeri

EMB Agar Hazirlanmasi

Dehidrate besiyeri (Merck, Almanya), 36 g tartilmig ve 1000 ml distile su ile
tamamlanmistir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Soguduktan sonra

petri plaklaria dokiilmiistiir.

Mueller Hinton Agar Hazirlanmasi

Mueller Hinton agar (MHA) dehidrate besiyeri (Merck, Almanya) 34 g
tartilmis ve 1000 ml distile su ile tamamlanmistir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika

sterilize edilmis, soguduktan sonra 150 mm ¢apli petri plaklarina dokiilmiistiir.

3.2.1.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg) (Oxoid, ingiltere),
Piperasilin-tazobaktam (100/10 pg) (Oxoid, Ingiltere),
Sefazolin (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Sefepim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Sefotaksim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Sefotaksim (30 pg) (Bioanalyze, Tiirkiye),
Sefotaksim-klavulanik asit (30/10 pg) (Bioanalyze, Tirkiye),
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Seftazidim (30 pg) (Oxoid, ingiltere),

Seftazidim (30 pg) (Bioanalyze, Tiirkiye),
Seftazidim-klavulanik asit (30/10 pug) (Bioanalyze, Tiirkiye),
Sefoksitin (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Aztreonam (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Doripenem (10 pg) (Oxoid, ingiltere),

Ertapenem (10 pg)(Oxoid, Ingiltere),

Imipenem (10 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Meropenem (10 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Amikasin (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Gentamisin (10 pg) (Oxoid, ingiltere),

Siprofloksasin (5 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Levofloksasin (5 pg) (Oxoid, Ingiltere),
Trimetoprim-siilfametoksazol (1.25/23.75 pg) (Oxoid, Ingiltere).

3.2.1.1.3. Araclar

Etiiv (Heraus, Almanya)
Otoklav (Niive, Tirkiye)
Phoenix Spec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD)

3.2.1.2. Yontem

Toplanan suslar, PhoenixSpec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD)
nefelometre cihazi kullanilarak 0,5 McFarland standardina uygun sekilde, fizyolojik
tuzlu i¢inde siispanse edilmistir. Hazirlanan siispansiyondan MHA besiyerine
ekiivyonla yogun ekim yapilmistir. Besiyeri plag: 3-5 dakika kuruduktan sonra 150
mm’lik her bir petri plaginda en fazla 12 disk olacak sekilde, amoksisilin-klavulanik

asit (20/10 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), sefazolin (30 pg), sefepim (30
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ng), sefotaksim (30 pg), sefotaksim-klavulanik asit (30/10 pg), seftazidim (30 pg),
seftazidim-klavulanik asit (30/10 pg), sefoksitin (30 pg), aztreonam (30 pg),
doripenem (10 pg), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg),
gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 pg) ve
trimetoprim-siilfametoksazol (1.25/23.75 pg) diskleri yerlestirilmistir. Hazirlanan
plaklar 35-37°C’de 1824 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra inhibisyon zon ¢aplart CLSI (2015) 6nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir.
Inhibisyon zon caplar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon yonteminde kullanilan antibiyotiklerin Enterobacteriaceae
i¢in duyarlilik zon ¢aplar1 (CLSI, 2015)

Antibiyotik | S I R Antibiyotik S | R

Amoksisilin- | >18 14-17 | <13 Imipenem >23 20-22 | <19

klavulanik

asit

Piperasilin- >21 18-20 | <17 Meropenem >23 20-22 | <19

tazobaktam

Sefazolin >23 20-22 | <19 Doripenem >23 20-22 | <19

Sefepim >25 19-24 | <18 Amikasin >17 15-16 | <14
(SDD)

Seftazidim >21 18-20 | <17 Gentamisin >15 13-14 | <12

Sefotaksim >26 23-25 | <22 Siprofloksasin >21 16-20 | <15

Sefoksitin >18 15-17 | <14 Levofloksasin >17 14-16 | <13

Aztreonam >21 18-20 | <17 Trimetoprim- >16 11-15 | <10

siilfametoksazol
Ertapenem >22 19-21 | <18
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3.2.2. GSBL aranmasi

3.3.2.1. Gerec¢

3.3.2.1.1. Besiyerleri ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Mueller Hinton Agar ve Hazirlanmasi

Mueller Hinton agar dehidrate besiyeri (Merck, Almanya) 34 g tartilmis ve
distile su ile 1000 ml olacak sekilde tamamlanmistir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika

sterilize edilmis, soguduktan sonra 150 mm ¢apli petri plaklarina dokiilmiistiir.

3.3.2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg) (Oxoid, Ingiltere),
Sefotaksim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Sefotaksim (30 pg) (Bioanalyze, Tiirkiye),
Sefotaksim-klavulanik asit (30/10 pg) (Bioanalyze, Tiirkiye)
Seftazidim (30 pg) (Oxoid, ingiltere),

Seftazidim (30 ng) (Bioanalyze, Tiirkiye),
Seftazidim-klavulanik asit (30/10 pg) (Bioanalyze, Tiirkiye),

3.3.2.1.3. Araclar
Etiiv (Heraus, Almanya)

Otoklav (Niive, Tirkiye)
Phoenix Spec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD)
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3.3.2.2. Yontem

3.3.2.2.1. Cift Disk Sinerji Testi ile GSBL Dogrulamasi

PhoenixSpec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD) nefelometre cihazi
kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan
yogun ekim yapilan MHA {izerine ¢ift disk sinerji testi i¢cin EUCAST oOnerileri
(EUCAST web sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance mechanisms],
erisim tarihi: 15/06/2015) dogrultusunda amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg)
(Oxoid, Ingiltere) ve sefotaksim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere) diskleri, merkezden
merkeze mesafeleri 20 mm olacak sekilde yerlestirilmistir. Plaklar 35°C’de 18-24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda sefotaksim diski etrafindaki inhibisyon
zonunda amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru bir genisleme varligi pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir.

3.3.2.2.1. Kombine Disk Difiizyon Testi ile GSBL Dogrulamasi

PhoenixSpec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD) nefelometre cihazi
kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan
yogun ekim yapilan MHA {izerine CLSI (2015) ve EUCAST onerileri (EUCAST
web sayfasi, erisim adresi: [www.eucast.org/resistance mechanisms], erisim tarihi:
15/06/2015) dogrultusunda sefotaksim (30 pg), sefotaksim-klavulanik asit (30/10
ug), seftazidim (30 pg) ve seftazidim-klavulanik asit (30/10 pg) diskleri
yerlestirilmistir. Kombine disklerin temin edildigi firmanin (Bioanalyze, Tiirkiye)
urettigi sefotaksim (30 pg) ve seftazidim (30 pg) diskleri de MHA {izerine
yerlestirilmistir. Plaklar 35°C’de 1824 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
sefotaksim ve seftazidim diskleri ile bunlarin klavulanik asitli kombinasyonlarinin
etrafinda olusan zon caplar1 Sl¢iilmiistiir. Sefotaksim ve sefotaksim/klavulanik asit

diskleri etrafindaki zon caplari arasindaki fark >5mm ve ayni sekilde seftazidim ve
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seftazidim/klavulanik asit diskleri etrafindaki zon caplar1 arasindaki fark >5mm ise

sonug pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3. Gradiyent difiizyon test yontemi

3.2.3.1. Gereg¢

3.2.3.1.1. Besiyerleri ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Mueller Hinton Agar ve Hazirlanmasi
Mueller Hinton agar dehidrate besiyeri (Merck, Almanya) 34 g tartilmis ve

distile su ile 1000 ml olacak sekilde tamamlanmistir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika

sterilize edilmis, soguduktan sonra 150 mm ¢apli petri plaklarina dokiilmiistiir.

3.3.2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Ertapenem G-test seriti (Liofilchem, Italya),
Meropenem G-test seriti (Liofilchem, Italya).

3.3.2.1.3. Araclar
Etiiv (Heraus, Almanya)

Otoklav (Niive, Tirkiye)
Phoenix Spec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD)
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3.3.2.2. Yontem

PhoenixSpec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD) nefelometre cihazi
kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan
MHA iizerine yogun ekim yapilmistir. Besiyerinin 3-5 dakika kurumasi beklendikten
sonra biri ertapenem, digeri meropenem olmak tizere iki adet G-test stripi
yerlestirilmistir. Plaklar 35°C’de 18—24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
plaklar aydinlik bir ortamda koyu renk bir zeminin iizerinde, goz ile
degerlendirilerek tam inhibisyon zonunun gradiyent test seridine temas ettigi
konsantrasyon belirlenmistir. inhibisyon zonunun iki deger arasinda kalmasi halinde
yiiksek olan deger MIK olarak kabul edilmistir. Inhibisyon zonunun seride temas
ettigi yer belirgin degilse ya da ¢ift zon olugsmussa sonuglar gecersiz sayilip test
tekrar edilmistir. Elde edilen MIK degerleri CLSI (2015) ve EUCAST (2015)

kilavuzlarina gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3. 2. EUCAST (2015) ve CLSI (2015) kilavuzlarina gore Enterobacteriaceae i¢in ertapenem
ve meropenem MIK degerleri

Karbapenem EUCAST MIK CLSI MiK degeri
degeri mg/L png/mL
S< R > S< R >
Ertapenem 0.5 1 0,5 2
Meropenem 2 8 1 4

MIK, minimum inbibitér konsantrasyon; S, duyarly; R, direngli

3.3. Modifiye Hodge testi

3.3.1. Gerec

3.3.1.1. Besiyerleri ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi
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Mueller Hinton Agar ve Hazirlanmasi

Mueller Hinton agar dehidrate besiyeri (Merck, Almanya) 34 g tartilmis ve
distile su ile 1000 ml olacak sekilde tamamlanmistir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika

sterilize edilmis, soguduktan sonra 150 mm ¢apli petri plaklarina dokiilmiistiir.

3.3.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Ertapenem (10 pg) (Oxoid, Ingiltere),
Meropenem (10 pg) (Oxoid, Ingiltere).

3.3.1.3. Araclar

Etiiv (Heraus, Almanya)
Otoklav (Niive, Tirkiye)
Phoenix Spec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD)

3.3.2. Yontem

PhoenixSpec Nephelometer (Becton Dickinson, ABD) nefelometre cihazi
kullanilarak E.coli ATCC 25922 susundan 0,5 McFarland bulanikliginda iki adet
bakteri siispansiyonu hazirlanmigtir. Bakteri siispansiyonlarindan biri CLSI (2015)
onerileri dogrultusunda, steril fizyolojik tuzlu su ile 1:10 oraninda sulandirilmigtir.
Digeri ise bakteri inokiiliim yogunlugunun test iizerindeki etkisini karsilastirmak
tizere sulandirilmadan kullanilmistir. 1:10 oraninda sulandirilmis ve sulandirilmamig
bakteri siispansiyonlarindan pamuklu ¢ubuk yardimiyla iki ayr1t MHA {izerine yogun

ekim yapilmistir. Besiyerilerinin 3-5 dakika kurumasi beklendikten sonra 150
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mm’lik petri plaginda 1-4 adet olacak sekilde ertapenem (10 pg) ya da meropenem
(10 pg) diskleri yerlestirilmistir. Daha sonra 10 pL’lik 6ze yardimiyla test edilecek
suslardan ya da kontrol suslarindan 3-5 koloni alinarak karbapenem diskinin
kenarindan baslayarak en az 20-25 mm uzunlukta diiz bir hat boyunca bakteri ekimi
yapilmustir. Pozitif kontrol olarak PZR ile OXA-48 iireticisi olarak saptanan
suslardan biri, negatif kontrol olarak da PZR calismamizda 11 gen agisindan negatif
bulunan ve modifiye Hodge testinde negatif sonug elde edilen bir sus kullanilmistir.
35°C’de 1620 saatlik inkiibasyonun ardindan plaklar degerlendirilmistir.
Karbapenem diskinin etrafinda olusan inhibisyon zonunun, test edilen izolatin ekim
cizgisine dogru girinti yapmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Aksi durum
ise negatif sonug olarak yorumlanmistir. Test edilen izolatin ekildigi hattin etrafinda

tireme olmamasi ise belirsiz sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. 100 mm’lik Mueller Hinton agar plaginda gergeklestirilen modifiye Hodge testi (1) K.
pneumoniae ATCC BAA 1705, pozitif sonug (2) K. pneumoniae ATCC BAA 1706, negatif sonug ve
(3) Pozitif sonug veren bir klinik izolat (CLSI, 2015)
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3.4. Multipleks PZR icin Bakterilerden DNA Eldesi

3.4.1. Gerec

3.4.1.1. Besiyerleri

EMB Agar Hazirlanmasi

Dehidrate besiyeri (Merck, Almanya), 36 g tartilmig ve 1000 ml distile su ile

tamamlanmistir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Soguduktan sonra

petri plaklaria dokiilmiistiir.

3.4.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Proteinaz K (20 mg/ml) (Thermo Scientific, ABD)
GeneJET Genomic DNA purification kit (Thermo Scientific, ABD)

3.4.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

Proteinaz K tamponu (pH 8.0)

250 mM EDTA (Applichem, Almanya)
% 1 Sarkosyl (Applichem, Almanya)
1000 ml ddH20 ile tamamlanir

3.4.1.4. Araglar

Cok kanalli pipet (Thermo Scientific, ABD)
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Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo Scientific, ABD)

Steril filtreli pipet uglart 10 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pl (Ratiolab, Almanya)
Manyetik karistirici (WTW Inolab, ABD)

Hassas Terazi (WTWInolab, ABD)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

Oze (1ul’lik)

3.4.2. Yontem

PZR’de kullanilacak bakteri DNA’sinin elde edilmesi i¢in; her bir susun EMB
agara ekimi yapilip besiyerinde bir gecelik kiiltiirtinii takiben bir 6ze (1ul’lik) dolusu
koloni, 400 ul proteinaz K tamponu igerisine toplanmistir. Soliisyona 20 mg/mL’lik
proteinaz K enziminden 4-5 pL eklenerek 37°C’de 4 saat bekletildikten sonra
ekstraksiyon islemine GeneJET Genomic DNA purification kit (Thermo Scientific,
ABD) ile tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda devam edilmistir. Kit talimatindaki
stire ve miktarlara uygun sekilde bakteri siispansiyonu santrifiij edilip dibindeki
pellete sirasiyla digestion soliisyonu, proteinaz K, RNase A, lysis soliisyonu, etanol,
yikama tamponu I, yitkama tamponu II, elution tamponu eklenerek ve kit
prosediiriinde gectigi sekliyle kolonlara aktarilip santrifiij islemleri tekrar edilerek,

islem sonunda mikrosantrifiij tiiplerinde bakteri DNA’lar1 elde edilmistir.

3.5. Multipleks PZR Yontemi ile Karbapenemaz Genlerinin Arastirilmasi
3.5.1. Gereg

3.5.1.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipleri (Orange Scientific, Belgika)

Steril PZR tiipii 0,2 ml (Orange Scientific, Belcika)

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo Scientific, ABD)
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Steril filtreli pipet uclart 10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl (Ratiolab, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (Dolphin, Tiirkiye)

3.5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Maxima Hot Start Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific, ABD)

10x Maxima Hot Start Taq buffer (Thermo Scientific, ABD)

25 mM MgCl, (Thermo Scientific, ABD)

dNTP Karigimi1 (10mM) (Thermo Scientific, ABD)

Karbapenemaz primerleri (Ellabiotech, Almanya)

Molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya)

Etidyum bromid (Applichem, Almanya)

6x Loading dye soliisyon — yiikleme soliisyonu (Thermo Scientific, ABD)
GeneRuler 50bp DNA Ladder, 50-1000bp (Thermo Scientific, ABD)

3.5.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

5x TBE (pH 7-9):
54 g Tris (Trizma base, Sigma, ABD)

27,5 g Borik asit (Applichem, Almanya)
20 ml 0,5 M EDTA (Applichem, Almanya) (pH :8)

0.5x TBE (pH 7-9):
5x TBE 1/10 oraninda ddH>0 ile sulandirilmasiyla hazirlanmistir

3.5.1.4. Araclar

Santrifiij (Eppendorf, Almanya)

51



Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongii cihazi (Techne, Ingiltere)

Hassas terazi (Mettler- Toledo, Isvicre)

Mikrodalga firin (Vestel, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (Thermo Scientific, ABD)

Elektroforez gii¢c kaynagi (Bio-Rad, ABD)

UV transilliiminator (Vilber -LourmatTFX-20.M [ETX-20 M], Fransa)
Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

3.5.2. Yontem

3.5.2.1. PZR yontemi

Calismamizda multipleks PZR yontemiyle 11 adet karbapenemaz geni
arastirilmis olup bunlardan bir kismi (blaIMP, blaVIM, blaSPM, blaKPC, blaNDM
ve blaOXA-48) klinik izolatlarda siklikla identifiye edilen genlerden olup, bir kismi
da minor karbapenemaz genlerini (blaGIM, blaSIM, blaAIM, blaDIM ve blaBIC)
icermektedir. Arastirilacak genler ve bu amacla kullanilacak primerler Poirel ve
arkadaslarmin (2011a) yaptig1 ¢aligmaya uygun sekilde secilmistir. Kullanilacak

primerlerin listesi Cizelge 3.3’te yer almaktadir.
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Cizelge 3. 3. Karbapenemaz genlerinin saptanmast amaciyla kullanilan primer dizileri

Primer Sekans(5°-3”) Gen PZR iiriiniiniin
biyiikligii(bp)

IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC blaIMP 232

IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC

SPM-F AAAATCTGGGTACGCAAACG blaSPM 271

SPM-R ACATTATCCGCTGGAACAGG

AIM-F CTGAAGGTGTAGGGAAACAC blaAIM 322

AIM-R GTTCGGCCACCTCGAATTG

VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA blaVIM 390

VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG

OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaOXA-48 | 438

OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG

GIM-F TCGACACACCTTGGTCTGAA blaGIM 477

GIM-R AACTTCCAACTTTGCCATGC

BIC-F TATGCAGCTCCTTTAAGGGC blaBIC 537

BIC-R TCATTGGCGGTGCCGTACAC

SIM-F TACAAGGGATTCGGCATCG blaSIM 570

SIM-R TAATGGCCTGTTCCCATGTG

NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blaNDM 621

NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

DIM-F GCTTGTCTTCGCTTGCTAACG blaDIM 699

DIM-R CGTTCGGCTGGATTGATTTG

KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG blakPC 798

KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 232

(F: Forward primer, R: Reverse primer, Y=CyadaT)

PZR karisimi ve dongii kosullart da Poirel ve arkadaslarinin (2011a)
caligmalarindaki yontemler modifiye edilerek uygulanmigtir. Multipleks PZR
reaksiyonu, ti¢ ayri PZR tiipiinde gergeklestirilmistir. Birinci reaksiyon tiiplinde
OXA-48, BIC, NDM ve KPC genleri; ikinci reaksiyon tiiptinde IMP, SPM ve VIM
genleri; Giglincii reaksiyon tiipiinde ise AIM, GIM, SIM ve DIM genleri olmak iizere
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toplam 11 genin varhigr arastirilmistir. Her bir tlip i¢in reaksiyon karisimlart ve

dongii kosullar1 asagida verilmistir.

1.Reaksivon Tiipiindeki PZR Protokolii icin Reaksivon Karisimi N

dHO_ _ xN
10x Maxima Hot Start Taq tamponu 5 uIxN
dNTP 0,2 mMxN
MgCl, 2 mMxN
OXA-48 F primer 10 pmolxN
OXA-48 R primer 10 pmolxN
NDM F primer 10 pmolxN
NDM R primer 10 pmolxN
KPC F primer 10 pmolxN
KPC R primer 10 pmolxN
BIC F primer 10 pmolxN
BIC R primer 10 pmolxN
Maxima Hot Start Taqg DNA polimeraz 2 UxN
DNA 2 uLxN
Total voliim 50 pIxN

1.Reaksivon Tiipii icin PZR Program

Baslangi¢ denatiirasyonu, ..............ccoeeuveeenmeerseessnssssessessessanes 94 °C’de 10 dakika
94 °C’de 30 saniye

52°C’de 40 saniye 36 dongii
........................ 72°C’de 50 saniye

Son uzama, 72 °C’de 5 dakika

Denatiirasyon agamasi

Primer yapismasi (anneling)

Sentez (uzama) asamasi
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2.Reaksivon Tiipiindeki PZR Protokolii icin Reaksivon Karisimi N

dHO_ _ XN

10x Maxima Hot Start Taq tamponu 5 ulxN
dNTP 0,2 mMxN
MgCl, 1,5 mMxN
VIM F primer 10 pmolxN
VIM Rprimer 10 pmolxN
IMP F primer 10 pmolxN
IMP R primer 10 pmolxN
SPM F primer 10 pmolxN
SPM R primer 10 pmolxN
Maxima Hot Start Taq DNA polimeraz 2 UxN
DNA 2 pLxN
Total voliim 50 plxN

2. Reaksiyon Tiipii icin PZR Programi

Baglangi¢ denatiirasyonu, 94 °C’de 10dakika

94 °C’de 30 saniye
56 °C’de 40 saniye ¢ 36 dongi
........................ 72°C’de 50 saniye
Son uzama 72 °C’de 5 dakika

Denatiirasyon agamasi

Primer yapigmasi (anneling)

Sentez (uzama) asamast
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3.Reaksivon Tiipiindeki PZR Protokolii icin Reaksivon Karisimi N

dHO_ _ XN

10x Maxima Hot Start Taq tamponu 5 ulxN
dNTP 0,2 mMxN
MgCl 1,5 mMxN
DMSO 3l xN
AIM F primer 10 pmolxN
AIM R primer 10 pmolxN
GIM F primer 10 pmolxN
GIM R primer 10 pmolxN
SIM F primer 10 pmolxN
SIM R primer 10 pmolxN
DIM F primer 10 pmolxN
DIM R primer 10 pmolxN
Maxima Hot Start Taq DNA polimeraz 2 UxN
DNA 2 uLxN
Total voliim 50 pIxN

3.Reaksiyvon Tupii icin PZR Programi

Baslangi¢ denatiirasyonu

Denatlirasyon asamasi

Primer yapigmasi (anneling)
Sentez (uzama) asamast

Son uzama

94 °C’de 30 saniye
52 °C’de 40 saniye
72 °C’de 50 saniye

72 °C’de 5 dakika

94 °C’de 10 dakika

36 dongii

3.5.2.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve PZR Uriiniiniin Agaroz Jel

Elektroforezinde Saptanmasi

Karbapenemaz genleri i¢in PZR iirtinleri % 2’lik agaroz jelde

degerlendirilmistir. Agaroz jel i¢in 1,6 g molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya)
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0,5 x TBE ile 80 ml’ye tamamlanmistir. TBE 0,5 x soliisyonu; TBE 5 x
soliisyonunun 1/10 oraninda ultra saf su ile seyreltilmesiyle hazirlanmigtir. TBE
igerisine alinan agaroz mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye) kaynatilmistir.
Soguduktan sonra iizerine etidyum bromidin (Applichem, Almanya) % 5’lik stok
soliisyonundan 3 pl ilave edildikten sonra iyice karistirilmis ve uygun taraklar
konulmus jel tabagina (Thermo Scientific, ABD) dokiilmistiir. Agarozun donmast
icin yaklasik 45 dk bekleme siiresinden sonra, jel tabagiyla birlikte elektroforez
tankina (Thermo Scientific, ABD) yerlestirilmistir. Elektroforez tanki 0,5 X TBE
soliisyonu ile jelin Ustiinil kapatacak sekilde doldurulmustur. PZR {irtinlerinden 6 pl
alinarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde 3 pl yiikleme
soliisyonu (Thermo Scientific, ABD) ile karistirilmis ve jel tizerinde taragin
c¢ikarilmasiyla agilan kuyucuklara yiiklenmistir. 1 saat 100 V elektrik akimina tabi
tutulup, elektroforez islemi uygulandiktan sonra, 312 nm’de UV transilliiminator
(Vilber -LourmatTFX-20.M [ETX-20 M], Fransa) ile degerlendirilmistir. Elde
edilen bantlar fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada) ile
goriintiilenmistir. Amplifikasyon {iriinlerinin biiyiikliiklerinin degerlendirilmesinde
belirteg olarak GeneRuler DNA Ladder 50bg, ready-to-use, 50-1000 bg, (Thermo
Scientific, ABD) kullanilmustir.

3.6. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)
Calismamiza dahil ettigimiz Enterobacteriaceae ailesi bakterileri cins ve

tirlerine gore ayrilarak, her tiir i¢in ayr1 olmak tizere bakteriler arasindaki klonal

iliski PFGE yontemi ile arastirilmistir.
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3.6.1. Gere¢

3.6.1.1. Sarf Malzemeleri ve Kimyasal Malzemeler

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo Scientific, ABD)

Beyin kalp infiizyon buyyonu (Merck, Almanya)

EMB agar (Merck, Almanya)

Etidyum bromid (Applichem, Almanya)

Gel Compar Il (Applied Biosystems, Belgika)

Lambda PFGE marker (New England Biolabs, Ingiltere)

Lateks muayene eldiveni (Dolphin, Tiirkiye)

Lizozim (Applichem, Almanya)

Oze (Isolab, Almanya)

Petri kutusu kiigiik 90 x17 mm (Isolab Almanya)

Proteinaz K (20 mg/ml) (Thermo Scientific, ABD)

Xbal (Thermo Scientific, ABD)

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipleri (Orange Scientific, Belgika)
Steril 15 ml’lik falkon tiip (Isolab, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 pl (Ratiolab, Almanya)
10X buffer tango (Thermo Scientific, ABD)

3.6.1.2. Kullanilacak Soliisyonlar

EDTA Tamponu (pH=8):
10 mM EDTA (Applichem, Almanya)

ddH20 ile 1000 m1’ye tamamlanir

Hiicre Lizis Tamponu
100 mM Tris (Trizma base, Sigma, ABD)
100 mM EDTA (Applichem, Almanya)

% 0,5 Sodyum lauroylsarcosine (Applichem, Almanya)
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ddH20 ile 1000 ml’ye tamamlanir

TE Tamponu (pH=8):
10 mM Tris (Trizma base, Sigma, ABD)
1 mM EDTA (Applichem, Almanya)

5x TBE (pH 7-9).

54 g Tris (Trizma base, Sigma, ABD)

27,5 g Borik asit (Applichem, Almanya)

20 ml 0,5 M EDTA (Applichem, Almanya) (pH :8)

0.5x TBE (pH 7-9):
5x TBE 1/10 oraninda ddH20 ile sulandirilmasiyla hazirlanmistir

%0 1 diisiik erime sicakligina sahip agaroz hazirlanmasi

0,1 mg ‘low melt point’ agaroz (Bio Basic, Kanada)
10mI TE
Mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) eritilmistir

%0 1’lik pulsed-field elektroforez agaroz jelinin hazirlanmasi
1 gr ‘pulsed field’ agaroz (Bio-Rad, ABD)
100 ml 0,5x TBE

Mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) eritilmistir

3.6.1.3. Araclar

Vorteks (HVD, Avusturya)
Santrifiij (Eppendorf, Almanya)
Etliv (Heraeus, Almanya)

Otoklav (Niive, Tiirkiye)
Nanofotometre (Implen, Almanya)

Derin dondurucu (Regal, Tiirkiye)
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UV transilliiminator (Vilber -LourmatTFX—20.M (ETX-20 M), Fransa)
Kuru 1sitic1 blok (HVD, Avusturya)

Calkalayic1 (HVD, Avusturya)

Calkalayicili su banyosu (GFL, Almanya)

Mikrodalga firin (Vestel, Tiirkiye)

Hassas terazi (Mettler- Toledo, Isvigre)

Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

CHEF-DR Il sistemi (Bio-Rad, ABD)

Gel Compar Il (Applied Biosystems, Belgika)

3.6.2. Yontem

3.6.2.1. PFGE Yonteminde Kullanilacak izolatlarin Hazirlanmasi

1. Otomatize sistemler ile tiir diizeyinde tanimlanan ve -20 °C’de % 4’lik
gliserollii buyyonda saklanan bakteri izolatlari, EMB agara ekilip 37 °C’de 20-

24 saat aerobik kosullarda inkiibe edilmistir.

2. Ureyen kolonilerden birer 6ze dolusu (1 pl’lik 6zeler ile) alinip 2,5 ml beyin
kalp infiizyon buyyonu igerisinde ve 14-18 saat 37°C’de inkiibasyona

birakilmstir.

3. 18 saati gegmeyecek sekilde inkiibe edilen beyin kalp inflizyon buyyonlari
etlivden c¢ikarildiktan sonra 1,5 mL’lik ependorflara 400°er pl olacak sekilde
dagitilmigtir.  Ependorflar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiigasyon (Eppendorf,

Almanya) islemine tabi tutulmustur.

4. Santrifligasyon sonrast Uistteki kisim dokiilerek dipteki pellet birakilmistir. Pellet
tizerine daha dnce hazirlanip 0°C’de bekletilen 10 mM EDTA soliisyonundan
600 pl ilave edilmistir. Dipteki pelletin homojen sekilde dagilmasi i¢in nazikge
pipetaj yapilmistir. Sonrasinda bakteri-EDTA siispansiyonundan 200 pl alinarak
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nanofotometrede (Implen, Almanya) optik dansite Ol¢ciimii yapilmistir. Optik
dansitesi 0,8-1,0 arasinda bulunanlarin ependorfta kalan 400 pl’lik
stispansiyonlari ile protokoliin sonraki adimima devam edilmistir. Optik dansitesi
istenilen aralikta bulunmayan ornekler icin 10 mM EDTA ile sulandirim

yapildiktan sonra son hacim yine 400 pl’ye ayarlanmistir.

400 pl’lik bakteri-EDTA siispansiyonu 1sitici blokta (HVD, Avusturya) 75°C’de
10 dakika bekletilmistir.

Isitic1 bloktan alinan 6rnekler +4 °C’de 10-15 dakika bekletilmistir.

Her bir 6rnegin tizerine 20 pl proteinaz K (Thermo Scientific, ABD) ve 10 pul

lizozim (Applichem, Almanya) eklenmistir.

3.6.2.2. izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

1.

% 1’lik diistik erime sicakligina sahip agaroz (Bio Basic, Kanada) mikrodalga
firrnda (Vestel, Tiirkiye) birka¢ defa kaynamasina izin verilerek iyice eritilip,

55°C’lik su banyosuna yerlestirilmistir. Bu arada agaroz kalib1 hazirlanmigtir.
Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan bakteri silispansiyonu {izerine esit
miktarda % 1’lik LMP agarozdan (430 pl) pipetaj yaparak (baloncuk

olugsmamasina 6zen gosterilerek) karigtirilmistir.

Bu karisimdan pipet yardimiyla 100 pl alinip agoroz kalibinin kuyucuklarina

hava kabarcig1 olmamasina 6zen gostererek dagitilmistir.

Kaliplar oda sicakliginda 15-20 dakika, sonrasinda +4°C’de 10 dakika

bekletilerek agarin katilasmasi saglanmistir.
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3.6.2.3. Agar Icerisindeki Hiicrelerin Par¢alanmasi

1. Hazirlanan kaliplar, 6ze yardimiyla jel tutucudan ¢ikartilmis ve 5 ml hiicre lizis
tamponu igeren tiiplerin i¢ine konulmustur. Tiplerin icerisine 25’er ul proteinaz K

(20 mg/ml Thermo Scientific, ABD) eklenmistir.

2. Tipler cgalkalayicili su banyosuna (GFL, Almanya) yerlestirilmis ve bir gece
45°C’de inkiibe edilmistir.

3.6.2.4. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

1. Hiicre lizis tamponu dokiilerek, 5-10 ml ultra saf su ile 2 kez 30’ar dakika

boyunca galkalayicida (HVD, Avusturya) yikama islemi gergeklestirilmistir.

2. Ultra saf su dokiilerek 5-10 ml TE tamponu ile her biri 30’ar dakika olmak tizere
4 kere daha yikanmustir. Iki yikama islemi arasinda, her seferinde TE tamponu
dokiilerek yenisi ile devam edilmistir. Kesim enzimi ile muamele edilinceye kadar 5

ml TE i¢inde 4 °C’de saklanmistir.

3.6.2.5. DNA’min Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi

1. Mikrosantrifiij tiiplerine, her birinde 180 ul su + 20 ul 10X buffer tango olacak

sekilde tampon-su karisimi dagitilmistir.

2. Kesim islemi igin kaliplar TE igeren tampondan c¢ikarilip 3-4 mm kalinlikta
olacak sekilde kesilmis ve tampon-su karistmi igeren mikrosantrifiij tiiplerine

konulmustur ve 15 dakika bektetilmistir.

3. Tampon su karigimi uzaklastirilmis ve mikrosantrifiij tiiplerine enzim-tampon-su

karisim1 (5 pl Xbal (Thermo Scientific, ABD) + 175 ul su + 20 pl 10X buffer tango)
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konularak, 37°C’de 1sitict blokta (HVD, Avusturya) 4 saat siire ile bekletilmistir.

Siire bitiminde enzim-tampon-su karisimi da uzaklastirilmistir.

3.6.2.6. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

1. % 1’ lik pulsed-field certified agaroz (Bio-Rad, ABD) kullanilarak jel

hazirlanmistir.

2. Bu amagla agaroz dokiilecek kaset, su terazisi ile kontrol edilmis diizgiin bir

zemine yerlestirilmistir.

3. Sonrasinda 15 disli tarak, jel dokiilecek kaset lizerine yerlestirilmis ve 45-50°C’ye
kadar sogumasi beklenen agaroz, hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek
kasete dokiilmiistiir.

4. Jelin katilagsmasi icin oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

5. Jel katilagtiktan sonra tarak ¢ekilmistir.

6. 3-4 mm kalinlikta kesilmis olan agaroz kaliplar, kurutma kagid ile nazikge
kurutulduktan sonra, taragin ¢cekilmesiyle agar iizerinde olusan kuyucuklara
yerlestirilmistir.

7. 15 kuyucugun bagina, ortasina ve sonuna ya da ortasina ve sonuna olacak sekilde
Lambda Ladder PFGE Marker’dan (New England Biolabs, ingiltere) bistiiri

yardimiyla yaklasik 1’er mm kalinliginda kesilen parcalar konulmustur.

8. Kuyucuklara yerlestirilen agaroz kaliplarin tistiinde kalan bosluklar, kalan 3-5 ml

PFGE jeli ile pipet yardimiyla doldurulmustur.
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9. Tabla iizerindeki agaroz jel, altindaki siyah destek ve dikdortgen gergeve ile

icerisinde 1900 ml 0,5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirilmistir.

3.6.2.7. Elektroforez Sistemi

PFGE i¢in CHEFF-DR 1II cihazinda (Bio-Rad, ABD) elektroforez
uygulanmistir. Elektroforez sartlar1 agagida belirtildigi gibidir:

Baslangic vurus siiresi: 2,2 sn
Bitis vurus siiresi: 63,8 sn
Vurus agisi: 120°

Akim: 6 V/cm?

Sicaklik: 14 °C

Siire: 18 saat

3.6.2.8. Jelin Boyanmasi

1. Eletroforez sonrasinda jel, 30 pl etidyum bromid iceren 300 ml ultra saf su ile 30

dakika boyanmustir.

2. Sonrasinda jel 400 ml ultra saf su igerisinde 90 dakika 23 kere suyu degistirilerek
yikanmistir ve boylece DNA’ya baglanmamis boya uzaklastirilmistir.
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3. UV Transilliminator (Vilber — LourmatTFX-20.M (ETX-20 M), Fransa) altinda
bantlariin fotografi fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada) ile ¢ekilmis

ve kayit edilmistir.

3.6.2.9. Sonuclari Degerlendirilmesi

Elektroforez jel gorlintiisiinde her bir izolata ait bant profili hem gorsel olarak
Tenover ve arkadaglarinin (1997) tarifledikleri kriterler dogrultusunda, hem de
GelCompar II (Applied Biosystems, Belgika) programi kullanilarak analiz edilmistir.
UPGMA (Unweighted pair group method with mathematical averaging) metodu ve
Dice benzerlik katsayis1 (Dice similarity coefficient) kullanilarak PFGE profillerinin
dendogramlar1 olusturulmus ve kiimelenme analizi yapilmistir. Degerlendirmede
tolerans % 1 olarak alinmistir. PFGE bant profilleri incelendiginde aralarinda 7 ve
tizerinde bant farki olan ve dendogram analizinde % 70’in altinda benzerlik bulunan
izolatlar birbiriyle iligkisiz; 4-6 bant farki bulunan ve % 70-80 arasi benzerlik
bulunan izolatlar muhtemel iliskili; 2-3 bant farki ve % 80’in tizerinde benzerlik
bulunan izolatlar yakin iligkili ve aralarinda hi¢ bant farkliligi bulunmayan izolatlar

ise ayirt edilemez izolatlar olarak degerlendirilmistir (Stephens ve ark., 2007).

3.7. Verilerin Analizi ve Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin analizi SPSS for Windows 15 paket programinda
yapilmustir. Tanimlayici istatistikler dagilimi normal olan degiskenler i¢in ortalama +
standart sapma, dagilimi normal olmayan degiskenler i¢cin median (min — maks),

nominal degiskenler ise vaka sayis1 ve % olarak gosterilmistir.

Iki yontem arasindaki uyum karsilastirmas igin kappa uyum katsayisi ve
anlamlilig aragtirllmistir. Duyarlilik, secicilik, dogruluk orani, yanlis negatif, yanlis

pozitif oranlar1 ve bu degerlere iligskin % 95 giiven araliklar1 hesaplanmustir.
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Kategorik degiskenler arasindaki farkin anlamliligi Pearson Ki-Kare veya
Fisher Exact testi ile degerlendirilmistir. p<0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolatlarinin Genel Ozellikleri

Calismaya her bir klinik 6rnekten izole edilen tek bir bakteriyel izolat dahil
edilerek toplam 112 ayr1 hastadan alinan klinik 6rneklerden tanimlanan 112 izolat
incelenmistir. Calismaya dahil edilen izolatlarin 62 tanesi (% 55,4) kadin, 50 tanesi
(% 40,6) erkek hastalara aittir.

Orneklerin kliniklere gére dagilimi incelendiginde sirastyla cerrahi klinikler (%
40), reanimasyon iinitesi (% 26), dahili klinikler (% 17), cerrahi yogun bakim
tiniteleri (% 12) ve dahili yogun bakim tiniteleri (% 5) gelmektedir (Sekil 4.1).

Cerrahi yogun Dahili yogun bakim
bakim 5%

[V
12% Cerrahi klinikler

40%
/_

Dahili klinikler
17%

|
Reanimasyon

26%

Sekil 4. 1. Incelenen 6rneklerin kliniklere gére dagilimi

112 6rnegin 48 tanesi (% 42,9) yogun bakim iinitelerinden; 64 tanesi (%57,1)

yogun bakim dis1 boliimlerden gonderilmistir.
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Orneklerin 107 tanesi (% 95,5) yatan hastalardan génderilen 6rneklerden, bes

tanesi ise (% 4,5) poliklinik hastalarindan gonderilen 6rneklerden olusmaktadir.

Orneklerin cogunlugunu yumusak doku drnekleri olustururken (% 31,3), bunu
sirastyla kan 6rnekleri (% 25), idrar 6rnekleri (% 20,5), solunum yolu &rnekleri (%

15,2) ve steril viicut sivilari (% 8) takip etmektedir (Sekil 4.2).

Solunum yolu
ornekleri
15%

Yumusak doku
ornekleri

Steril viicut 31%

sivilari
8%

Kan ornekleri
25%

idrar 6rnekleri
21%

Sekil 4. 2. Ornek tiirlerine gore dagilhim

59 6rnek (% 51,3) invaziv yontemlerle elde edilmisken 56’s1 (% 48,7) non-

invaziv orneklerden olusmaktadir.

112 klinik 6rnekten elde edilen 112 bakteriyel izolatin cogunlugunu K.
pneumoniae (% 70,5) olusturmakta iken bunu sirasiyla E. coli (% 13,4), E. cloacae
(% 8,9), E. aerogenes (% 3,6) ve K. oxytoca (% 3,6) takip etmistir (Sekil 4.3).

68



E.aerogenes ' 3,6
K.oxytoca ' 3,6
E.cloacae - 8,9
E.coli - 13,4
K.pneumoniae _ 70,5

0,0 10,0 200 300 400 500 600 70,0 80,0

Sekil 4. 3. Orneklerden izole edilen bakterilerin tiirlere gére dagilin

4.2. Bakteri izolatlarinda Karbapenemaz Genlerinin Varhgi ve Sikig

Izolatlarda en sik olarak OXA-48 geninin varlig1 saptanmustir. Bakteriyel
izolatlarin 83 tanesinde (% 74,1) tek basina, yedi tanesinde ( % 6,3) ise VIM geni ile
birlikte OXA-48 tespit edilmistir.

OXA-48 iireticilerinin % 71’ini K. pneumoniae tiirii bakteriler olusturmakta
iken % 16’s1 E. coli, % 7’si E. cloacae, % 4’1 K. oxytoca ve % 2’si E. aerogenes
tirlerine aittir (Sekil 4.4).
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HK.pneumoniae HE.coli ME.cloacae HK.oxytoca M E.aerogenes

Sekil 4. 4. OXA-48 iireten izolatlarin bakteri tiirlerine gore dagilimi

K. pneumoniae izolatlarinin 64 tanesinde (% 81) OXA-48 pozitifligi
saptanirken 15 tanesinde (% 19) OXA-48 geni negatif bulunmustur. E. coli
izolatlarinda OXA-48 pozitifligi 15 izolatin 14’tinde (% 93,3) gozlenirken E.
clolacae izolatlarinda % 60, E. aerogenes izolatlarinda % 50 ve K. oxytoca

izolatlarinda % 100 oraninda OXA-48 pozitifligi saptanmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4. 1. Karbapenemaz genlerinin tiirler arasinda dagilimi

OXA-48
OXA-48 VIM NDM +VIM

+ - + - + - + -

64 15 5 74 2 77 4 75
K.pneumoniae

%81 %19 %6,3 %93,7 %2,5 %97,5 %5,1 %94,9

14 1 2 13 0 15 2 13

E.coli
%93,3 %6,7 %13,3 %86,7 %0 %100 13,3 86,7

6 4 2 8 0 10 1 9

E.cloacae

%60 %40 %20 %80 %0 %100 %10 %90

2 2 0 4 0 4 0 4
E.aerogenes
%50 %50 %0 %100 %0 %100 %0 %100

4 0 0 4 0 4 0 4
K.oxytoca
%100 %0 %0 %100 %0 %100 %0 %100
P degeri p=0,117 p=0,367 p=1,0 p=0,570

OXA-48 iireticilerinin tiirlere gore dagiliminda anlamli bir fark bulunmamigtir

(p=0.117) (Cizelge 4.1).

OXA-48 iireticilerinin kliniklere gore dagilimi incelendiginde en sik olarak

reanimasyon {initesinden (% 27) izole edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.5).
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Dahili yogun
bakim
Cerrahi yogun 4%
bakim
13%

Cerrahi klinikler
39%
Dahili klinikler
17%

Reanimasyon
27%

Sekil 4. 5. OXA-48 iireticilerinin izole edildikleri kliniklere gore dagilimi

OXA-48 pozitif izolatlar herhangi bir klinikte anlaml diizeyde yiiksek
bulunmamustir (p>0,05). OXA-48 varligr agisindan yogun bakim ve yogun bakim
dis1 boliimler arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05)

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2. Karbapenemaz genlerinin yogun bakim iiniteleri ve yogun bakim dis1 bliimler arasindaki
dagilimu

OXA-48
OXA-48 ViM NDM VIM
+ - + - + - + -
Yogun 40 8 0 48 0 48 0 48

Bakim
Uniteleri %83,3 %16,7 %0 %100 %0 %100 %0 %100

Yogun 50 14 9 55 2 62 7 57
Bakim Disi
Béliimler %78,1 %21,9 %14,1 %859 %953 %96,9 10,9 89,1

P degeri p=0,632 p=0,01 p=0,634 p=0,017
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Karbapenemaz genleri arasinda ikinci siklikta VIM geninin varligi saptanmis
olup toplam dokuz bakteri tiiriinde (% 8) pozitif olarak bulunmustur. Bunlardan yedi
tanesinde ayn1 zamanda OXA-48 geni de pozitif bulunmustur. Diger iki tanesinde ise

sadece VIM geni pozitif olarak belirlenmistir.

VIM fiireticilerinin bes tanesini (% 55,6) K. pneumoniae tiirti bakteriler
olusturmakta iken iki E. coli izolatinda (% 22,2) ve iki E. cloacae izolatinda (% 22,2)
VIM pozitifligi saptanmistir. E. aerogenes ve K. oxytoca izolatlarinda VIM

pozitifligine rastlanmamustir.

VIM fireticilerinin tamaminin yogun bakim dis1 béliimlerden izole edildigi
saptanmis olup bu yliksekligin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p=0,01) (Cizelge 4.2). Bu mikroorganizmalarin PFGE paternleri incelendiginde
klonal olarak iligkili olmadiklar1 gorilmistiir. Klinik 6rneklerinden VIM tipi
karbapenemaz tanimlanan hastalarin epikrizleri de incelenmistir. Hastalardan birinin
10 giin kadar i¢ hastaliklar1 yogun bakim {initesinde kaldigi, daha sonra nefroloji
klinigine devredildigi, VIM geni tanimlanan klinik 6rnegin ise hastanin nefroloji
klinigine yatiginin sekizinci giiniinde gonderildigi belirlenmistir. Bir hasta ise
pnémoni On tanisiyla acil servise bagvurmus ve yatisinin ertesi giinii idrar kiiltiiriinde
VIM geni pozitif E. coli izolat1 tanimlanmistir. Hastanin anamnezinde 20 giin kadar
once bir diger dis merkezde opere oldugu bildirilmistir. Diger bir hastanin ise
ortopedi polikliniginde muayenesi sirasinda gonderilen yara drneginde OXA-48 ve
VIM geni pozitif K. pneumoniae izolati tanimlanmisgtir. Hastanin anamnezinde ise iki

ay Once ortopedi klinigimizde opere edildigi bilgisi yer almaktadir.

Calismamizda en az siklikta saptanan karbapenemaz geni NDM olup iki
bakteriyel izolatta (% 1,8) tanimlanmistir. NDM geninin saptandig her iki izolat da
K. pneumoniae tiirtindedir. NDM fiireticilerinden biri kardiyoloji boliimiinden
gonderilen bir idrar 6rneginde saptanirken digeri ise beyin cerrahisi boliimiinden

gonderilen bir kan 6rneginden elde edilmistir.

K. pneumoniae izolatlarinda saptanan karbapenemaz genleri
degerlendirildiginde bu tiirde en sik olarak OXA-48 varlig1 (% 81) goriilmektedir.
Ikinci sirada VIM pozitifligi (% 6,3) goriilirken NDM geni iki izolatta (% 2,5)
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saptanmustir. 12 izolatta (% 15,1) ise herhangi bir karbapenemaz geni varligina

rastlanmamustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6. K. pneumoniae izolatlarinda PZR ile saptanan karbapenemaz genlerinin dagilimi

E.coli izolatlarinda saptanan karbapenemaz genleri degerlendirildiginde bu
tiirde en sik olarak OXA-48 varlig1 goriilmektedir. 15 izolatin 14’inde OXA-48
pozitifligi saptanmustir. 14 izolatin ikisinde OXA-48’in yani1 sira VIM pozitifligi de
gorlilmiistiir. Bir izolatta ise herhangi bir karbapenemaz geninin varligina

rastlanmamuistir.

Enterobacter tiirlerinde (E. cloacae ve E. aerogenes birlikte) saptanan
karbapenemaz genleri degerlendirildiginde bu tiirde de en sik olarak OXA-48 varligi
goriilmektedir. OXA-48 pozitif sekiz izolatin yedi tanesi tek basina OXA-48 iireticisi
iken bir tanesinde ayn1 zamanda VIM geni de saptanmustir. Bir izolatta sadece VIM
geni saptanirken bes izolatta ise herhangi bir karbapenemaz genine rastlanmamigtir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7. Enterobacter tiirlerinde PZR ile saptanan karbapenemaz genlerinin dagilimi

Calismaya dahil edilen dort K. oxytoca izolatinin tamaminda sadece OXA-48

varlig1 saptanmistir.

Calismamizda 18 izolatta (% 16,1) 11 karbapenemaz geninden higbiri
saptanmamustir. Bunlarin 12 tanesi (% 66,7) K. pneumoniae tiiriinde iken {i¢ tanesi
(% 16,7) E. cloacae, iki tanesi (% 11,1) E. aerogenes ve bir tanesi (% 5,6) E. coli

turlerine aittir.

4.3. Bakteri izolatlarinda Antibiyotik Duyarlihik Sonuglar1 ve Karbapenemaz

Genleri ile Tliskisi

4.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Calismamiza dahil ettigimiz Enterobacteriaceae iiyelerinin duyarlilik
paternlerini belirlemek ic¢in 17 farkli antibiyotik diski kullanilmistir. Test edilen tiim

izolatlar i¢in en yiliksek direng gozlenen antimikrobiyal ajanlar sefazolin (% 100) ve
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amoksisilin-klavulanik asit (% 99,1) olmustur. En az direng gézlenen antimikrobiyal
ajanlar ise amikasin (% 19,6) ve gentamisin (% 29,5) olmustur. Disk difiizyon
yonteminde ertapeneme duyarli olmayan izolatlarin dahil edildigi calismamizda
ertapenem orta duyarli ya da direngli iken diger karbapenemlere direng oranlari
imipenem i¢in % 46,4; meropenem igin % 64,3; doripenem iginse % 56,3 olarak
bulunmustur. Kinolonlara direng oranlari siprofloksasin ve levofloksasin i¢in
sirastyla % 69,6 ve % 61,6 bulunmustur. Sefoksitin direnci % 50,9 izolatta
goriiliirken tiglincii kusak sefalosporinlere direng sefotaksim igin % 82,1; seftazidim
icinse % 67 oraninda saptanmistir. Dordiincii kusak sefalosporinlerden test edilen
sefepim i¢in direng oran1 % 71,4 bulunmustur. Piperasilin-tazobaktam, trimetoprim-
sulfametoksazol ve aztreonam i¢in direng oranlari ise sirasiyla % 88,4; % 75,9 ve %

66,1 olmustur (Sekil 4.8 ve 4.9).
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Test edilen antimikrobiyal

Sekil 4. 8. izolatlarin karbapenem ve sefalosporin grubu antimikrobiyaller icin duyarlilik kategorileri
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Sekil 4. 9. izolatlarin monobaktam, aminoglikozit, kinolon ve diger antimikrobiyaller i¢in duyarlilik
kategorileri

Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12’de sirasiyla Klebsiella tiirleri, E. coli ve Enterobacter
tiirleri i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle elde edilen antimikrobiyal direng

oranlar1 verilmistir.
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11. E. coli izolatlar1 i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglart
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Sekil 4. 12. Enterobacter tiirleri i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglari

Klebsiella tiirlerinde piperasilin-tazobaktam direnci, diger tiirlere gére anlaml

oranda yliksek bulunmustur (p=0,002) (Cizelge 4.3).

Karbapenemler igin E. coli suslarinda diren¢ anlamli oranda diisiik
bulunmustur ve p degerleri imipenem i¢in p=0,014; meropenem i¢in p=0,001 ve
doripenem igin p<0,001 olarak belirlenmistir. Gentamisin i¢inse E. coli suslar1 daha
yiiksek direng gostermektedir (p=0,01). E. coli izolatlarinda aztreonam igin de diger
tiirlere gore daha yiiksek oranda direng gozlenmesine ragmen bu oran istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05) (Cizelge 4.3).

Enterobacter tiirlerinde kinolonlara direng, diger tiirlere gére anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur ve p degerleri siprofloksasin ve levofloksasin i¢in sirastyla 0,001
ve 0,018 olarak hesaplanmistir. Trimetoprim-sulfametoksazol i¢inse Enterobacter
tiirleri daha direncli goziikmektedir (p=0,044). Diger antibiyotiklere direngle ilgili

tiirlere gore anlaml fark gézlenmemistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4. 3. Bakteri tiirlerinin antimikrobiyal ajanlara direng yiizdeleri

Klebsiella spp.  E.coli Enterobacter p degeri
spp.

ETP direnci % 96,4 % 80 % 92,9 0,048
IMP direnci % 53,3 % 13,3 % 42,9 0,014
MEM direnci % 72,3 % 26,7 % 57,1 0,001
DOR direnci % 66,3 % 13,3 % 42,9 <0,001
FEP direnci % 67,5 % 80 % 85,7 0,35
LEV direnci % 62,7 % 86,7 % 28,6 0,018
CIP direnci % 72,3 % 86,7 % 35,7 0,001
FOX direnci % 47 % 33 % 100 <0,001
AMC direnci % 100 % 93,3 % 100 0,259
CAZ direnci % 62,7 % 73,3 % 85,7 0,318
ATM direnci % 62,7 % 86,7 % 64,3 0,282
CZ direnci % 100 % 100 % 100 *
AK direnci % 22,9 % 20 %0 0,207
GN direnci % 21,7 % 66,7 % 35,7 0,01
SXT direnci % 73,5 % 66,7 % 100 0,044
TZP direnci % 95,2 % 66,7 % 71,4 0,002
CTX direnci % 77,1 % 93,3 % 100 0,261

*CZ i¢in izolatlarin tamami1 %100 direng gosterdigi i¢in p degeri hesaplanmamustir.

Disk difiizyon yontemi ile karbapenem grubu antibiyotiklerin etrafinda dlciilen

inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimlar: Sekil 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16’da goriilmektedir.

Ertapenem igin CLSI (2015), 22 mm ve tizerini duyarli kabul ederken
EUCAST (2015) kilavuzunda bu deger 25 mm ve iizeri olarak belirlenmistir.
CLSI’da (2015) 19 mm’nin alt1 direngli kabul edilirken EUCAST te (2015) bu deger

22 mm’nin altidir. Kilavuzlardaki sinir deger farkliliklarindan dolay:r CLSI’nin
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(2015) orta duyarl kabul ettigi yedi tane izolat, EUCAST (2015) kilavuzuna gore
direncli olmaktadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 13. Ertapenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinimn dagilimu

Imipenem i¢in CLSI (2015) kilavuzunda belirlenen duyarlilik sinir degeri 23
mm ve tizeri olup EUCAST e (2015) gore daha yiiksektir. EUCAST te (2015) bu
deger 22 mm ve iizeri kabul edildiginden bu kilavuza gére duyarli kabul edilen sekiz
tane izolat, CLSI’ya (2015) gore orta duyarli olmaktadir. 21 tane izolat ise
EUCAST e (2015) gore orta duyarli iken CLSI (2015) kriterlerine gére direngli
bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 14. Imipenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimi

Meropenem zon gap1 sinir degerleri de imipenemle ayni olup CLSI’da (2015)
23 mm ve tizeri duyarli, 20 mm’nin alt1 direngli kabul edilirken EUCAST te (2015)
22 mm ve lizeri duyarli, 16 mm’nin alt1 ise direngli olarak raporlanmaktadir.
EUCAST (2015) kilavuzuna gore duyarl bulunan yedi tane izolat, CLST’ya (2015)
gore orta duyarli; EUCAST e (2015) gore orta duyarli bulunan 21 tane izolat ise
CLSTI’ya (2015) gore direngli olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15. Meropenem diski etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimi

Doripenemde ise duyarlilik sinir degeri EUCAST (2015) kilavuzunda daha

yiiksek belirlenmis ve 24 mm ve {izeri duyarli kabul edilmistir. Bu deger CLSI

(2015) i¢inse imipenem ve meropenemle ayni olarak 23 mm ve tizeridir. Boyle

olunca doripenem diski etrafindaki inhibisyon zon ¢ap1 23 mm 6lgiilen 10 tane izolat
EUCAST e (2015) gore orta duyarli kabul edilirken CLSI (2015) kilavuzuna gore
duyarl olmaktadir. Dokuz tane izolat ise CLSI’ya (2015) gore orta duyarli iken ayni
izolatlar EUCAST (2015) kriterlerine gore degerlendirildiginde direngli olarak
belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16. Doripenem diski etrafinda olugan inhibisyon zon ¢aplarinin dagilimi

Saptanan karbapenemaz geni ile Kirby-Bauer disk diflizyon testi sonuglari
karsilastirildiginda OXA-48 pozitif bulunan izolatlarin piperasilin-tazobaktama daha
direngli oldugu belirlenmistir (p=0,048). NDM fiireticilerinde amikasin direnci
digerlerine gore yliksek oranda iken 6rnek sayisi az oldugu i¢in istatistiksel olarak
anlamlilik siniriin iizerinde bulunmustur (p=0,056). VIM geni pozitif izolatlar
doripenem igin daha duyarli bulunmustur (p=0,034). Herhangi bir karbapenemaz
geni saptanamayan izolatlarin antibiyotik direng profillerinde anlamli farklilik

gbzlenmemistir.

Kliniklere gore antibiyotik direng profilleri incelendiginde yogun bakim
tinitelerinde kinolonlara anlamli diizeyde diren¢ saptanmistir (her ikisi i¢in p<0,001).
Sefoksitin direnci de yogun bakim iinitelerinde, yogun bakim dis1 boliimlere gore

anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p=0,024).

Ornek tipi ile antibiyotik direng profilleri arasindaki iliski incelendiginde
invaziv 0rneklerde aztreonam ve seftazidim direngleri anlamli diizeyde ytliksek

bulunmustur (p degerleri sirasiyla 0,012 ve 0,049).
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4.3.2. GSBL Aranmasi

Calismaya dahil edilen 112 izolattan 43 tanesi (% 38,4) fenotipik yontemlerle
GSBL pozitif olarak saptanirken 69 tanesi (% 61,6) GSBL negatif olarak

bulunmustur.

79 Klebsiella tiirii izolatin 29’unda (% 34,9) GSBL pozitif bulunurken bu oran
E. coli ve Enterobacter tiirleri igin sirasiyla % 66,7 ve % 28,6 olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.17). E. coli tiirlerinde GSBL orani, diger tiirlere gore daha yiiksek
bulunmustur (p=0,05).
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Sekil 4. 17. GSBL pozitif izolatlarin bakteri tiirleri icindeki dagilim yiizdeleri

GSBL iireticilerinin % 81,4’{i ayn1 zamanda OXA-48 genine de sahiptir. GSBL

tireticileri arasinda VIM pozitifligi ise % 7 oraninda goriilmiistiir.

AmpC B-laktamazlari asir1 eksprese eden izolatlarda GSBL maskelenmekte ve
yalanc1 negatif sonuglar elde edilmektedir. Boyle izolatlarda iigiincii kusak
sefalosporinlerin etrafinda inhibisyon zonu olmamasi ve sefamisinlere direng varligi

onemli bir belirteg olmaktadir. (EUCAST web sayfasi, erisim adresi:
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[www.eucast.org/resistance_mechanisms], erisim tarihi: 15/06/2015). Calismamizda
bu ozelliklerdeki izolatlarla karsilasilmis ve bunlar GSBL {iretimi agisindan siipheli
kabul edilmistir. Fakat bu izolatlarda GSBL iiretiminin dogrulanmasina yonelik

herhangi bir test yapilmamuistir.

4.3.3. Gradiyent Difiizyon Testi

Ertapenem ve meropenem i¢in gradiyent diflizyon testi gergeklestirilmis olup
her iki antibiyotik igin elde edilen MIK degerlerinin ve izolat yiizdelerinin dagilimi

Sekil 4.18 ve 4.19°da goriilmektedir.

Ertapenem i¢in CLSI (2015) ve EUCAST’in (2015) kullandig1 duyarlilik sinir
degerleri uyumlu oldugundan izolatlar i¢in elde edilen sonuglar da uyumluluk

gostermektedir.
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Sekil 4. 18. Gradiyent difiizyon yontemi ile hesaplanan ertepenem MIK degerlerinin dagilim araliklari
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Meropenem igin ise CLSI (2015) ve EUCAST in (2015) kullandig1 sinir
degerler farklilik gostermektedir. CLSI (2015) kilavuzuna gére meropenem
duyarlilik sinir degeri 1 pg/mL ve alt1 iken direng sinir1 4 pg/mL ve {izeri olarak
belirlenmistir. EUCAST (2015) kilavuzundaysa 2 mg/L ve alti duyarli, 8 mg/L’nin

tizeri ise direngli kabul edilmektedir.

Buna gore 24 izolat (% 21,4) EUCAST e (2015) gore duyarli iken CLSI’ya
(2015) gore orta duyarls; alt1 izolat (% 5,3) ise EUCAST e (2015) gore orta duyarli
iken CLSI’ya (2015) gore direngli olmaktadir.
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Sekil 4. 19. Gradiyent difiizyon yontemi ile hesaplanan meropenem MIK degerlerinin dagilim
araliklari

Ertapenem icin Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile gradiyent difiizyon
yontemi sonuglari karsilastirildiginda 99 izolat i¢in her iki yontemle elde edilen

duyarlilik kategorileri birbirine uygun iken 12 izolatta uyumsuzluk gézlenmistir
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 4. Ertapenem i¢in Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ve gradiyent difiizyon yontemi ile
elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi

Gradiyent difiizyon yontemi

uoAZnyIp Ysiq

Meropenem i¢in ayn1 karsilagtirma yapildiginda 71 izolat i¢in her iki yontemle
elde edilen duyarlilik kategorileri birbirine uygun iken 41 izolatta uyumsuzluk

gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Meropenem i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve gradiyent difiizyon

yontemi arasindaki uyum orta diizeyde bulunmustur (0.40-0.59 arasinda).

Cizelge 4. 5. Meropenem i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve gradiyent difiizyon yontemi ile
elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi

Gradiyent difiizyon yontemi
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Hem ertapenem i¢in hem de meropenem igin iki yontem arasinda uyumsuz
sonug elde edilen izolatlarda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi daha direngli sonug

verme egilimindedir.
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4.4. Modifiye Hodge Testi Sonuclari

Modifiye Hodge testi, CLSI’nin (2015) 6nerdigi sekilde E. coli ATCC 25922
susunun 0,5 McFarland tiirbiditedeki siispansiyonu hazirlanarak bunun 1:10 oraninda
sulandirimi (0,05 McFarland) kullanilarak yapilmistir. Test, herhangi bir
karbapenemaz geni pozitif bulunan 94 izolatin 87 tanesinde pozitif sonug¢ vermistir.
Kalan yedi tane izolatta ise modifiye Hodge testi yalanci negatif sonug vermistir.
Karbapenemaz genleri agisindan negatif bulunan 18 izolatin 16 tanesinde ise

modifiye Hodge testi ile yalanci pozitif sonug alinmstir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 6. Karbapenemaz geni pozitif/negatif bulunan izolatlarda modifiye Hodge testi (0.05
McFarland) ile alinan sonuglar

0.05 McFarland

Modifiye Hodge testi ile yalanci negatif bulunan yedi izolattan alti tanesinde
OXA-48 geni tek basina, bir tanesinde ise OXA-48 ve VIM geni birlikte pozitif

bulunmustur.

Modifiye Hodge testi ile yalanci pozitif bulunan 16 izolattan alti tanesi

fenotipik yontemlerle GSBL pozitif olarak belirlenmistir.

Modifiye Hodge testi CLSI’nin (2015) 6nerdigi sekliyle 1:10 sulandirim
kullanilarak yapildiginda testin duyarliligi % 92,6; 6zgilliigi ise % 11,1 olarak

hesaplanmustir.

Farkl1 karbapenemaz genleri i¢in testin duyarliliklart incelendiginde bu oran
OXA-48 geni pozitif bulunan izolatlarda % 92,2; VIM pozitiflerde % 88,9; NDM
pozitiflerde ise %100 olmaktadir (Cizelge 4.7). Metallo-B-laktamazlar1 yakalamada

ise testin duyarlilig1 % 91 olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4. 7. Degisik karbapenemaz genleri igin modifiye Hodge testinin (0,05 McFarland) duyarlilik
yiizdeleri

DUYARLILIK (%)

OXA-48 ‘ 92,2
VIM ‘ 88,9

NDM ‘ 100

Modifiye Hodge testi CLSI’nin (2015) 6nerdigi 1:10 oraninda sulandirim
adimu atlanarak E. coli ATCC 25922 susunun 0,5 McFarland tiirbiditedeki
stispansiyonu ile yapildiginda ise yalanci negatiflik sayisi tice diismiistiir. Modifiye
Hodge testi 1:10 sulandirimla yapildiginda yalanci negatif sonug alinan {i¢ tane
OXA-48 pozitif izolat ve bir tane OXA-48 ile VIM birlikte pozitif bulunan izolat,
sulandirim adimi atlanarak yapildiginda pozitif sonug vermistir. Testi
degerlendirirken arastirilan izolatin inhibisyon zonuna dogru yaptig1 hafif girintiler
de pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Buna gore testin duyarliligi % 96,8’¢

yiikselmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4. 8. Karbapenemaz geni pozitif/negatif bulunan izolatlarda modifiye Hodge testi (0,5
McFarland) ile alinan sonuglar

0.5 McFarland

Sulandirim adimi atlanarak yapilan testte OXA-48 iireticileri i¢in duyarlilik %
96,7’ye ylikselirken VIM ve NDM iireticilerinde bu deger % 100 olmustur (Cizelge
4.9).
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Cizelge 4. 9. Degisik karbapenemz genleri i¢in modifiye Hodge testinin (0,5 McFarland) duyarlilik
yiizdeleri

DUYARLILIK (%)

OXA-48 ‘ 96.7
VIM ‘ 100

NDM ‘ 100

4.5. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) Sonuclar:

Elektroforez jel goriintiisiinde her bir izolata ait bant profili GelCompar 11
(Applied Biosystems, Belgika) programi kullanilarak analiz edilmistir. UPGMA
(Unweighted pair group method with mathematical averaging) metodu ve Dice
benzerlik katsayis1 (Dice similarity coefficient) kullanilarak PFGE profillerinin
dendogramlari olusturulmus ve kiimelenme analizi yapilmistir. Degerlendirmede
tolerans % 1 olarak alinmistir. Bu istatistiksel analizde % 90-100 uyum gosteren
izolatlar aynt; % 80-90 aras1 uyum gosterenler yakin iliskili; % 70-80 arast uyum
gosterenler muhtemel iliskili olarak degerlendirilmistir. % 70’in alt1 ise iligkisiz

kabul edilmistir.

4.5.1. K.pneumoniae izolatlar1 icin PFGE Sonuclar

Sonuglar degerlendirildiginde K. pneumoniae izolatlarinin dort pulsotip altinda
(A-D) kiimelendigi saptanmustir. Izolatlarmn 16 tanesi (% 14,3) pulsotip A, 10 tanesi
(% 8,9) pulsotip B, 6 tanesi (% 5,4) pulsotip C ve 3 tanesi (% 2,7) de pulsotip D
olarak kiimelenme gostermistir. Pulsotip B ile pulsotip D’deki izolatlar birbiriyle
muhtemel iligkili bulunmustur. Diger gruplar arasindaki benzerlik oran1 % 70’in

altinda bulunmustur (Sekil 4.20).
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: KPE361
KPE377
KPE250
KPE65,E135
KPE132,E259
KPE82,E237
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KPE261
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KPE299

KPE315
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KPE294

KPE294

KPY112

KPE356

KPEST

KPE267

KPY113

Sekil 4. 20. K. pneumoniae izolatlarina ait PFGE dendogrami

Farkli PFGE paternlerine sahip K. pneumoniae izolatlarinin kliniklere gore
dagilimi incelendiginde pulsotip A ve pulsotip C izolatlart herhangi bir klinikte
istatistiksel olarak anlamli oranda ytiksek bulunmazken pulsotip B izolatlar
reanimasyon iinitesinde anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p=0,031). Pulsotip B
izolatlarinin yogun bakim ve yogun bakim dis1 boliimler arasindaki dagilimi
incelendiginde de yogun bakim iinitelerinde anlamli oranda ytiksek saptandigi

belirlenmistir (p=0,002) (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4. 10. Farkli pulsotiplerdeki K.pneumoniae izolatlarinin kliniklere gore dagilimi

Pulsotip A Pulsotip B Pulsotip C
Cerrahi klinikler 42 (% 43,8) 1(% 10) 1(% 16,7)
Cerrahi yogun bakimlar 10 (% 10,4) 3 (% 30) 0(%0)
Dahili klinikler 16 (% 16,7) 0(% 0) 18(% 16,7)
Dahili yogun bakimlar 5(%5,2) 0(%0) 0(%0)
Reanimasyon linitesi 23 (% 24) 6 (% 60) 4 (% 66,7)
p degeri 0,265 0,031 0,256
Yogun bakim iiniteleri 10 (% 62,5) 9 (% 90) 4 (% 66,7)
Yogun bakim digi 6 (% 37,5) 1(% 10) 2 (% 33,3)
béliimler
p degeri 0,106 0,002 0,399

Farkl1 pulsotiplerdeki K. pneumoniae izolatlarinin her bir antimikrobiyal i¢in
direng ylizdeleri ve diger izolatlarla direng oranlar1 karsilastirildiginda hesaplanan p

degerleri Cizelge 4.11°de izlenmektedir.
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Cizelge 4. 11. Farkli pulsotiplerdeki K. pneumoniae izolatlarinin antibiyotik direng profilleri

Pulsotip A p degeri  Pulsotip B p degeri  Pulsotip C p degeri

ETP direnci 16 (% 100) 0,591 10 (% 100) 1,000 6(%100) 1,000
IMP direnci 10 (%62,5) 0,253 10 (% 100) 0,002 3 (% 50) 0,571

MEM direnci 13 (%81,2) 0,074 10 (% 100) 0,064 5(%83,3) 0,830

DORdirenci 13 (%81,2) 0,091 10 (% 100) 0,009  5(%833) 0,533
SXTdirenci 13 (%81,2) 0,757 9 (% 90) 0446  6(%100) 0,333
FEP direnci 12 (% 75) 0,669 10 (% 100) 0130  4(%66,7) 0,779
LEV direnci 14 (%87,5) 0,005 10 (% 100) 0,031 2(%33,3)?2 <0,001
CIPdirenci  16(%100) 0,01 10 (% 100) 0,091 6(%100) 0,306
AKdirenci  1(%6,2) 0,106 3 (% 30) 0,644  4(%667) 0,036
TZP direnci 16 (% 100) 0,659 9 (% 90) 0,480  6(%100) 1,000
GNdirenci 3 (% 18,8) 0,548 0(%0) 0,053 5(%83,3) 0,013

FOXdirenci  10(%62,5) 0,659 10 (% 100) 0,003 3 (% 50) 1,000
AMC direnci 16 (% 100) 1,000 10 (% 100) 1,000 6(%100) 1,000

CTXdirenci 14 (%87,5) 0,317 10 (% 100) 0,530 4(%66,7) 0,175

CAZ direnci 12 (% 75) 0,814 10 (% 100) 0,074 4(%66,7) 1,000
ATM direnci 13 (%81,2) 0,463 10 (% 100) 0,055 1(%16,7) 0,023
CZ direnci 16 (% 100) ! 10 (% 100) 1 6(%100) !

' CZ igin izolatlarin tamami %100 direng gdsterdigi igin p degeri hesaplanmamustir.

2 LEV igin duyarlilik oran1 % 0 olarak bulunmustur ve bu oran diger izolatlara gére anlamli derecede
disiiktiir.

Pulsotip A’da yer alan 16 izolat incelendiginde; bu suslarin izole edildigi
hastalarin 12’sinin kadin, dort tanesinin ise erkek oldugu gozlenmistir. 10 tanesi
yogun bakimlardan, alt1 tanesi yogun bakim dig1 boliimlerden izole edilen pulsotip A
izolatlarm en sik tespit edildigi yer, reanimasyon iinitesi olmustur (n=6). En sik izole

edilen 6rnekler kan (% 50) ve solunum yolu 6rnekleri (% 25) olmustur.
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Pulsotip A’da yer alan 16 izolatin 13’tinde OXA-48 pozitifligi goriiliirken
higbirinde VIM ya da NDM pozitifligine rastlanmamustir.

Pulsotip A’daki izolatlarin antibiyotik duyarliliklari incelendiginde;
ertapeneme % 100; imipeneme % 62,5; meropenem ve doripeneme % 81,2;
sefazoline % 100; sefoksitine % 62,5; sefotaksime % 87,5; seftazidim ve sefepime %
75; aztreonama % 81,2; amikasine % 6,2; gentamisine % 18,8; levofloksasine % 87,5
ve trimetoprim-sulfametoksazole % 81,2 oraninda direng gézlenmistir. Ertapenem,
sefazolin, amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktam ve siprofloksasine ise

tlim izolatlarda direng gozlenmistir (Sekil 4.21).

Pulsotip A izolatlarinda, tiim izolatlarla karsilastirildiginda kinolonlara direng
orani anlaml1 derecede yiiksek bulunurken, diger antibiyotiklere diren¢ oranlarinda
anlaml1 fark bulunmamistir (Siprofloksasin i¢in p=0,01 ve levofloksasin i¢in
p=0,005) (Tablo 4.5) (Cizelge 4.11).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
ETP IMP ME DO CZ FOX CTX CAZ FEP AT AM TZP AK GN CIP LEV SXT
M R M C
ER 100, 62,5 81,2 81,2 100, 62,5 87,5 75,0 75,0 81,2 100, 100, 6,2 18,8 100, 87,5 81,2
IM 0 31,2188125 0 6,2 12562 125 0 0 0 125 0 0 125 O

L) 0 62 0 62 0 312 0 188125188 0 0 81,2812 0 0 188

Duyarhlik kategori yiizdeis

Test edilen antimikrobiyal ajan

Sekil 4. 21. Pulsotip A’da yer alan izolatlarin Kirby-Bauer disk diflizyon testi sonuglari
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Gradiyent difiizyon test ile bakilan karbapenem MIK degerleri
degerlendirildiginde; 16 izolatin tamaminda ertapenem i¢in 2 pg/mL ve iizerinde
sonug elde edilmistir. Meropenem i¢in bakildiginda; izolatlarin 10 tanesi (% 62,5) 4
ng/mL ve iizerinde MiK degerine sahipken dért tane izolatta 1 pg/mL ve altinda, iKi
tane izolatta ise 1-4 pg/mL arasinda MIK degerleri bulunmustur.

A pulsotipindeki izolatlarin yillara gore dagilimi incelendiginde 2011 yilindan
itibaren her y1l bu profile sahip K. pneumoniae izolati saptanmistir. Bu say1 2011 igin

ti¢, 2012 i¢in yedi, 2013 i¢in ii¢ ve 2014 igin {i¢ olmustur.

Pulsotip A’daki izolatlarin izole edildikleri boliimler ve izolasyon tarihleri,
antibiyotik direng profilleri, MIK degerleri ve karbapenemaz geni pozitif veya
negatif olma gibi 6zellikleri itibariyle birbirinden farkli oldugu saptanmistir. 2012
yilinda goriilen kiimelenme kendi icerisinde degerlendirildiginde de benzer kriterler

g0z Oniine alinarak izolatlarin birbiriyle benzerlik gostermedigi gézlenmistir.

Pulsotip B, tiim izolatlarin % 8,9’unu olusturmaktadir (n=10). Bu pulsotipe
sahip suslarin izole edildigi hastalarin yedi tanesinin kadin, {i¢ tanesinin erkek oldugu
gozlenmistir. Pulsotip B’de yer alan izolatlar, bir tanesi hari¢ yogun bakimlardan
izole edilmis olup yogun bakimlardaki bu kiimelenme istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,002). Yogun bakimlar arasinda da ¢cogunlugu reanimasyon
{initesinden gelen érnekler olusturmaktadir (p=0,031) (Cizelge 4.10). Orneklerin
laboratuvara kabul tarihleri incelendiginde ise tamaminin 2013 yili sonu ve 2014 yilt

ilk yarisinda gonderildigi belirlenmistir.

Pulsotip B’de yer alan 10 izolatin tamaminda OXA-48 pozitifligi goriilirken

izolatlarin hi¢birinde VIM ya da NDM pozitifligine rastlanmamustir.

Pulsotip B’deki izolatlarda GSBL varlig1 iki tane izolatta fenotipik yontemlerle

dogrulanmistir.

Pulsotip B’de yer alan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 incelendiginde
ertapenem, imipenen, meropenem, doripenem, sefazolin, sefoksitin, sefotaksim,
seftazidim, sefepim, aztreonam, amoksisilin-klavulanik asit, siprofloksasin ve

levofloksasin igin direng oran1 % 100 bulunurken piperasilin-tazobaktam ve
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trimetoprim-sulfametoksazol i¢in bu oran % 90 bulunmustur. izolatlarin ¢ogunlugu
(% 70) amikasine duyarlilik gosterirken gentamisine direng higbir izolatta

gbzlenmemistir (Sekil 4.22).

Pulsotip B izolatlar, tiim izolatlarla karsilastirildiginda imipenem, doripenem,
levofloksasin ve sefoksitin igin anlamli oranda direngli bulunmustur (Imipenem igin
p=0,002; doripenem i¢in p=0,009; levofloksasin i¢in p=0,031; sefoksitin i¢in
p=0,003). Meropenem, aztreonam ve seftazidim i¢in direng oranlari da yiiksek
bulunmustur. Bu antimikrobiyaller i¢in istatistiksel olarak anlamlilik sinirmin
tizerinde olmakla birlikte sinir degere yakin sonuglar elde edilmistir (Meropenem
i¢in p=0,064; aztreonam i¢in p=0,055 ve seftazidim i¢in p=0,074). Gentamisin
duyarlilik oran1 da yiiksek bulunmasina ragmen benzer sekilde p degeri istatistiksel
anlamlilik i¢in belirlenen degere yakin fakat iizerinde bulunmustur (Gentamasin igin

p=0,053) (Cizelge 4.11).
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ETP IMP ME DO CZ FOX CTX CAZ FEP AT AM TZP AK GN CIP LEV SXT
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LIS o o0 o0 o0 o0 o o o o o o0 10 70 100 0 0 10

Duyarhilik kategori yiizdesi

X

Test edilen antimikrobiyal ajan

Sekil 4. 22. Pulsotip B’de yer alan izolatlarin Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglari

Gradiyent difiizyon test ile bakilan MIK degerleri degerlendirildiginde
izolatlarin tamaminda ertapenem i¢in 8 ug/mL’nin lizerinde, meropenem igin de 24

ug/mL’nin {izerinde MiK degerleri bulunmustur.
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izolasyon zamanlar1 ve yerlerindeki ve fenotipik-genotipik 6zelliklerindeki
yiiksek benzerlikler, Ibni Sina Hastanesi yogun bakim iinitelerinde pulsotip B’deki

izolatlarin neden oldugu muhtemel bir salgin olarak diistiniilmiistiir.

Pulsotip C, alt1 tane izolatta belirlenmistir. Bu suslarin izole edildigi hastalarin
bes tanesi kadin, bir tanesi erkektir. Pulsotip C’de yer alan izolatlar agirlikli olarak
reanimasyon iinitesinde kiimelenme gdstermistir (p=0,009). Orneklerin laboratuvara
kabul tarihleri incelendiginde ise bes tanesinin 2013 yili mart ayindan itibaren ve bir
tanesinin 2014 yili ocak ayinda génderildigi belirlenmistir. Orneklerin iicii idrar
ornegiyken birer tane kan, abse ve trakeal aspirat 6rneginden pulsotip C suslar izole

edilmistir.

[zolatlarin tamamimda OXA-48 geni pozitif bulunmustur. Bir tane izolatta
OXA-48 genine ilaveten VIM geni de saptanmustir. izolatlarin higbirinde NDM

pozitifligi saptanmamustir.

Pulsotip C’de yer alan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 incelendiginde
ertapenem, sefazolin, amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktam,
siprofloksasin ve trimetoprim-sulfametoksazol i¢in direng oran1 % 100 bulunurken
meropenem ve doripenem igin bu oran % 83,3; sefoksitin i¢in % 50; sefotaksim,
seftazidim, sefepim i¢in % 66,7 bulunmustur. Imipeneme izolatlarin % 50’si direngli
iken kalanlar1 orta duyarlidir. Izolatlarda aminoglikozit direnci yiiksek oranda
goriilmistiir. Bu oran gentamisin igin % 83,3 (p=0,013); amikasin i¢in % 66,7
(p=0,036) olarak bulunmustur. Levofloksasine izolatlarin % 66,7’si orta duyarli ve %
33,31 direngli bulunurken hi¢ duyarli izolat bulunmamistir ve levofloksasin
duyarlhilik yiizdesi diger izolatlara gore anlamli derecede diisiik bulunmustur
(p<0,001). Aztreonamda ise diger izolatlarin tersine duyarlilik orani oldukga yiiksek
olarak tespit edilirken (% 83,3); bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,023) (Sekil 4.23 ve Cizelge 4.11).
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Duyarlilik kategori ylzdesi
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Sekil 4. 23. Pulsotip C’de yer alan izolatlarin Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglari

Gradiyent difiizyon test ile bakilan MiK degerleri degerlendirildiginde
izolatlarin tamaminda ertapenem igin 2 ug/mL ve iizerinde MIK sonuglar1 elde
edilmisken meropenem i¢in bu degerler ti¢ tanesinde 1 pg/mL’nin altinda, bir

tanesinde 1-4 pg/mL arasinda ve iki tanesinde ise 4ug/mL’nin tizerinde bulunmustur.

Pulsotip D’deki izolatlar pulsotip B’dekilerle, PFGE paternleri bakimindan
muhtemel iliskili bulunmustur fakat antibiyotik direng profilleri ve MIK degerleri
bakimindan benzerlik bulunmamustir. Fakat pulsotip D’deki izolatlar da yogun
bakimlardan gonderilmistir ve dolayisiyla izolasyon yerleri agisindan pulsotip

B’dekiler ile benzerlik gdstermistir.

4.5.2. E. coli izolatlar icin PFGE Sonuclar

Calismada incelenen 15 E. coli izolatinin PFGE sonuglari degerlendirildiginde

iki pulsotip altinda (A ve B) kiimelenmendigi saptanmistir.
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Pulsotip A iki izolattan olusuyorken iki izolat da (A1) bunlarla yakin iligkili
bulunmustur. Pulsotip B’de de iki izolat bulunuyorken bir tane izolat (B1) bununla
yakin iligkili bulunmustur. Pulsotip A ve B’deki izolatlar, birbiriyle muhtemel iliskili
bulunmustur. Bu alt1 izolatin disindakiler tekli ya da en fazla birbiriyle iliskili ikili

izolatlar olacak sekilde PFGE profili gostermislerdir (Sekil 4. 24).
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Sekil 4. 24. E. coli izolatlarina ait PFGE dendogrami

Pulsotip A’daki iki izolattan biri reanimasyon tinitesinden, digeri tiroloji
boliimiinden gonderilmistir. Bunlarla yakin iligkili izolatlardan (A1) biri yine
reanimasyon {initesinden, digeri ise genel cerrahi yogun bakim {initesinden
gonderilmistir. Pulsotip A’daki izolatlarin ikisi de OXA-48 pozitif bulunmustur.
Pulsotip Al’deki izolatlardan biri OXA-48 iireticisiyken digerinde herhangi bir

karbapenemaz geni saptanmamustir.

Reanimasyon iinitesinden gonderilen iki 6rnegin (biri pulsotip A, digeri
pulsotip Al) antibiyotik direng profilleri ve tasidiklar1 karbapenemaz genleri

bakimindan diger iki izolata gore daha ¢ok benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Pulsotip B’deki izolatlarin ikisi reanimasyon iinitesinden, digeri
gastroenteroloji boliimiinden gonderilmistir. Ug izolat da OXA-48 geni acisindan

pozitif bulunmustur ve antibiyotik direng profilleri birbirine benzemektedir.
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Pulsotip A ve B’deki izolatlar arasinda da antibiyotik direng profilleri agisindan

biiyiik 6l¢iide uyumluluk s6z konusudur.

4.5.3. E. cloacae izolatlar icin PFGE Sonuclar

Calismada incelenen 10 tane E. cloacae izolatinin PFGE sonuglari

pulsotip A1 olarak isimlendirilmistir. Kalan izolatlar tekli ya da en fazla ikili

izolatlardan olusan pulsotipler halinde dagilim gostermistir (Sekil 4.25).

ECLOE358 Al
[ECLOE365 Al
— ECLOE21,Y6 A
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ECLOE385
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[ECLOE292 E287

Sekil 4. 25. E. cloacae izolatlarina ait PFGE dendogram

Pulsotip A’daki iki izolat beyin cerrahisi bolimiinden gonderilen kan
kiiltirlerinden izole edilmisken diger iki izolatin biri yine beyin cerrahisinden
gonderilen kan kiiltiirtinden, digeri ise ortopedi boliimiinden gonderilen bir yara

orneginden izole edilmistir.

Pulsotip A’daki iki izolat, OXA-48 pozitiflikleri ve antibiyotik direng profilleri

bakimindan birbiriyle benzer bulunurken diger iki izolattan farklilik gostermislerdir.
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4.5.4. E. aerogenes Izolatlar icin PFGE Sonuclar

Calismada incelenen dort tane E. aerogenes izolatinin PFGE sonuglari
degerlendirildiginde iki izolat birbiriyle iliskili bulunmustur. Diger iKi izolat ise
birbiriyle muhtemel iliskili bulunmustur (Sekil 4.26). Izolatlar, elde edildikleri yil ve
boliim, antibiyotik direng profilleri, karbapenem MIK degerleri ve tasidiklart

karbapenemaz genleri bakimindan birbiriyle iligkisiz olarak yorumlanmuistir.

J— T
| EAE369
| EAE167
| EAE268

Sekil 4. 26. E. aerogenes izolatlarina ait PFGE dendogrami

4.5.4. K. oxytoca Izolatlar i¢cin PFGE Sonuclar1

Calismaya dahil edilen K. oxytoca suslari, PFGE paternleri bakimidan
birbiriyle muhtemel iliskili ikiser izolat olarak goriilmiistiir (Sekil 4.27). Izolatlarm
tamami1 OXA-48 geni bakimindan pozitif bulunmustur. Gonderildikleri boliimlere
bakildiginda acil, i¢ hastaliklar1 yogun bakim, romatoloji ve ortopedi olmak iizere her
izolatin farkl1 bir b6liimden gonderildigi belirlenmistir. Acil ve i¢ hastaliklar1 yogun
bakimdan gonderilen ve birbiriyle muhtemel iliskili bulunan iki izolatin antibiyotik
direng profilleri birbirine benzemezken romatoloji ve ortopedi boliimlerinden

gonderilen izolatlarin antibiyotik direng profilleri birbiriyle benzer bulunmustur.
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Sekil 4. 27. K. oxytoca izolatlarina ait PFGE dendogrami
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5. TARTISMA

2000’11 yillardan 6nce Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direnci goz
ard1 edilen bir fenomen olmustur ve karbapenemlere azalmis duyarlilik cogunlukla
GSBL ya da AmpC {iretiminin beraberinde dis membran porinlerinde kayip
varligiyla agiklanmistir. IMP ve VIM tipi metallo-B-laktamazlarin tiretimine bagh
karbapenem direnci artan sayilarda bildirilmis olsa da karbapenemaz iireticisi
Enterobacteriaceae prevalansi oldukga diisiik olmustur (Rasmussen ve Bush, 1997).
Bu tablo 1990’larin sonunda ortaya ¢ikan ve 2000’li yillarda stiratle diinya genelinde
yayilim gosteren KPC fireticisi K. pneumoniae izolatlari, OXA-48 iireten
Enterobacteriaceae tiyeleri ve NDM iireticileri ile degismis ve artik gliniimiizde
cogu iilkede karbapenemaz iireten mikroorganizmalar rutin olarak tespit edilir hale
gelmistir (Doi ve ark., 2015).

Karbapenemaz genleri cogunlukla baska direng genlerini de tizerinde
barmdiran ve kendi kendini konjuge edebilen plazmitler araciligiyla yiiksek aktarim
oranina sahiptir. Dolayisiyla karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izolatlar 3-
laktamlarin yan1 sira cogunlukla florokinolonlar, aminoglikozitler, trimetoprim-
sulfametoksazol gibi farkli sinif antibiyotiklere de direng gostermektedir (Nordmann
ve Poirel, 2013). Karbapenemaz iireticisi Enterobacteriaceae izolatlari ile iliskili
enfeksiyonlarin mortalite oranlar1 da yiiksek olmaktadir (Souli ve ark., 2010). Hem
dogru tedavi semalar belirleyebilmek, hem de hastanede olusabilecek bir salgin
durumundan kaginabilmek i¢in karbapenamaz iireticilerinin hizli ve dogru sekilde

saptanmasina ciddi ihtiyag vardir (Nordmann ve Poirel, 2013).

CLSI (2015) kilavuzuna gore karbapenem iireten Enterobacteriaceae izolatlar
cogunlukla bir ya da daha fazla karbapenem grubu antimikrobiyale orta duyarlilik
veya direng gostermektedir ve tiglincii kusak sefalosporinlerden (sefoperazon,
sefotaksim, seftazidim, seftizoksim, seftriakson gibi) bir ya da daha fazlasina direng
gostermektedir. Kilavuzda ertapeneme duyarlilikta kayip, karbapenemaz iiretimi i¢in

en duyarl belirteg olarak ifade edilmistir. Bu 6zelliklerdeki izolatlarda sadece
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epidemiyolojik arastirma ya da enfeksiyon kontrol amaglariyla karbapenemaz

dogrulamasi 6nerilmektedir.

Calismamizda karbapenemaz varligi ve tipleri agisindan incelenecek izolatlar
belirlenirken CLSI’nin (2015) onerileri dogrultusunda izolatlarin ertapeneme orta
duyarlilik ya da direng gostermesi Kriter olarak kullanilmistir. Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na génderilen
klinik 6rneklerde izole edilen ve Kirby-Bauer disk difiizyon yonteminde ertapenem
etrafindaki inhibisyon zon ¢ap1 22 mm’nin altinda Slgiilen 112 izolat calismamiza

dahil edilmistir.

Hangi izolatlarda karbapenemaz iiretimi agisindan dogrulama yapilacagina dair
yaklagim, EUCAST (2015) kilavuzunda CLSI (2015) 6nerilerinden farklidir. Klinik
sinir degerlere gore duyarli bulunan fakat aslinda karbapenemaz geni tasiyan
izolatlara, 6zellikle de OXA-48/OXA-181 lreticileri arasinda rastlanabilmektedir
(Nordmann ve ark., 2012b). Bu tip izolatlar1 atlamamak igin EUCAST (2015), ayrica
epidemiyolojik sinir degerleri belirlemistir. Karbapenemaz taramasinda hangi
karbapenem grubu antibiyotigin kullanilacagi konusunda da EUCAST (2015)
kilavuzu CLSI’dan (2015) ayrilmakta ve ertapenem kullanimi 6nerilmemektedir. Her
ne kadar ertapenemin karbapenemaz saptamada duyarlilig: yiiksek ise de
spesifitesinin diisiik oldugu ifade edilmektedir. Ozellikle de Enterobacter spp. gibi
tirlerde GSBL veya AmpC {iretiminin yani sira porin kaybi olan izolatlarda
ertapenemin stabilitesi gorece diistiktiir (Nordmann ve ark., 2012b). Kilavuzda
ertapenem yerine, duyarlilik-6zgiilliik dengesi en iyi bulunan meropenemin kullanimi
onerilmektedir. Meropenem i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon testinde inhibisyon zon
¢ap1 25 mm’nin altinda 6lgtilen izolatlarin karbapenemazlar agisindan dogrulanmasi,
hatta OXA-48 iireticilerinin endemik oldugu tilkelerde bu degerin 27 mm olarak
alinmas1 onerilmektedir. Cilinkii baz1 OXA-48 {ireticilerinde inhibisyon zon ¢apinin
26 mm’ye kadar ¢iktig1 bildirilmistir (EUCAST web sayfasi, erisim adresi:

[www.eucast.org/resistance_mechanisms], erigim tarihi: 15/06/2015).

Ulkemizde de OXA-48 iireticilerinin endemik oldugu goz 6niine alinirsa
EUCAST’in (2015) 6nerdigi tarama sinir degerlerinin kullanimi, karbapenemaz

ireticilerini atlamamak i¢in daha yararli goziikkmektedir. Fakat calismanin yapildigi
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zaman diliminde ibni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’nda CLSI
kilavuzundaki kriterler dogrultusunda degerlendirme yapildigindan ve karbapenemaz
taramasina yonelik epidemiyolojik sinir deger kullanilmadigindan, CLSI’nin (2015)
onerdigi sekliyle ertapeneme orta duyarl ya da direngli bulunan izolatlar incelemeye

alimustir.

Hem CLSI (2015), hem de EUCAST (2015) kilavuzlar1 karbapenemaz
tiretiminin dogrulanmasini rutin olarak énermemekte ve sadece epidemiyolojik
arastirmalarda ya da enfeksiyon kontroliinde yararli gérmekte ise de bazi
arastirmacilar kilavuzlarda bildirilen bu duruma katilmamaktadir (Livermore ve ark.,
2012; Nordmann ve Poirel, 2013). Ciinkii karbapenemlere in vitro duyarl
bulunmalarina ragmen bazi karbapenemaz iireticilerinin karbapenem igeren
rejimlerle tedavisinde problem yasanabilmektedir (Mimoz ve ark., 2012). Dolayisiyla

karbapenemaz iireticilerini taramada kullanilacak sinir degerler 6nem arz etmektedir.

Karbapenemaz iireticilerinin belirlenmesi ve birbirinden ayirt edilmesinde
molekiiler yontemler altin standart olmaya devam etmektedir. Cogu PZR tabanli olan
bu yontemleri, herhangi bir karbapenemaz varyantinin kesin olarak identifiye
edilmesi isteniyorsa (KPC-2, NDM-1, VIM-5 gibi), dizi analizi takip edebilir. Tekli
PZR teknikleri uygulanabilecegi gibi multipleks ya da ger¢ek zamanli PZR
uygulamalari da yapilabilmektedir. Yayimlanan primerler ve standardize dongii
kosullar ile klinik olarak yaygin karbapenemaz genleri kolay sekilde
saptanabilmektedir (Nordmann ve Poirel, 2013).

Calismamizda da karbapenemaz genlerinin saptanmasinda multipleks PZR
yontemi uygulanmistir. 112 izolattan 94 tanesinde en az bir karbapenemaz genine
rastlanirken kalan 18 izolatta karbapenemaz genleri agisindan negatif sonug
alinmustir. Izolatlarda arastirilan 11 karbapenemaz geni i¢inde OXA-48, VIM ve
NDM geni pozitifliklerine rastlanirken KPC, IMP, SPM, BIC, AIM, DIM, GIM ve

SIM gen pozitifligine rastlanilmamustir.

OXA-48, sinif D B-laktamazlar arasinda yer alan, plazmitle aktarim gdsteren,
klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi inhibitdrlere direng gosteren

karbapenemazlardir (Nordmann ve Poirel, 2013). 11k olarak 2001 yilinda iilkemizde
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saptanan bu gen, 54 yasindaki bir erkek hastanin idrar yolu 6rneginden
tanimlanmustir (Poirel ve ark., 2004). Carrér ve arkadaslari (2008) istanbul’da 2006
Mayis-2007 Ocak tarihleri arasinda ortaya ¢ikan ve OXA-48 iireten K. pneumoniae
izolatlarinin neden oldugu bir salgin raporlamistir. OXA-48 geni pozitif bulunan ilk
E. coli ve C. freundii izolatlar1 da tilkemizden bildirilmistir (Nazic ve ark., 2005;
Giilmez ve ark., 2008). Aktas ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar ¢aligmada OXA-48
iireticisi K. pneumoniae izolatlarinin Istanbul’da gériilmeye devam ettigi
bildirilmistir. Uzun bir donem boyunca OXA-48 bildirimleri sadece Tiirkiye’den
yapilmigken artik pek ¢ok Orta Dogu ve Kuzey Afrika tilkesinde OXA-48 pozitif
izolatlar siklikla saptanmaktadir (Poirel ve ark., 2012a).

Yapilan aragtirmalar OXA-48 lireticilerinin tilkemizde yaygin olarak
goriilmeye devam ettigini gostermektedir (Alp ve ark., 2013; Azap ve ark., 2013;
Demir ve ark., 2015 ve Kili¢ ve ark, 2011).

Giilhane Askeri Tip Akademisi Hastanesinde gerceklestirilen bir ¢aligmada,
2008 yil1 Nisan ve Aralik aylar1 arasinda izole edilen 515 klinik Enterobacteriaceae
izolat1 arasinda dort tane karbapenem direngli bakteri (i tanesi K. pneumoniae ve
bir tanesi E. coli) izole edilmistir. PZR ve dizi analizleri sonucu izolatlarin

tamaminda OXA-48 geni varlig1 gosterilmistir (Kilig¢ ve ark., 2011).

Azap ve arkadaslarinin (2013) Baskent Universitesi Hastanesinde yaptiklari
calismada yogun bakim iinitelerinden izole edilen 16 karbapenem direncli K.
pneumoniae izolati incelenmis ve hepsinde OXA-48 pozitifligi goriiliirken KPC,

IMP, VIM, NDM ve GES tipi karbapenemazlarin varligina rastlanmamaistir.

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde 137 hastadan izole edilen
karbapeneme direngli K. pneumoniae’lerin dahil edildigi bir calismada izolatlarin 94
tanesinde karbapenamaz genlerine rastlanmis ve bunlarin % 91,5’1 tek basina OXA-

48 {ireten izolatlar olmustur (Alp ve ark., 2013).

Karbaepenemaz genlerinin HyplexSuperBug ID Kkiti ile arastirildig: bir
calismada ise 57 izolat karbapenemaz iireticisi bulunmustur. Bunlarin 49 tanesinde

(% 86) OXA-48 geni pozitif olarak belirlenmistir (Demir ve ark., 2015).
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Calismamizda da en sik olarak OXA-48 geni saptanmistir. Bakteriyel
izolatlarin 83 tanesinde (% 74,1) tek basina, yedi tanesinde (% 6,3) ise VIM geni ile
birlikte olmak tizere izolatlarin % 80,4’ iinde OXA-48 pozitifligi tespit edilmistir.

OXA-48 iireticilerinin % 71’ini K. pneumoniae tiirii bakteriler olusturmakta
iken % 16’s1 E. coli, % 7’si E. cloacae, % 4’1 K. oxytoca ve % 2’si E. aerogenes

tiirlerine ait bulunmustur.

Fransa’da yapilan karbapenemaz epidemiyolojisine yonelik bir caligmada 1485
izolat test edilmis ve 341 tanesi (% 22,9) karbapenamaz pozitif bulunmustur.
Bunlarin arasinda en sik goriileni % 75,4 liik bir oranla OXA-48 benzeri
karbapenemaz iireticileri olmustur. Bunlarin nozokomiyal gecisi net belirlenememis
olup toplum kokenli yayilimm muhtemel olabilecegi de ifade edilmistir. OXA-48
benzeri karbapenemazlarin Enterobacteriaceae iiyeleri arasindaki dagilimi da
incelenmis ve karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinin % 76,8’inde; E. coli
izolatlarinin % 81,1’inde; Enterobacter tiirlerinin % 75,8’inde ve diger
enterobakteriyel tiirlerin % 53,3’iinde pozitiflik saptanmigtir. OXA-48 benzeri
karbapenemaz iireticilerinin tlirler arasindaki dagiliminda anlamli fark bulunmamastir

(Dortet ve ark., 2014b).

Calismamizda da incelenen her bir Enterobacteriaceae tiirlinde OXA-48
pozitifligi en sik goriilen karbapenemaz tipi olmustur. K. pneumoniae izolatlarinin %
76’sinda tek basina, % 5’inde VIM geni ile birlikte olmak tizere bu oran % 81
olmustur. Ayni oran E. coli izolatlarinda % 93,3 iken Enterobacter tiirlerinde % 57,1
olarak hesaplanmistir. Calismaya dahil edilen dort tane K. oxytoca izolatinin
tamaminda OXA-48 pozitifligi saptanmistir. OXA-48 tipi karbapenemazlarin tiirler

arasindaki dagiliminda ise anlamli farklilik bulunmamistir (p=0,117).

K. oxytoca tiirlerinde OXA-48 pozitifligi Nazik ve arkadaslar1 (2014)
tarafindan da bildirilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada OXA-48 pozitifligi saptadiklari bes
tane K. oxytoca izolatinda karbapenemaz genlerinin yani sira farkl tiplerde GSBL

genlerinin de pozitif oldugu bildirilmistir.

Calismamizda OXA-48 iireticilerinin kliniklere goére dagilimi incelendiginde

en sik olarak reanimasyon iinitesinden (% 27) izole edildigi goriilmiistiir.

108



OXA-48 pozitifligi herhangi bir boliimde anlamli diizeyde yiiksek
bulunmamastir (p>0.05). Yogun bakim ve yogun bakim dis1 boliimler arasinda da

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

Ik olarak 1997 yilinda Verona’da (italya) bir P. aeruginosa susunda
tanimlanan VIM geni (Lauretti ve ark., 1999) daha sonra Enterobacteriaceae’ye,
ozellikle de K. pneumoniae tiiriine yayilim gostermistir. VIM karbapenemaz {ireticisi
K. pneumoniae izolatlar1, KPC iireticileri kadar olmasa da diinya genelinde giderek
artan sayida raporlanmaktadir (Livermore, 2012). Bir yayinda 2005 yilinda
Yunanistan’da kan dolasimindan izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda % 40’a

varan oranlarda VIM pozitifligi bildirilmistir (Vatopoulos, 2008).

Pek ¢ok farkli varyanti olmakla birlikte en yaygin olani, plazmitlerden ziyade

genellikle kromozom iizerinde lokalize olan VIM-2 genidir (Walsh, 2010).

Lokal salginlar seklinde karsimiza ¢ikabilmekle birlikte daha 6nemli konu,
VIM geninin IncN plazmitleri araciligiyla K. pneumoniae suslart arasinda

yayginlagmasi tehlikesidir (Garcia-Fernandez ve ark., 2011 ve Vatopoulos, 2008).

Italya’da 2008 yilinda VIM-1 iireten K. pneumoniae izolatlarmin sorumlu
oldugu kan dolagim1 enfeksiyonu salgininda, karbapenemaz direncinden sorumlu

genin kiiciik bir plazmit araciligiyla aktarilabildigi gosterilmistir (Cagnacci ve ark.,
2008).

Tiirkiye’de ise ilk defa 2007 yilinda ¢oklu ilag direngli ve CTX-M-15 pozitif
bir K. pneumoniae klinik izolatinda VIM-1 metallo-B-laktamaz geni saptanmistir
(Yildirim ve ark., 2007).

Yunanistan’da artan sayilarda panrezistan (kolistin ve tigesiklin dahil) VIM-1

tireticisi K. pneumoniae izolatlari bildirilmistir (Miriagou ve ark., 2005).

Demir ve arkadaslar1 (2015) ¢alismalarinda karbapenemaz geni bulunduran 57

izolatin 2 tanesinde VIM pozitifligi bildirmislerdir.

Dortet ve arkadaslarmin (2014b) yayinladigi epidemiyolojik ¢alismada VIM

geni pozitiflik oran1 % 4,7 olarak belirlenmistir. Karbapenemaz geni pozitif bulunan
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225 Klebsiella izolatinin 5 tanesinde, 33 Enterobacter izolatinin 1 tanesinde, 24
Citrobacter izolatinin ise 10 tanesinde VIM geni saptanmistir. Citrobacter
izolatlarindaki yiiksek VIM geni pozitifligi, hastane iginde VIM pozitif bir izolatin

klonal yayilimi ile agiklanmustir.

Calismamizda karbapenemaz genleri arasinda ikinci siklikta VIM geninin
varlig1 saptanmis olup toplam dokuz bakteride (% 8) pozitif olarak bulunmustur.
Bunlardan yedi tanesinde ayn1 zamanda OXA-48 geni de pozitif bulunmustur. Diger

iki tanesinde ise sadece VIM geni pozitif olarak belirlenmistir.

VIM fiireticilerinin bes tanesini (% 55,6) K. pneumoniae tiirii bakteriler
olusturmakta iken iki E. coli izolatinda (% 22,2) ve iki E. cloacae izolatinda (% 22,2)
VIM pozitifligi saptanmistir. E. aerogenes ve K. oxytoca izolatlarinda VIM

pozitifligine rastlanmamustir.

NDM-1 en yeni kesfedilen, aktarilabilir 6zellikte olan, molekiiler Sinif B -
laktamazdir. ik defa 2009 yilinda Isvigre’deki bir hastadan izole edilen K.

pneumoniae ve E. coli izolatlarinda tanimlanmustir (Yong ve ark., 2009).

Kumarasamy ve arkadaslarmin (2010) Hindistan, Pakistan ve Ingiltere’de
yaptiklar1 genis bir epidemiyolojik ¢alismada giliney Hindistan’daki bir merkezde
(Chennai) 44 adet, kuzey Hindistan’daki bir merkezde (Haryana) 26 adet,
Ingiltere’den 37 adet ve Hindistan ile Pakistan’in diger bolgelerinden 73 adet NDM-
1 iireticisi izole edilmistir. Kolistin ve tigesiklin hari¢ tiim antibiyotiklere ytiksek
direng gosteren bu izolatlarda NDM-1 geninin ¢ogunlukla plazmitler iizerinde
tasindig1 ve Haryana’dan izole edilenlerin konjugatif olmadig: halde ingiltere’deki ve
Chennai’dekilerin transfer edilebilir olduklari saptanmustir. Ingiltere’deki vakalarin
cogunda Hindistan ya da Pakistan’a seyahat hikayesi veya bu iilkelerle baglanti

oldugu ifade edilmistir.

Varanasi’de (Kuzey Hindistan) 2010 yili Subat ve Temmuz aylari arasinda
hastanede yatan ve poliklinige bagvuran hastalardan izole edilen 780 enterobakteriyel

izolatta % 6,9 oraninda NDM-1 prevelansi bildirilmistir (Seema ve ark., 2011).
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Mumbai’deki biiyiik bir hastanede izole edilen Enterobacteriaceae izolatlari ile
yapilan bir calismada da benzer veriler elde edilmis ve 6rnek tipine gore % 5-8
arasinda degisen NDM-1 geni prevalansi bildirilmistir (Desphande ve ark., 2010a ve
Desphande ve ark., 2010Db).

Pakistan Rawalpindi’de yapilan bir ¢alismada ise hastanede yatan ve
poliklinige basvuran hastalarin barsak floralarinda % 18,5 oraninda NDM-1
tastyiciligt saptanmigtir (Perry ve ark., 2011).

2010 Agustos ortalarindan itibaren Orta ve Giiney Amerika harig¢ diinya
genelinde NDM-1 pozitif bakteriler bildirilmistir (Nordmann ve ark., 2011b).

Ulkemizde uzun bir siire NDM bildirimi yapilmamis olup ilk kez 2011 Ekim
ayinda Istanbul yakinlarindaki bir hastanenin hematoloji iinitesine kabul edilen 16
yasindaki bir erkek hastadan izole edilen K. pneumoniae izolatinda NDM pozitifligi
belirlenmistir. Losemili hasta, Bagdat’taki (Irak) bir hastaneden transfer edilmis ve
kabuliiniin ertesi giinii allojenik hematopoietik kok hiicre nakli yapilmustir. iki hafta
sonra, ciddi solunum yetmezligi ve ates gelismesinin ardindan yogun bakima transfer
edilen hastanin kan kiiltiirlerinde biri K. pneumoniae ve digeri de E. coli olmak tizere
iki tane ¢oklu ilag direngli enterobakterial izolat tespit edilmis ve K. pneumoniae
izolatinda NDM-1 ve CTX-M genlerinin varlig1 gosterilmistir (Poirel ve ark.,
2012Db).

Yanik ve arkadaglarinin (2013) 210 tane karbapeneme direngli gram negatif
bakteride yaptiklar1 calismada NDM-1 geninin varligi PZR ile arastirilmis ve higbir

izolatta bu genin pozitifligine rastlanilmamastir.

Alp ve arkadaglariin (2013) yaptiklari ¢alismada ise 94 karbapenemaz
tireticisinin dort tanesinde tek bagina ve bir tanesinde OXA-48 geni ile birlikte
NDM-1 pozitifligi saptanmistir. Raporlanan bu izolatlarla tilkemizden ilk yerli

NDM-1 iireticileri bildirilmistir.

Azap ve arkadaslarinin (2013) ¢alismasinda karbapenem direngli 16 K.

pneumoniae izolat1 arasinda NDM pozitifligine rastlanmamisken Demir ve
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arkadaglarinin (2015) yaptiklar1 calismada incelenen 95 adet Enterobacteriaceae
izolatinin altisinda (% 10,5) NDM-1 geni saptanmustir.

Calismamizda ise NDM geni iki bakteriyel izolatta (% 1,8) tanimlanmustir.
NDM geninin saptandigi her iki izolat da K. pneumoniae tiirtindedir. NDM
ireticilerinden biri kardiyoloji kliniginden gonderilen bir idrar 6rneginde saptanirken

digeri ise beyin cerrahisi kliniginden génderilen bir kan kiiltiiriinden elde edilmistir.

Modifiye Hodge testi, rutin laboratuvarlarda karbapenemaz aktivitesini
saptamak amaciyla yaygin olarak kullanilan fenotipik yontemlerden biridir
(Hammoudi ve ark., 2014). CLSI (2015) tarafindan da karbapenemaz saptamada
Onerilen test, kolay kullanim1 ve disk diflizyon testinde kullanilan malzemeler
disinda ilave bir ekipman gerektirmemesi nedeniyle laboratuvarlarda ¢ok yaygin bir

kullanim kazanmustir.

Fenotipik dogrulamada uzun zamandir kullanilmakta olan bu testin duyarlilik
ve 0zgiilliigiindeki diisiikliiklere dair pek ¢ok yayin yapilmistir. Her ne kadar testin
Simif A ve Smif D karbapenemazlarin saptanmasinda yiiksek duyarliliga sahip
oldugu ifade edilse de metalla-beta-laktamazlarin saptanmasinda duyarliligin diisiik
oldugu bildirilmektedir (Girlich ve ark., 2012; Hammoudi ve ark., 2014; Nordmann
ve ark., 2012b ve Nordmann ve Poirel, 2013). Hatta CLSI (2014) kilavuzunda testin
duyarhilik ve 6zgiilliigliniin degisik karbapenemaz gruplarinda degisebilecegi ve
ornegin NDM {ireten izolatlar i¢in duyarliligin % 11 gibi oldukg¢a diisiik olabilecegi
ifade edilmektedir. Fakat kilavuzda Amerika’daki Enterobacteriaceae izolatlarinin
taramasina ve dogrulamasina dair veriler genis sekilde toplandigi ve MHT nin
ozellikle KPC iireten izolatlarda ytiksek diizey duyarlilik (>%90) ve 6zgiilliige
(>%90) sahip oldugu bildirilmektedir. Kilavuzda karbapenemaz dogrulamasinin
sadece enfeksiyon kontrol ya da epidemiyolojik arastirma gibi amaglarla yapilmasi
ve dogrulamada MHT kullanilmasi dnerilmektedir. CLSI (2015)’te MHT ye ilaveten
Carba NP testi de karbapenemaz dogrulama yontemleri arasinda 6nerilmektedir.
Farkli metodlarin degerlendirildigi bir ¢alismada, KPC iireten Enterobacteriaceae
izolatlarinin dogrulamasinda karbapenem duyarlilik testini takiben yapilan MHT
ikilisi 6nerilmistir. Ayn1 ¢alismada ertapenem direnciyle birlikte MHT pozitifliginin

KPC karbapenemazlarin saptanmasinda yeterli duyarlilikta oldugu bildirilmistir
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(Anderson ve ark., 2007). Girlich ve arkadaslarinin (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada
MHT’nin Sinif A (KPC) ve Smif D (OXA-48) karbapenemaz iireticilerini saptamada
miilkemmel duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir. Pasteran ve arkadaslar1 (2009)
Smif A karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae tiirlerini taramaya yonelik testlere
dair ¢aligmalarinda MHT ile iyi sonuglar aldiklarini belirtmektedirler. Ayni
calismada ertapenem, imipenem ve meropenem disklerinin her {i¢iiniin de denendigi
ve ayni sonuglarin alindig: bildirilmektedir. Fakat CLSI (2015) kilavuzunda MHT
yapilirken ertapenem ve meropenem disklerinin kullanimi 6nerilmektedir. Lee ve
arkadaslar1 (2010) MHT nin Mueller-Hinton agarda yapildiginda imipenem yerine
ertapenem diskini kullanmanin daha iyi sonug verecegini belirtmektedirler. MHT
tizerine ayrintili inceleme yapilan yeni bir makalede ise her ne kadar CLSI ertapenem
ve meropenem disklerini esit sekilde 6nerse de meropenem diskinin daha diisiik
duyarliliga sahip oldugu belirtilmektedir (Kim ve ark., 2015). Arastirma
sonuglarindaki farkliliklar 6zellikle MHT nin Simif B karbapenemazlar olan metallo-
beta-laktamazlari saptamasindaki disiikliiklerden kaynaklanmaktadir. Galani ve
arkadaslar1 (2008) MBL iireten Enterobacteriaceae izolatlarinin % 4,2’sinde

MHT nin yalanci negatif sonu¢ verdigini bildirmistir. MHT nin gelistiricileri olan
Lee ve arkadaslar1 da (2010) testin orijinalinin MBL iireten Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter spp.’de bazen negatif ya da siipheli sonuglar verdigini bildirdikten
sonra MHT’nin Mueller-Hinton agar yerine MacConkey agarda yapilmasini
onermektedir. Fakat yapilan baska bir ¢calismada MHT’de MacConkey agar
kullaniminin NDM iireticilerini saptamada herhangi bir duyarhilik artis1 saglamadig:
ifade edilmistir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar Mueller-Hinton agara ZnSO4
ilavesinin (100 pg/mL) NDM iireticileri igin testin duyarliligin1 % 50’den % 85,7’ye
yiikselttigi bildirilmistir (Girlich ve ark., 2012).

Calismamizda MHT testi iki sekilde yapilmustir. ilk olarak Modifiye Hodge
testi, CLSI’nin (2015) 6nerdigi sekilde E. coli ATCC 25922 susunun 0,5 McFarland
tiirbiditedeki siispansiyonu hazirlanarak bunun 1:10 oraninda sulandirimi (0,05
McFarland) kullanilarak yapildiginda herhangi bir karbapenemaz geni pozitif
bulunan 94 izolatin 87 tanesinde pozitif sonu¢ vermistir. Kalan yedi izolatta ise

modifiye Hodge testi yalanci negatif sonu¢ vermistir. Karbapenemaz genleri
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acisindan negatif bulunan 18 izolatin 16 tanesinde ise modifiye Hodge testi ile

yalanci pozitif sonug alinmistir.

Modifiye Hodge testi CLSI’nin (2015) 6nerdigi sekliyle 1:10 sulandirim
kullanilarak yapildiginda testin duyarliligi % 92,6; 6zgiilliigii ise % 11,1 olmaktadir.

Farkl1 karbapenemaz genleri i¢in testin duyarliliklart incelendiginde bu oran
OXA-48 geni pozitif bulunan izolatlarda % 92,2; VIM pozitiflerde % 88,9 ve NDM
pozitiflerde ise % 100 olmaktadir. Metallo-B-laktamazlar1 yakalamada ise testin

duyarlilig1 % 91 olarak hesaplanmistir.

Testin duyarliliginin % 90’1n iizerinde yiiksek bir degerde ¢ikmasinda
calismamiza dahil edilen izolatlarin cogunun OXA-48 iireticisi olmasinin etkili
oldugu distintilmistiir. Ctinkii Nordmann ve arkadaslarinin (2012b) yayinladiklar
bir derlemede MHT ’nin metallo-B-laktamazlar yakalamadaki duyarlilik disiikligi
bildirilmekle birlikte KPC ve OXA-48 iireticilerinde testin iyi ¢alistig1 ifade
edilmektedir. Girlich ve arkadaslarinin (2012) ¢alismalarinda MHT nin duyarlilig1 %
77,4 ve 6zgilligi % 38,9 olarak bulunmustur. Fakat ¢calismaya dahil izolatlarin
arasinda onemli oranda NDM iireticisi bakteriler yer almistir ve bunlarin yarist MHT
ile negatif sonug vermistir. Dolayisiyla testin genel duyarliligi, bizim
calismamizdakine gore diisiik bulunmustur. Halbuki ayni ¢alismada OXA-48 pozitif
bulunan izolatlarin tamaminda MHT pozitif sonug¢ vermistir ve dolayistyla OXA-48
tireticileri icin MHT nin % 100 duyarl oldugu ifade edilmistir. Calismamizda ise
OXA-48 iireticileri i¢in Girlich ve arkadaslarinin (2012) verdigi orana gore daha
diisiik (% 92,2) duyarlilik saptanmistir. Fakat s6z konusu ¢alismada kullanilan OXA-
48 pozitif izolat sayis1 10 tane ile sinirli iken ¢calismamizda bu say1 90 olmustur.
OXA-48 iireticilerinde elde edilen yalanci negatif sonuglarin neye bagli oldugunu

belirlemek i¢in ileri aragtirmalarin yapilmasi yararl goziikkmektedir.

Kim ve arkadaslarinin (2015) ¢alismalarinda MHT nin NDM fireticilerini
yakalamadaki duyarliligini farkli indikator diskler, inokiiliim yogunlugu ve
besiyerleri ile arastirmiglar ve en iyi sonug aldiklar1 yontemde bile duyarliligi % 68
bulmuslardir. Girlich ve arkadaslar1 (2012) ise NDM-1 iireticilerinde bu oran1 % 50
olarak bildirmislerdir. Calismamizda ise NDM iireticilerinde duyarlilik % 100 olarak
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tespit edilmisse de NDM pozitif izolat sayist sadece iki tane oldugundan, literatiirle

uyumsuzlugun test edilen 6rnek sayisinin azligindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Calismamizda MHT nin metallo-B-laktamazlar1 yakalama duyarlilig1 da % 91
gibi yiiksek bir oranda bulunmustur. Halbuki Miriagou ve arkadaslar1 (2010)
MHT’nin Sinif B karbapenemazlar1 saptama problemleri oldugunu bildirmislerdir.
Kim ve arkadaslar1 (2015) ise yaptiklar1 ¢galismada MHT nin MBL iireticilerinin en
fazla % 60,6’sin1 tespit edebildigini bildirmiglerdir. Fakat arastirmacilar testin
performansinin MBL tipine gore degistigini ve VIM fiireticilerinde NDM iireticilerine
gore daha iyi sonug alindig1 bildirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz ytiksek
duyarlilik oran1 hem MBL pozitif izolatlarin cogunlugunu VIM fiireticilerinin
olusturmasi, hem de VIM pozitif izolatlarin ¢ogunda ayn1 zamanda OXA-48

pozitifligi de bulunmasi ile agiklanabilir.

Calismamizda ikinci olarak modifiye Hodge testi CLSI’nin (2015) 6nerdigi
1:10 oraninda sulandirim adimu atlanarak E. coli ATCC 25922 susunun 0,5
McFarland tiirbiditedeki siispansiyonu ile yapilmistir. MHT bu sekilde yapildiginda
yalanci negatiflik sayis1 3’e diigsmiistiir. Testi degerlendirirken arastirilan izolatin
inhibisyon zonuna dogru yaptig: hafif girintiler de pozitif olarak yorumlanmaistir.
Buna gore testin 6zgiilliigiinde degisme olmazken duyarliligi % 96,8’e ylikselmistir.
Sulandirim adimi atlanarak yapilan testte OXA-48 iireticileri i¢in duyarlilik %

96,7’ye yiikselirken VIM ve NDM fiireticilerinde bu deger % 100 olmustur.

Lee ve arkadaslarinin (2010) yaptiklar1 calismada MHT MacConkey agarda
yapildiginda diisiik inokiiliim konsantrasyonunun testin performansini artirmadigini
bildirmislerdir. Kim ve arkadaslar1 (2015) ise laboratuvarlarda MHT yapilirken
1:10’luk sulandirim basamaginin atlanmasin1 6nermektedir. Ciinkii yaptiklari
caligmada sulandirim adiminin testin duyarliliginda artisa neden olmadigini, hatta
diisiik inokiilimden kaynaklanan zayif tiremelerin yalanci negatif bildirimlere neden

olabilecegini ifade etmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular da literatiirlerde bildirilenlere uyumlu

olup MHT yapilirken CLSI'nin (2015) 6nerdigi sulandirim adiminin atlanilmasinin

115



hem daha giivenilir sonug elde etmek, hem de is yiikiinii azaltmak agisindan daha

faydal1 olacagini gostermektedir.

Diinya genelinde karbapenemaz iireticileriyle ortaya ¢ikan kiigiik ya da biiyiik
captaki pek ¢ok salgin durumu bildirilmektedir. Voulgari ve arkadaslar1 (2013)
Yunanistan’da 2011 Aralik-2012 Mart aylar1 arasinda dokuz hastadan izole ettikleri
13 ertapenem direngli K. pneumoniae izolatini incelemisler ve izolatlarinin
tamaminin OXA-48 geni tasidiklarini ve tek bir PFGE klonuna ait oldugunu
saptamiglardir. MLST sonucuna gore sekans tipi ST11 olarak belirlenen izolatlar ile
ortaya ¢ikan bu salginin, Yunanistan’da OXA-48 ireticisi K. pneumoniae

izolatlarinin neden oldugu ilk salgin durumu oldugu bildirilmistir.

Ducomble ve arkadaslarinin (2015) Almanya’da bir hastanede 2010 Haziran-
2012 Temmuz aylar1 arasinda KPC-2 iireten K. pneumoniae izolatlar1 ile ortaya ¢ikan

genis bir hastane salginini bildirmislerdir.

Fransa’da bir {iniversite hastanesinde bildirilen biiyiik ¢captaki bir salginda ise
indeks vakadaki OXA-48 iireten izolatin ge¢ tanimlanmasinin da katkisiyla ti¢ farkli
boliimde 15 aylik donem igerisinde 72 sekonder vaka ortaya ¢iktig1 ve salginin zor

kontrol edilebildigi bildirilmistir (Semin-Pelletier ve ark., 2015).

Ulkemizde OXA-48 iireten K. pneumoniae izolatlari ile ortaya gikan ilk salgin
2008 yilinda bildirilmistir. Istanbul Capa’daki tip fakiiltesinde ortaya ¢ikan bu
salginda 2006 May1s-2007 Subat aylar1 arasinda toplanan 39 izolatin iki klona ait
oldugu ve her iki klondaki izolatlarin hepsinin OXA-48 iireticisi oldugu saptanmigtir

(Carrér ve ark., 2008).

Carrér ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ve gogunlugu Tiirkiye’den izole edilen
OXA-48 iireticisi Enterobacteriaceae izolatlarini inceledikleri ¢alismada OXA-48

geninin yayiliminin belli bir K. pneumoniae klonu araciligiyla olmadigi bildirilmistir.

Levast ve arkadaslarinin (2011) yayimladiklar bir arastirmada ise 2010 yilinda
Tiirkiye’den Fransa’ya giden gebe bir kadinin tagidigt OXA-48 pozitif K.

pneumoniae izolat1 ile ortaya ¢ikan kiigiik bir salgin bildirilmistir.
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Calismamizda PFGE ile incelenen izolatlar arasinda K. pneumoniae tiirtindeki
10 izolat ayn1 PFGE paternine sahip bulunmus ve pulsotip B olarak
isimlendirilmistir. Pulsotip B’de yer alan izolatlarin bir tanesi harig¢ hepsi (n=9)
yogun bakimlardan izole edilmis olup yogun bakimlardaki bu kiimelenme
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,002). Yogun bakimlar arasinda da
¢ogunlugu reanimasyon tinitesinden izole edilen suslar olusturmaktadir (p=0,031).
Orneklerin laboratuvara kabul tarihleri incelendiginde ise tamamnin 2013 yil1 sonu
ve 2014 yil1 ilk yarisinda oldugu belirlenmistir. Pulsotip B’de yer alan 10 izolatin
tamaminda OXA-48 pozitifligi goriiliirken izolatlarin hi¢cbirinde NDM ya da VIM
pozitifligine rastlanmamustir. izolatlarin antibiyotik direng paternleri de birbirine
benzer olarak saptanmustir. Tiim bu bulgular, Ibni Sina Hastanesi yogun bakim
tinitelerinde OXA-48 iireticisi K. pneumoniae izolatlar1 ile ortaya ¢ikan muhtemel bir

salgin olarak diislinlilmiistiir.

Karbapenemaz iireticileri ile enfeksiyon ¢ogunlukla hastane kdkenli olmakla
birlikte toplum kokenli izolatlara da rastlanilmaktadir (Canton ve ark., 2012). KPC
tireticileri gogunlukla nozokomiyal izolatlar arasinda tanimlanirken NDM ve OXA-
48 {iireticilerine hem nozokomiyal hem de toplum kaynakl1 patojenler arasinda

rastlanabilmektedir (Nordmann ve Poirel, 2014).

Tsakris ve arkadaglarinin (2007) yaptiklari ¢alismada bir yillik zaman
diliminde poliklinige basvuran hastalardan alinan 6rneklerde izole edilen imipenem
direngli P. mirabilis izolatlar1 toplanmis ve bunlardan 12’si metallo-f-laktamaz
tireticisi bulunmustur. Toplum kdkenli idrar yolu enfeksiyonu gegiren bu hastalarin
hepsinin Yunanistan’daki bolgesel bir hastanede yatis ve tedavi hikayeleri
bulunmaktadir. Ayn1 klondan koken alan izolatlarin tamaminda VIM-1 geni

tanimlanmaistir.

Avustralya Antimikrobiyal Diren¢ Grubunun 2012 yilinda yaptiklar1 ve toplum
kokenli enfeksiyonlara odaklandiklar1 ¢calismada idrar yolu 6rnekleri degerlendirilmis
ve bir hastada IMP-4 karbapenemaz iireten E. cloacae izolatina rastlanmistir
(Turnidge ve ark., 2014). Nordmann ve arkadaslarinin (2012d) yayinladiklari bir
makalede ise Fransa’da yasayan ve NDM iireticilerinin endemik oldugu iilkelere

seyahat hikayesi olmayan 83 yasindaki bir kadin hastada ¢oklu ilaca direngli K.
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pneumoniae izolati ile gelisen inatg1 bir sistit vakasi tanimlanmis ve izolatin NDM-1

ve CTX-M-15 genleri tagidigi bildirilmistir.

Senegal’den yapilan bir bildirimde ise bolgede OXA-48 iireticilerinin hem
hastane sartlarinda hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarda goriilmeye basladigi

ifade edilmistir (Moquet ve ark., 2011).

Tropik bolgeler gibi endemik yerlere seyahat sonrasi ¢oklu ilag¢ direncine sahip
Enterobacteriaceae tasiyiciligi oraninin yiiksek oldugu fakat tasiyicilik siiresinin kisa
oldugu bildirilmisse de (Ruppé ve ark., 2015) baska bir yayinda NDM-1 pozitif E.
coli izolat1 ile kolonize bir hastanin takibinde bu bakterinin bir yilin iizerindeki siire
zarfinda intestinal florada kaldigi ve bu nedenle tastyicilarin diinya genelinde

taranmasinin 6nemli oldugu vurgulanmigtir (Poirel ve ark., 2011b).

Calismamizda da poliklinige bagvuran bes hastadan gonderilen 6rneklerde
karbapenemaz genlerine rastlanmistir. Gelen 6rneklerden iicii idrar 6rnegi olup
OXA-48 geni pozitifligi goriilmiistiir. Izolatlarin tamami K. pneumoniae tiiriine aittir.
Bunlardan biri PFGE analizinde pulsotip A ile uyumlu bulunmustur ve 22 giin 6nce
prostatektomi operasyonu geg¢irmistir. Bu durum izolatin hastanede yatisi sirasinda
kazanildigin1 diistindliirmiistiir. Diger iki hastadan birinin alt1 ay 6nce gecirilmis
tiroidektomi operasyonu hikayesi varken digerinde yakin zamanda hastaneye yatis
hikayesi bulunmamaktadir. Poliklinik hastalarindan gelen diger iki 6rnekten birinde
OXA-48 ve VIM genleri birlikte pozitif olan K. pneumoniae izolati, digerinde ise
yine OXA-48 ve VIM birlikteligi gosteren E. cloacae izolati tanimlanmugtir. Her iki
izolat da yara 6rneklerinden elde edilmis olup hastalarin yakin dénemde ortopedi
klinigine yatis ve cerrrahi hikayeleri vardir fakat iki hastanin bagvuru dénemleri

arasinda yedi aylik bir zaman dilimi farki vardr.

Tiim bu bulgular, OXA-48 iireticilerinin endemik oldugu lilkemizde
karbapenemaz iireticisi Enterobacteriaceae tiyelerinin neden oldugu toplum kokenli
enfeksiyonlarin karsimiza ¢ikabilecegini diistindiirmiistiir. Boyle bir fenomenin
bilinmesi ve uzun siireli tedaviye ragmen diizelmeyen toplum kdkenli

enfeksiyonlarda akla getirilmesi yararli géziikmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Karbapenemazlar, en kuvetli B-laktamaz enzimleri olup neredeyse tiim 3-
laktamlar1 hidrolize edebilmektedir. GSBL iireticisi mikroorganizmalarin tedavisinde
kullandigimiz en 6nemli silah olan karbapenem grubu antibiyotikler, karbapenemaz
enzimlerinin yayginlagmasiyla elimizden ¢ikma tehlikesi ile kars1 karsiya kalmastir.
Hem karbapenemaz iireticileriyle ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin tedavilerini dogru
yonlendirmek, hem de bu bakterilerin yayilimini durdurmak i¢in dogru tarama ve

tanimlama stratejilerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

1. Calismamizda bu amagla 112 klinik 6rnekten elde edilen 112 bakteriyel izolat
incelenmis olup izolatlarin ¢ogunlugunu K. pneumoniae (%70,5)
olusturmakta iken bunu sirasiyla E. coli (% 13,4), E. cloacae (% 8,9), E.
aerogenes (% 3,6) ve K. oxytoca (% 3,6) takip etmistir.

2. lzolatlarda en sik olarak OXA-48 geninin varlig1 saptanmistir. Bakteriyel
izolatlarin 83 tanesinde (% 74,1) tek basina, yedi tanesinde (% 6,3) ise VIM
geni ile birlikte OXA-48 tespit edilmistir.

3. Calismamizda her bir Enterobacteriaceae tiirlinde OXA-48 pozitifligi hakim
profil olmustur. K. pneumoniae izolatlarinda % 76’sinda tek basina, % 5’inde
VIM ile birlikte olmak iizere bu oran % 81 olmustur. Ayni oran E. coli
izolatlarinda % 93,3 iken Enterobacter tiirlerinde % 57,1 olarak
hesaplanmistir. Calismaya dahil edilen dort tane K. oxytoca izolatinin
hepsinde OXA-48 pozitifligi saptanmistir. OXA-48 tipi karbapenemazlarin
tiirler arasindaki dagiliminda ise anlamli farklilik bulunmamistir (p=0,117).

4. Yapilan arastirmalar da, tilkemizde OXA-48 iireticilerinin endemik oldugunu
teyit etmektedir (Alp ve ark., 2013; Azap ve ark., 2013; Demir ve ark., 2015
ve Kili¢ ve ark, 2011). Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde 137
hastadan izole edilen karbapeneme direngli K. pneumoniae’lerin dahil
edildigi bir caligmada izolatlarin 94 tanesinde karbapenamaz genlerine
rastlanmis ve bunlarin % 91,5°1 tek basina OXA-48 iireten izolatlar olmustur

(Alp ve ark., 2013).
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10.

11.

Karbapenemaz genleri arasinda ikinci siklikta VIM geninin varlig1 saptanmis
olup toplam dokuz bakteride (% 8) pozitif olarak bulunmustur. Bunlardan
yedi tanesinde ayn1 zamanda OXA-48 geni de pozitif bulunurken diger iki
tanesinde sadece VIM geni pozitif olarak belirlenmistir.

Tiirkiye’de ilk defa 2007 yilinda ¢oklu ilag direngli ve CTX-M-15 pozitif bir
K. pneumoniae klinik izolatinda VIM-1 metallo-B-laktamaz geni saptanmistir
(Yildirim ve ark., 2007) ve giderek yayginlasan bu gen, iilkemizde ve
Yunanistan’da problem haline gelmistir (Walsh ve ark., 2010).

Calismamizda NDM geni iki bakteriyel izolatta (% 1,8) tanimlanmistir. NDM
geninin saptandigi her iki izolat da K. pneumoniae tiiriindedir.

Ulkemizde uzun bir siire NDM bildirimi yapilmamus olup ilk kez 2011 Ekim
aymda importe bir vakada gosterilmistir. Alp ve arkadaslarinin (2013)
yaptiklar1 ¢aligmada ise 94 karbapenemaz lireticisinin bes tanesinde NDM-1
pozitifligi saptanmistir ve bunlar tilkemizden bildirilen ilk yerli NDM
ireticileri olmustur.Yapilan diger calismalar da NDM iireticilerinin
iilkemizde yayginlagsmakta oldugunu gostermektedir (Azap ve ark., 2013;
Demir ve ark., 2015).

Test edilen tiim izolatlar i¢in en yiiksek diren¢ goriilen antimikrobiyal ajanlar
sefazolin (% 100) ve amoksisilin-klavulanik asit (% 99,1) olmustur. En az
direng goriilen antimikrobiyal ajanlar ise amikasin (% 19,6) ve gentamisin (%
29,5) olmugstur. Kombine tedavilerin tercih edildigi karbapenemaz
tireticileriyle gelisen enfeksiyonlarda, aminoglikozitlerin elimizdeki en
onemli seceneklerden biri oldugu goriilmiistiir.

Karbapenemler i¢in E. coli suslarinda direng, anlamli oranda diisiik
bulunmustur ve p degerleri imipenem i¢in p=0,014, meropenem i¢in p=0,001
ve doripenem i¢in p<0,001 olarak belirlenmistir. Gentamisin iginse E. coli
suslar1 daha yliksek direng gostermistir (p=0,01). Enterobacter tiirlerinde ise
kinolonlara direng, diger tiirlere gore anlaml diizeyde diisiik bulunmustur ve
p degerleri siprofloksasin ve levofloksasin i¢in sirasiyla 0,001 ve 0,018 olarak
hesaplanmustir.

Caligsmaya dahil edilen 112 izolattan 43 tanesi (% 38,4) fenotipik yontemlerle
GSBL pozitif olarak belirlenmistir.
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12.

13.

14.

15.

Modifiye Hodge testi CLSI’nin (2015) 6nerdigi sekliyle 1:10 sulandirim
kullanilarak yapildiginda testin duyarlilig1 % 92,6; 6zgiilligi ise % 11,1
bulunmustur. Farkli karbapenemaz genleri i¢in testin duyarliliklar
incelendiginde bu oran OXA-48 geni pozitif bulunan izolatlarda % 92,2; VIM
pozitiflerde % 88,9 ve NDM pozitiflerde ise % 100 olmustur. Metallo-3-
laktamazlar1 yakalamada ise testin duyarlilig1 % 91 olarak hesaplanmuistir.
Her ne kadar EUCAST (2015) kilavuzunda 6nerilmese de OXA-48
iireticilerinin ¢ok yaygin olarak karsimiza ¢iktigi tilkemizde, karbapenemaz
dogrulamasinda MHT yapilmasi 6nemli bir alternatif olarak goziikmektedir.
Fakat testin 6zgiilliigii diisiik olup yalanci pozitif sonuglarla
karsilasilabileceginin goz 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Modifiye Hodge testi, CLSI’nin (2015) 6nerdigi sulandirim adimi atlanarak
yapildiginda OXA-48 iireticileri i¢in duyarlilik % 96,7’ye yiikselirken VIM
ve NDM iireticilerinde bu deger % 100 olmustur. Dolayistyla MHT
yapilirken CLSI’nin (2015) 6nerdigi sulandirim adiminin atlanilmasi; hem
daha giivenilir sonug elde etmek, hem de is yiikiinii azaltmak a¢isindan daha
faydali goziikmektedir.

Calismamizda PFGE ile incelenen izolatlar arasinda K. pneumoniae tiirtindeki
10 izolat ayn1 PFGE paternine sahip bulunmus ve pulsotip B olarak
isimlendirilmistir. Pulsotip B’de yer alan izolatlarin bir tanesi harig hepsi
(n=9) yogun bakimlardan izole edilmis olup yogun bakimlardaki bu
kiimelenme istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,002). Yogun
bakimlar arasinda da ¢ogunlugu reanimasyon tinitesinden izole edilen suslar
olusturmaktadir (p=0,031). Orneklerin laboratuvara kabul tarihleri
incelendiginde ise tamaminin 2013 yil1 sonu ve 2014 y1l1 ilk yarisinda oldugu
belirlenmistir. Pulsotip B’de yer alan 10 izolatin tamaminda OXA-48
pozitifligi goriiliirken izolatlarin hi¢gbirinde NDM ya da VIM pozitifligine
rastlanmamustir. izolatlarm antibiyotik direng paternleri de birbirine benzer
olarak saptanmustir. Tiim bu bulgular, Ibni Sina Hastanesi yogun bakim
tinitelerinde OXA-48 {ireticisi K. pneumoniae izolatlari ile ortaya ¢ikan

muhtemel bir salgin olarak diisiiniilmdistiir.
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16. Calismamizda poliklinige bagvuran bes hastadan gonderilen klinik 6rneklerde
karbapenemaz genlerine rastlanmistir. Hastalardan bazilarinin yakin dénemde
hastanemizde yatis hikayesi varken bazilarinda bulunmamaktadir. Poliklinige
basvuran hastalarda boyle bir durumun goériilmesi, OXA-48 iireticilerinin
endemik oldugu lilkemizde karbapenemaz iireticisi Enterobacteriaceae
iyelerinin neden oldugu toplum kdkenli enfeksiyonlarin karsimiza
cikabilecegini diistindliirmiistiir. Boyle bir fenomenin bilinmesi ve uzun siireli
tedaviye ragmen diizelmeyen toplum kokenli enfeksiyonlarda akla getirilmesi

yararl goziikmektedir.
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OZET

Cesitli Klinik Orneklerden Izole Edilen Gram Negatif Enterik Bakterilerde

Karbapenemaz Varhginin ve Tiplerinin Arastirilmasi

Calismamizda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina hastanesi Merkez Laboratuvarina
2010-2014 yillan arasinda gesitli kliniklerden gonderilen karbapenem direnci gosteren
Enterobacteriaceae suslarinda antibiyotik duyarlilik paternleri ve karbapenemaz genleri
aragtirilarak tilkemize yonelik epidemiyolojik veri saglamak amaglanmaktadir. Elde
edecegimiz veriler Tiirkiye’deki epidemiyolojik verilere 6nemli bir katki saglayacak, yeni
tedavi algoritmalarinin gelistirilmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde yol gdsterici
olacaktir.

Cesitli kliniklerden alinmis, Phoenix otomatize sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile
identifiye edilerek antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda ertapeneme karsi orta duyarli ya
da direngli bulunan 112 izolat ¢alismaya alimmistir. Tiim izolatlara Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testleri yapilarak 17 antibiyotik i¢in (amoksisilin-
Klavulanik asit (20/10 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 ug), sefazolin (30 pg), sefepim
(30 png), seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), sefoksitin (30 pg), aztreonam (30 pg),
doripenem (10 pg), ertapenem (10 ug), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), gentamisin
(10 pg), amikasin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 pg), trimetoprim-
stilfametoksazol (1.25/23.75 pg)) duyarlilik sonuglar1 belirlenmistir. Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemine ek olarak ertapenem ve meropenem stripleri kullanilarak gradiyent
difiizyon yontemiyle izolatlarin karbapenem MIK degerleri belirlenmistir. Modifiye Hodge
testi CLSI’nin (2015) 6nerdigi sulandirim basamagi yapilarak ve bu basamak atlanarak iki
farkl sekilde yapilmistir ve testin karbapenemaz varligini saptamadaki duyarlilik ve
ozgilliigh degerlendirilmistir. Bakteriyel izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapilip polimeraz
zincir reaksiyonu yardimiyla 11 adet kazanilnus karbapenemaz geni incelenmistir. izolatlar
arasindaki klonal iliski, izolatlarin Xbal DNA makrorestriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi
PFGE yontemi ile arastirilmistir.

Calismamizda 112 bakteriyel izolat incelenmis olup izolatlarin gogunlugunu K. pneumoniae
(% 70,5) olusturmakta iken bunu sirasiyla E. coli (%13,4), E. cloacae (% 8,9), E. aerogenes
(% 3,6) ve K. oxytoca (% 3,6) takip etmistir. zolatlarda en sik olarak OXA-48 geninin
varlig1 saptanmistir. Bakteriyel izolatlarin 83 tanesinde (% 74,1) tek basina, yedi tanesinde
(% 6,3) ise VIM geni ile birlikte OXA-48 tespit edilmistir. Karbapenemaz genleri arasinda
ikinci siklikta VIM geninin varligi saptanmis olup toplam dokuz bakteride (% 8) pozitif
olarak bulunmustur. NDM geni ise iki bakteriyel izolatta (% 1,8) tanimlanmustir. Test edilen
tiim izolatlar i¢in en yiiksek direng goriilen antimikrobiyal ajanlar sefazolin (% 100) ve
amoksisilin-klavulanik asit (% 99,1) olmustur. En az direng goriilen antimikrobiyal ajanlar
ise amikasin (% 19,6) ve gentamisin (% 29,5) olmustur. Modifiye Hodge testi CLSI’nin
(2015) onerdigi sekliyle 1:10 sulandirim kullanilarak yapildiginda testin duyarliligi % 92,6;
ozgiilliigii ise % 11,1 bulunmustur. Sulandirim adimu atlanarak yapildiginda OXA-48
reticileri i¢in duyarlilik % 96,7°ye yikselirken VIM ve NDM iireticilerinde bu deger % 100
olmustur. Calismamizda PFGE ile incelenen izolatlar arasinda K. pneumoniae tiiriindeki 10
izolat ayn1 PFGE paternine sahip bulunmus ve pulsotip B olarak isimlendirilen bu izolatlar,
izole edildikleri yer, izolasyon tarihleri, antibiyotik direng¢ paternleri ve tagidiklar
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karbapenemaz genleri agisindan benzer bulunmustur ve hastanemiz yogun bakimlarinda
ortaya ¢ikan muhtemel bir salgin olarak degerlendirilmistir. Calismamizda ayrica poliklinige
bagvuran bes hastadan gonderilen klinik 6rneklerde karbapenemaz genlerine rastlanmistir.
Poliklinige bagvuran hastalarda boyle bir durumun goriilmesi, OXA-48 iireticilerinin
endemik oldugu iilkemizde karbapenemaz iireticisi Enterobacteriaceae iiyelerinin neden
oldugu toplum kokenli enfeksiyonlarin karsimiza ¢ikabilecegini diistindiirmiistiir.

Karbapenemazlarin hizli ve dogru tanisi, tedavi stratejilerini belirlemede ve yayilimi
onlemede anahtar rol almaktadir. Kombine tedavilerin tercih edildigi karbapenemaz
tireticileriyle gelisen enfeksiyonlarda, aminoglikozitler elimizdeki en 6nemli segeneklerden
biri olarak géziikmektedir. Her ne kadar EUCAST (2015) kilavuzunda &nerilmese de OXA-
48 treticilerinin ¢cok yaygin olarak karsimiza ¢iktig1 iilkemizde, karbapenemaz
dogrulamasinda modifiye Hodge testi yapilmasi dnemli bir alternatif olarak goziikmektedir.
Fakat testin 6zgiilliigii diisiik olup yalanci pozitifliklerin olabilecegi géz 6niinde
bulundurulmalidir. Ulkemiz gibi belirli bir karbapenemaz geninin yaygin oldugu bolgelerde,
uzun siireli tedaviye ragmen diizelmeyen toplum kdkenli enfeksiyonlarda, karbapenemaz
iireticisi etkenlerin sorumlu olabilecegi akla getirilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Enterobacteriaceae, karbapenem direnci, karbapenenemaz, OXA-48,

pulsed-field jel elektroforezi
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SUMMARY

Prevalance and Genetic Evaluation of Carbapenemase Production among
Gram-negative Enteric Bacteria Isolated from Various Human Clinical

Specimens

In this study, it is aimed to obtain national epidemiologic data by examining antibiotic
sensitivity patterns and carbepenemase genes for carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
delivered to Central Laboratory of lbni Sina Hospital, Faculty of Medicine, Ankara
University from various clinics between years 2010 — 2014. Obtained data will provide
important contribution for epidemiologic data in Turkey and will be a guiding light on the
developmet of the up to date treatmet algorithms.

112 isolates which were collected from various clinics, appeared to be intermediate or
resistant to ertapenem as a result of antibiotic susceptibility tests were examined and
identified by Phoenix automated microbiology system (Becton Dickinson, USA).
All isolates were tested for antibiotic susceptibility by Kirby-Bauer disk diffusion method for
17 following antibiotics (Amoxicillin/Clavulanic Acid (20/10 pg), Piperacillin/Tazobactam
100/10 pg), Cefazolin (30 pg), Cefepime (30 pg), Ceftazidime (30 ug), Cefotaxime (30 ug),
Cefoxitin (30 pg), Aztreonam (30 pg), Doripenem (10 pg), Ertapenem (10 pg), Imipenem
(10 ug), Meropenem (10 ug), Gentamicin (10 pg), Amikacin (30 ug), Ciprofloxacin (5 pg),
Levofloxacin (5 ug), Trimethoprim - Sulfametoxazol (1.25/23.75 ug)). In addition to Kirby-
Bauer disk diffusion method, isolates’ carbapenem MIC values were determined by gradient
diffusion method using ertapenem and meropenem test strips. Modified Hodge test was
applied in two ways either with dilution step which is also suggested by CLSI (2015) or
skipping this step; and sensitivity and specificity of the test for carbapenemase detection was
evaluated. After DNA extraction from the bacterial isolates, 11 acquired carbapenemase
genes were examined by polymerase chain reaction. The clonal relationship among the
isolates was determined by PFGE method following digestion with Xbal DNA
macrorestriction endonuclease.

In our study 112 bacterial isolates were examined and K. pneumoniae appeared to be the
majority of isolates (70,5 %) and E. coli (13,4 %), E. cloacae (8,9 %), E. aerogenes (3,6
%) and K. oxytoca (3,6 %) respectively. OXA-48 gene positivity was found to be the most
prevalent. In 83 bacterial isolates (74,1 %) OXA-48 was found alone and in other seven (6,3
%) it was identified with VIM gene coexistence. Existence of VIM gene was identified in
second frequency among the carbapenemase genes, it was found positive in nine bacteria (8
%). NDM gene was identified in two bacterial isolates (1,8 %). Among all the isolates,
cefazolin (100 %) and amoxicillin/clavulanic acid (99,1 %) showed highest resistance.
Amikacin (19,6 %) and gentamicin (29,5 %) had lowest resistance rates for antimicrobial
agents tested. Modified Hodge test’s sensitivity was 92,6 % with 1:10 dilution as suggested
by CLSI (2015) and the specifity of the test was 11,1 %. Skipping the step of dilution,
sensitivity was rised to 96,7 % for OXA-48 producers as for VIM and NDM producers this
value was 100 %. In our study 10 K. pneumoniae isolates had the same PFGE pattern among
the isolates, named as pulsotype B, evaluated as a probable intensive care unit outbreak since
they carry similar carbapenemase genes and have similar antibiotic resistance patterns,
isolation locations and dates. On the other hand carbapenemase genes were seen in the
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clinical samples collected from five out-patients. We therefore think that community-
acquired infections may arise due to carbapenemase producing Enterobacteriaceae in our
country where OXA-48 producers are endemic.

Rapid and accurate detection of carbapenemases plays an important role in defining
treatment strategies and preventing the spread. Aminoglycoside antibiotics have appeared to
be one of the most important alternatives for infections due to carbepenemase producers
which are preferred to be treated by combined therapies. Although it is not preferred in
EUCAST (2015) guideline, in our country where OXA-48 producers are commonly seen,
modified Hodge test has become an important alternative for carbapenemase confirmation.
However it should be taken under consideration its low specificity and that false positivity
could occur. In endemic areas for a specific carbapenemase gene, as in our country, it should
also be thought that carbapenemase producers may be responsible for community-acquired
infections that could not be treated despite long lasting treatments.

Key Words:, Carbapenem resistance, carbapenemase genes, Enterobacteriaceae, OXA-48,
pulsed-field gel electrophoresis
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