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GIRIS VE AMAC

Enterobacteriaceae ailesi, toplum kaynakli basit enfeksiyonlardan tibbi bakimla iliskili
komplike, tedavisi zor enfeksiyonlara kadar genis bir klinik tablo olusturmaktadir. Ozellikle
tibbi bakimla iligkili enfeksiyonlarda artan antimikrobiyal ila¢ direnci, morbidite ve
mortalitenin artmasina neden olmaktadir. Karbapenemler, genisletilmis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) gibi diren¢ mekanizmasina sahip Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin
tedavisinde etkili olmalar1 sebebiyle birgok enfeksiyonda son segenek olarak tercih
edilmektedir. Fakat son yillarda 6nemi gittikge artan karbapenem direngli Enterobacteriaceae
(KDE) sebebiyle tedavi segenekleri kisitlanmakta ve mortalite oranlari artmaktadir (1, 2). Bu
direng paternine sahip bakteriler plazmid araciligi ile insandan insana hizla bulasabilmektedir

(3). Bu sebeple hizli ve dogru bir sekilde tespit edilmesi olduk¢a dnemlidir.

Giderek artan sikligi nedeniyle karbapenem direngli Enterobacteriaceae, siirveyans
aglart olusturularak takip edilmektedir. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi
(ECDC)’nin 2018 yilinda yayimladig: raporda Tiirkiye nin, KDE i¢in endemik bdlge oldugu ve
2010-2015 yillar1 arasindaki KDE sikligiin giderek arttigi vurgulanmaktadir (4). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ne baglh Orta Asya ve Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirveyans (CAESAR)
agmin 2019 ve 2020 yillarinda yayinladigi raporlar incelendiginde de Karbapenem direngli
Klebsiella pneumoniae sikliginin yillara gére artmakta oldugu goriilmektedir (5, 6). ECDC’nin
2022 yilinda yaymladigi raporda karbapenem direngli K. pneumoniae oraninin 2016 yilindan
giiniimiize giderek arttig1, 2020 yilindaki oraninin ise %48,2 oldugu belirtilmistir (7).

Karbapenem direncinin biiyiikk ¢ogunlugundan beta laktamaz benzeri cesitli
karbapenemaz enzimi iiretimi sorumludur. Bu enzimler igerisinde, sinif A karbapenemazlar
(KPC tipleri), sinif B’de yer alan metallo-beta-laktamaz (MBL)’lar (VIM, NDM ve IMP) ve

siif D oksasilinazlar (OXA-48 benzeri) bulunmaktadir. Bu direnclerin tespit edilmesinde altin
1



standart olarak kullanilan molekiiler yontemlerin 6zgiillik ve duyarliligr yiiksektir (8). Ancak
pahal1 bir yontem olmas1 ve deneyimli personel gerektirmesi sebebiyle kullanimi istenen dlciide

yayginlasamamuistir.

Karbapenemaz varligini tespit etmek i¢in kullanilan daha uygun ve deneyimli personel
gerektirmeyen fenotipik testler de vardir; Modifiye Hodge Testi, kombine disk metodu,
karbapenem inaktivasyon yontemi gibi. Bu testlerde yalnizca karbapenemaz varlifi tespit
edilebilmekte, karbapenemaz tiirii tayin edilememektedir. Son yillarda karbapenem
inaktivasyon metoduna bazi modifikasyonlar yapilarak karbapenemaz varligini tespit etmenin

yani sira karbapenemaz tiirti de tespit edilebilmektedir (9-14).

Calismamizda karbapenemaz direngli Enterobacteriaceae ailesini temsilen 100 K.
pneumoniae izolat1 i¢in karbapenemaz tespitinde kullanilan gesitli fenotipik yontemler ile

molekiiler yontem karsilastirilip etkinliklerinin degerlendirmesi amaglanmustir.



GENEL BiLGILER

ENTEROBACTERIACEAE AILESI

Enterobacteriaceae ailesi taksonomisi hizla degisen, ¢cok sayida cins ve tiire sahip,
Gram negatif basillerin en genis ve heterojen toplulugudur. Karmasik yapisina ragmen az
sayida tlir klinikte etken olarak karsimiza g¢ikmaktadir.  Siniflandirmasi biyokimyasal
Ozellikleri, antijenik yapilari, DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA dizilerine goére
yapilmaktadir (15).

Enterobacteriaceae iiyeleri toprakta, sularda, bitkilerde, insan ve hayvanlarin normal
bagirsak florasinda bulunabilirler. Hemen her tip enfeksiyon hastaliginda etken olabilen ve
laboratuvara gonderilen her tiir numuneden izole edilebilen mikroorganizmalardir. Ozellikle
immunsuprese hastalar, hastane enfeksiyonlarina karsi oldukca duyarlhidir. Mukoz membran
biitlinliigiinii bozan invazif islemler sonrasinda kolonize olan suslarla enfekte olabilirler.
Enterobacteriaceae tarafindan olusturulan enfeksiyonlar, antibiyotikler, kemoterapi ve
immunsupresan tedavilerin yayginlagmasindan Once nispeten iyi seyreden hastaliklar
olmuslardir. Ancak gelisen tedavi segenekleri ile birlikte bakteriler de direng profillerini

gelistirmektedirler (16).

Enterobacteriaceae suslarinin ¢oklu antibiyotik direnci gelistirmesi konusunda uyanik
olunmalidir. Bu ailenin neredeyse tamami beta laktam antibiyotiklere karst direnglidir. Bu
direng kazanilmis veya kromozomal beta laktamazlara baghdir. Bazi Enterobacteriaceae
tiyeleri kromozomal, indiiklenebilir AmpC betalaktamazlara sahiptirler. Bu organizmalar;
Morganella morganii, Yersinia enterocolitica, Serratia marcescens, Providencia spp.,

Aeromonas spp., Citrobacter freundii kompleksi ve Enterobacter spp.’dir. Duyarli klinik
3



izolatlarda R plazmidi veya R faktdr olarak bilinen plazmidlerin aktarilmasiyla antibiyotik
direnci ortaya ¢ikabilir. R plazmidi; penisilinler, birinci, ikinci, tiglincii kusak sefalosporinler
ve aztreonami hidrolize etme Ozelligine sahip genisletilmis spektrumlu beta laktamaz
enzimlerini kodlayan genleri tasir. Bu enzimleri tasiyan izolatlarin tespiti hem hasta tedavisine

katk1 saglar, hem de hastane enfeksiyonlarinin siirveyansi i¢in biiyiik 6nem tasir (15).

Morfolojik Yapisi

Enterobacteriaceae iiyeleri, 0.5-2 X 2-4 um boyutlarinda kisa, kalin Gram-negatif
basillerdir. Enteobakteriyel ortak antijen isminde bir ortak antijenleri vardir. Peritris flajella
yapilar1 sayesinde hareketli olabilirler, baz1 iiyeleri ise hareketsizdir. Spor olusturmazlar. Tiim
tiyeler fakiiltatif anaeroptur. Cesitli segici (Eosine Methylen Blue (EMB) agar, MacConkey
agar) ve segici olmayan (kanli agar) besiyerlerinde iireyebilirler. Ureme esnasinda basit besin
Ogelerine ihtiyag duyarlar; glukozu fermente eder, nitrati indirger, katalaz pozitif ve oksidaz

negatif 6zellik gosterirler (15).

Kiiltiir Ozellikleri

Bakterilerin besiyerlerinde goriiniimleri tanimlama konusunda yol gosterici
olabilmektedir. Ornegin koyun kanli agarda biiyiik, kursuni renkte, mukoid koloni, kapsiilii
bulunan K. pneumoniae suslarini isaret edebilirken, ince bir film veya dalga gibi yayilan
(swarming fenomeni) koloniler Proteus tiirlerini akla getirmektedir. Mac Conkey agar gibi
laktoz igerikli besiyerleri sayesinde laktozu fermente etme Ozelliklerine bakilabilir. Laktozu
fermente eden Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter ve Serratia tiirleri Mac
Conkey agarda pembe-mor koloni olustururken, laktozu yavas fermente eden veya etmeyen
Proteus, Salmonella, Shigella ve Yersinia tiirleri renksiz koloni olusturur. Salmonella Shigella
Agar (SS Agar), Hekton Enterik Agar (HEA), Ksiloz Lizin Deoksikolat Agar (XLD) gibi bazi
secici besiyerlerinin igerigindeki safra tuzlarina karsi olusan direng ile Salmonella, Shigella gibi

enterik patojenler, safra tuzlari ile inhibe olan flora bakterilerinden ayrilmaktadir (16).



Biyokimyasal Ozellikleri

Karbonhidrat kullammmi: Bakteriler anacrobik sartlarda karbonhidratlar: asit ve gaza
dontstiirerek fermente etme durumlarina gore siniflandirilirlar. Karbonhidratlart metabolize
eden pek ¢ok bakteri fakiiltatif anaeroptur. Birkag istisna disinda Enterobacteriaceae iiyeleri
genelde glukozu fermente ederler. Laktoz kullanim durumu ise degiskenlik gostermektedir.
Karbonhidratlar1 fermente etme durumlarii géstermek igin iki sekerli (glukoz, laktoz) Kligler
Demirli Agar/Kliger’s Iron Agar (KIA agar) veya li¢ sekerli (glukoz, laktoz, siikroz)
demirli/Triple Sugar Iron (TSI) agar kullanilir. Glukoz ve laktozu kullanan (glukoz pozitif,
laktoz pozitif) Escherichia coli, Klebsiella ve Enterobacter tiirleri reaksiyon sonunda asit
olusturarak besiyerinin tiimiinii sar1 renge gevirirler. Glukozu kullanan (glukoz pozitif), laktozu
kullanmayan (laktoz negatif) bakterilerde ise dipte asidik (sar1), yiizeyde alkali reaksiyon
(kirmizi1) gozlemlenir. Shigella tiirleri buna 6rnek gosterilebilir. Bu besiyerlerinin igerigindeki
demir metabolize edildiginde hidrojen siilfiir (H2S) aciga cikarak besiyerinde siyah renk
olusturabilmektedir. Salmonella, Citrobacter, Proteus tiirleri glukoz pozitif, laktoz negatif ve
H>S pozitif reaksiyon vermektedir. Yersinia enterocolitica ise siikrozu kullanir (siikroz pozitif)
fakat laktozu kullanamaz (laktoz negatif). Bu sebeple TSI agarda asit-asit reaksiyon

olustururken, KIA agarda siikroz bulunmadigi i¢in alkali-asit reaksiyon olusturmaktadir (16).

Metil kirmizis1 testi: Glukoz fermentasyonu sonucu olusan piriivik asidin kuvvetli

asidik ortam olusturmasini 6lgen bir yontemdir (16).

Voges-Proskauer testi: Asetil metil karbinoliin (asetoin), atmosferik oksijen ve
potasyum hidroksidin etkisiyle diasetile donilisiimiine dayanmaktadir. Bu yolu kullanan
Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia grubu bakteriler ¢ok az miktarda karisik asit
urettiklerinden pH’y1 ¢ok az diizeyde diisiiriirler. Bu sebeple metil kirmizis1 besiyerinde
degisiklik olmaz. Dolayisiyla istisnalar disinda VP pozitif Enterobacteriaceae iiyelerinin

¢ogunun metil kirmizisi testi negatiftir (16).

Gaz olusumu: Karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu olusan asit pargalanirken
hidrojen ve karbondioksitten olusan gaz agiga ¢ikar. Gaz olusumu en iyi sivi bir karbonhidrat
besiyeri i¢ine ters olarak yerlestirilmis kiiciik Durham tiipiinde saptanabilse de TSI agar ve KIA
agarda da tespit edilebilmektedir. Bu gaz bakteride bulunan enzim tiirlerine gore degiskenlik
gosterebilmektedir. Cok miktarda olusan gaz, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia

tiirlerini akla getirmektedir (16).



ONPG (o-Nitrofenil-B-p-galaktopiranosid) testi: ONPG’de laktozdan farkli olarak
glukoz yerine o-Nitrofenil gelmistir. Bu farklilik laktoz fermentasyonu igin gerekli olan
laktozun hiicre i¢ine girmesini saglayan B-Galaktozid permeaz enzim gerekliligini devre disi
birakarak B-Galaktosidaz enziminin saptanmasini kolaylagtirarak laktozu gec¢ fermente eden
bakterilerin tespitini saglamaktadir. Aksi takdirde bazi E.coli suslarinin Shigella tiirlerinden
(Shigella sonnei’nin bazi suslar1 harig) ayrimi zor olabilmektedir. Bu test ayrica, Citrobacter
tirlerinin bazi suslarinin ve Salmonella ser. Arizonae’nin (ONPG pozitif) ¢cogu Salmonella
tirtinden (ONPG negatif) ayriminda ¢ok faydalidir (16).

Sitokrom oksidaz aktivitesi: Enterobacteriaceae tiyeleri oksidaz negatiftir. Test 10-20
saniye igerisinde degerlendirilmelidir. Ciinkii baz1 Enterobacteriaceae iiyeleri ge¢ yanlis pozitif

verebilmektedir. Testin tel 6zeyle yapilmasi da yanlis pozitif sonuglara yol agabilmektedir (16).

Nitrat rediiksiyonu: Bazi1 Serratia ve Yersinia tiirleri ile Pantoea agglomerans’in bazi
biyotipleri hari¢ tiim Enterobacteriaceae iiyeleri nitrati nitrite indirgerler. %0.1
konsantrasyonunda potasyum nitrat (KNO3z) igeren herhangi bir besiyerinde test uygulanabilir
(16).

Sitrat kullanimi: Bakterinin metabolizma ve tiremesi i¢in sodyum sitrati kullanmasini
tespit eder. Eger sodyum sitrattan karbon kullanildiysa, besiyerinde bulunan amonyum
fosfattan nitrojen ayrisarak amonyak agiga ¢ikar. Bromtimol mavisi ile bu reaksiyon sonucu

besiyerinde mavi renk olusur (16).

Indol iiretimi: Bakteride bulunan triptofanaz enzim varligini tespit eden bir yontemdir.
Bakteri triptofan igeren besiyerine ekildiginde, bu enzim ile triptofan, indol, piriivik asit ve
amonyaga doniigmektedir. Pozitif oldugu durumda besiyerine damlatilan Kovaks ayraci ile

kirmizi renk olugmaktadir (16).

Ureaz iiretimi: Ure igeren besiyerine ekilen bakterilerin iireyi kullanarak amonyak
olusturur. Bu da besiyerini pembe-kirmizi renge doniistiiriir. Stuart’in lire s1v1 besiyeri aslinda
Proteus tiirleri igin ayirt ettiricidir. Daha az iireaz salgilayan Klebsiella, Enterobacter, Brucella

ve Bordatella bronchiseptica gibi belli tiirler i¢in Christensen iire agar1 daha faydalidir (16).



Lizin, ornitin ve arjinin dekarboksilasyonu: Cogu bakteri tiirli, 6zgiil aminoasitleri
dekarboksile edebilen enzimlere sahiptir. Dekarboksilaz enzimi, aminoasitten CO2 molekiiliinii
uzaklagtirarak alkali reaksiyon veren aminler olusturur. Bu pH degisimini Olgen cesitli
besiyerleri gelistirilmistir. Siklikla tercih edilen besiyeri Falkow lizin siv1 besiyeridir. Ancak
bu besiyeri Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia grubu bakterilerin lizin dekarboksilaz
aktivitesini saptamada kullanilamaz. Bu besiyerindeki modifikasyonlar ile hareket-indol-

ornitin yar1 kat1 agar besiyeri gelistirilmistir.

Lizin demirli agar besiyeri, hidrojen siilfiir ve lizin dekarboksilaz enzimi pozitif olan
Salmonella tiirlerinin tanimlanmasinda yardimcidir (siyah dip, mor yiizey reaksiyonu). Proteus

ve Providencia tiirlerinde yatik yiizeyde kirmizi renk olusmaktadir.

Lizin dekarboksilaz testi, laktoz negatif Citrobacter tiirlerini (%100 negatif),
Salmonella tiirlerinden (%98 pozitif) ayirmada kullanighdir. Ornitin dekarboksilaz testi,

Klebsiella tiirlerini Enterobacter tiirlerinden ayirmada kullanishidir (16).

Fenilalanin deaminaz iiretimi: Bu enzimin tespiti, Proteus, Morganella ve
Providencia tiirlerinin diger Gram negatif basillerden ilk ayriminda kullanilir. Sadece bu

cinslerin iiyeleri bu enzime sahiptir (16).

Hareket: Bakteri flajella ile hareket eder. Bu saptama i¢in flajel boyalari mevcuttur.
Hareket durumu, sivi besiyerinden bir damla lam-lamel aras1 40x biiyilitme ile incelenerek tespit
edilebildigi gibi yar1 kat1 agar besiyerleri ile de incelenebilir. Besiyerinde ekim c¢izgisinden
etrafa yayilan difiiz iireme zonunun makroskobik incelenmesi ile degerlendirilir.
Enterobacteriacea ailesinden Shigella ve Klebsiella tiirleri hareketsizdir. Cogu hareketli
Enterobacteriaceae iiyesi 35°C’de saptanabilirken, Yersinia enterocolitica ve Listeria
monocytogenes oda sicakliginda hareketlidir (16).

Antijenik Yapisi

Isitya dayamikh lipopolisakkarit: En 6nemli hiicre duvari antijenidir. En dista somatik
O polisakkaridi, ortada tiim Enterobacteriaceae’larda ortak olarak bulunan kor polisakkaridi
(enterobakteriyel ortak antijen) ve merkezde lipid-A olmak tiizere ii¢ bilesenden olusur. Kor
polisakkaridi, bir bakterinin Enterobacteriacea iiyesi olarak siniflandirilmasini saglar. O
polisakkaridi tiirlerin epidemiyolojik smiflandirilmasinda  6nemlidir. Lipid-A bileseni

endotoksin aktivitesinden sorumludur (15).



Kapsiil: Kapsiilde bulunan K antijeni tipe 6zgiil polisakkaritlerdir. Istya duyarlidir. K
antijenleri, O antijeninin tespitinde zorluk olusturmaktadir. Bu problem, mikroorganizmanin
kaynatilmasiyla ortadan kaldirilir. Kaynatildiktan sonra 1stya duyarli olan K antijenleri ortadan

kalkarak 1s1iya dayanakli O antijenleri kalir (15).

Flajella: Flajellada bulunan H antijenleri 1s1iya duyarli proteinlerdir. Hareketli suslar
flajella (peritris) ile ¢evrilidir. Enterobacteriaceae {iiyelerinin ¢ogu hareketlidir, yalnizca

Klebsiella, Shigella ve Yersinia hareketsizdir (15).

Fimbria: Kromozom aracili genel fimbria ve konjugatif plazmidlerle kodlanan seks
pilisi olmak iizere iki gruba ayrilir. Genel fimbria, bakterinin konak hiicre ylizeyinde 6zgiil
reseptorlere baglanmasi i¢in 6nemlidir. Seks veya konjugasyon pilisi ile genetik materyalin

aktarimini saglar (15).

Taksonomi

Gelisen teknolojiyle birlikte mikroorganizmalarin smiflandirmas: degiskenlikler
gostermis, tiir ve cins sayisinda hizli bir artis olmustur. Enterobacteriacea ailesinde; Edwards
ve Ewing’in 1972 yilinda yaptig1 tanimlamada 11 cins ve 26 tiir, Farmer ve arkadaslariin 1985
yilinda yaptig1 tanimlamada 22 tiir, 69 cins ve 29 tiir enterik grup bulunmakta iken glinlimiizde

37 cins, 148 tiir, biyogruplari ve isimlendirilmemis enterik gruplart mevcuttur (16).

Soy kavrami, ayni aile i¢indeki benzer biyokimyasal reaksiyona sahip cinslerin bir araya
getirilmesiyle olusturulmustur. Enterobacteriaceae ailesinin gilincel taksonomisi Tablo 1°de
gosterilmistir.

Tablo 1: Enterobacteriaceae ailesinin taksonomisi (Koneman 7. Baskisindan kisaltilarak
hazirlanmistir) (16)

Soy Adi Yeni Adi Eski Ad1
Escherichia coli
Escherichia coli, inaktif Alkalescens-Dispar
Escherichia alberti Yeni tiir
Soy I: Escherichia fergusonii Enterik grup 10
Esherichieae Escherichia hermanii Enterik grup 11
Escherichia vulneris Enterik grup 1
API grup 2
Alma grup 1
Shigella
Edwardsiella tarda Edwardsiella
anguillimortifera
Soy II: Asakusa Grup




Edwardsielleae Edwardsiella tarda
biyogrup 1

Edwardsiella hoshinae

Edwardsiella ictaluri

Soy IlI: Salmonella S.cholera-suis
Salmonelleae S.typhi
S.enteritidis
Citrobacter amalonaticus Levinea amalonaticus
Citrobacter braakii Citrobacter genomotiir 6
Citrobacter farmeri Citrobacter amalonaticus
biyogrup 1
Citrobacter freundii
Soy IV: Citrobacter gillenii Citrobacter genomotiir 10
Citrobactereae Citrobacter koseri Levinea molanatica
Citrobacter diversus
Citrobacter murliniae Citrobacter genomotiir 11
Citrobacter rodentium Citrobacter genomotiir 9
Citrobacter sedlakii Citrobacter genomotiir 8
Citrobacter werkmanii Citrobacter genomotiir 7
Citrobacter youngae Citrobacter genomotiir 5
Klebsiella granulomatis Caltmmatobacterium
granulomatis
Klebsiella pneumoniae | Klebsiella ozaenae
subsp. ozaenae
Klebsiella alba Yeni tiir
Klebsiella singaporensis Yeni tiir
Klebsiella variicola Yeni tiir
Raoultella planticola Klebsiella tiir 2

Klebsiella trevisanii
Klebsiella planticola

Raoultella terrigena Klebsiella terrigena
Cronobacter sakazakii Sar1 pigmentli
Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazakii
“Enterobacter agglomerans | Erwinia herbicola
kompleksi” Erwinia milletiae
Enterobacter asburiae Enterik Grup 17

Atipik Citrobacter

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cancerogenus | Erwinia cancerogena
Enterobacter taylorae
Enterik Grup 19

Enterobacter cloacae subsp. | Enterobacter cloacae

cloacae
. Enterobacter cloacae subsp. | Enterobacter dissolvens
Soy V: . T
Klebsielleae dissolvens Erwinia dissolvens
Enterobacter hormaechei Enterik Grup 75
Enterobacter kobei Enterik Grup 69

Japon NIH Grubu 21




Kosakonia cowanii

Japon NIH Grubu 42
Enterobacter cowanii

Lelliottia nimipressuralis

Erwinia nimipressuralis
Enterobacter nimipressuralis

Pluralibacter gergoviae

Atipik Enterobacter
aerogenes
Enterobacter gergoviae

Pluralibacter pyrinus

Erwinia pirina
Enterobacter pyrinus

Hafnia alvei

Enterobacter hafniae

Hafnia alvei biyogrup 1

“Hafnia protea”
Obesumbacterium proteus
biyogrup 1

Pantoea agglomerans

Enterobacter agglomerans
HG XIII

Erwinia herbicola
Erwinia milletiae

Pantoea ananatis

Pantoea ananas
Enterobacter agglomerans
HG VI

Erwinia ananas

Erwinia uredovora

Pantoea citrea

Yeni tur

Pantoea dispersa

Enterobacter agglomerans
HG 111

Pantoea punctata

Yeni tur

Pantoea stewartii subsp.
indologenes

Erwinia stewartii

Pantoea stewartii subsp.
stewartii

Erwinia stewartii

Pantoea terrea

Yeni tur

Serratia entomophila

Serratia ficaria

“Serratia” fonticola

Serratia grimesii

“Serratia liquefaciens
grubu”

Enterobacter liquefaciens, S.
Liquefaciens tiiri  iginde
degisik biyogruplar

Serratia marcescens

Serratia odorifera biyogrup
1
Serratia odorifera biyogrup
2

Serratia plymuthica

Bacterium plymuthica

Serratia proteamaculans
subsp. proteamaculans

Bknz. Serratia liquefaciens
grubu

Serratia quinivorans

Serratia proteamaculans
subsp. quinovora

Serratia rubidaea
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Proteus hauseri

Proteus vulgaris biyogrup 3,
DNA grup 3

Proteus mirabilis

Proteus myxofaciens

Proteus penneri

Proteus vulgaris biyogrup 1

Proteus vulgaris

Proteus vulgaris biyogrup 2

Proteus vulgaris biyogrup 3

Morganella morganii subsp.

Proteus morganii

morganii
Soy VI Morganella morganii subsp.
Proteeae sibonii

Morganella morganii
biyogrup 1

3

Morganella morganii subsp.

Providencia alcalifaciens

Providencia alcalifaciens
biyogrup 1,2

Providencia heimbachae

Providencia rettgeri

Providencia rustigianii

Providencia alcalifaciens
biyogrup 3
Providencia friedericiana

Providencia stuartii

Providencia alcalifaciens
biyogrup 4

Yersinia aldovae

Y .enterocolitica-benzeri
Grup X2

Yersinia bercovieri

Y.enterocolitica biyogrup 3B

Yersinia enterocolitica

Soy VII: Yersinia frederiksenii

Y.enterocolitica biyogrubu

Yersinieae Yersinia intermedia

Y.enterocolitica biyogrubu

Yersinia kristensenii

Y.enterocolitica biyogrubu

Yersinia mollaretii

Yersinia enterocolitica
biyogrup 3A

Yersinia pestis

Pasteurella pestis
Yersinia pseudotuberculosis
subsp. pestis

Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia rohdei

“Yersinia’ ruckeri

“Kirmizi ag1z bakterisi”

Patogenez ve Immunite

Enterobacteriaceae ailesinde bazilar1 tiim cinslerde ortak bazilart belirli suslara 6zgiin

cok cesitli viriilan faktér mevcuttur.
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Endotoksin: Hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkaritin lipid-A bileseni bu
aktiviteden sorumludur. Gram negatif enfeksiyonlarin kompleman ve sitokin salinimi gibi
birgok sistemik bulgusu endotoksin tarafindan aktive edilmektedir (15). Bu etkiler deneysel
olarak gozlemlenmistir. Deney hayvanlarina kiigiik miktarlarda intravenéz endotoksin

enjeksiyonu, ates, l16kopeni, damar i¢i kanama, hipotansiyon ve dolasimsal yikima yol agmistir
(16).

Ekzotoksin: Bakterilerce ortama salinan, 6zgiil nitelikte, toksik 6zellikleri bulunan
protein yapida salgilardir. Enterotoksin, Shigatoksin, Shigatoksin benzer toksinler,

hemolizinler ve sideroforlar 6rnek olarak verilebilir (15).

Kapsiil: Kapsiil yapisindaki hidrofilik antijenlerin fagositik hiicrelerin hidrobik
yiizeylerini itmesiyle fagositozdan korunur. Bu antijenler zay1f immunojendir, komplemani iyi
aktive etmezler (15).

Adhezinler: Hiicre yiizey reseptorlerine baglanmayi, hiicre igine girmeyi, fagositozdan
kagmay1 saglayan fimbria, pilus gibi yapilardir (15).

Antijenik faz varyasyonu: Somatik O, kapsiiler K ve flajellar H antijenleri farkli
sekillerde eksprese edilebilir veya hi¢ edilmeyebilir (faz varyasyonu). Bu durum antikor aracili
hiicre 6ldiirme sisteminden kagisi saglar (15).

Tip 111 sekresyon sistemleri: Bakterinin viriilans faktorlerinin hedef 6karyotik hiicreye
aktarimini saglar. Yersinia, Salmonella, Shigella, enteropatojenik Escherichia, Pseuodomonas,
Chlamydia gibi ¢esitli bakterilerde mevcuttur. Yoklugu durumunda bakterinin viriilans1 azalir
(15).

Cogalma faktorlerinin temini: Bakteriler in vivo ortamda metabolizmalari igin gerekli
olan besinleri elde edebilmek ic¢in yarismak zorundadirlar. Demir bakteriler i¢in 6nemli bir
cogalma faktoriidiir. Ancak hem proteinlerine ya da demir baglayan proteinlere bagli olarak
bulunur. Bakteriler demir elde edebilmek i¢in siderofor veya enterobaktin, aerobaktin gibi

demir baglayan bilesikler iiretirler (15).
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Laboratuvar Tanisi

Kiiltiir: Enterobacteriaceae tiyeleri genelde segici olmayan besiyerlerinde (%5 koyun
kanli agar vb.) kolaylikla tiretilebilirler. Steril kabul edilen beyin omurilik s1visi, plevra, periton,
perikard gibi numuneler yalnizca %5 koyun kanli agara ekilebilir. Balgam, gaita gibi flora ile
kontamine numunelerin ekimi i¢in segici, ayirt edici besiyerlerine ihtiya¢ vardir. Bu sebeple
florali numuneler i¢in Mac Conkey agar, EMB agar besiyerleri faydali olacaktir. Bu besiyerleri
ayni zamanda laktoz kullanim1 hakkinda fikir vererek tanimlama konusunda yol gosterir. Digki
orneklerinde Salmonella, Shigella tiirlerinin normal floradan ayristirilarak izolasyonu igin
Hektoen Enterik Agar, XLD Agar, Salmonella Shigella agar gibi segiciligi yiiksek besiyerlerine
ihtiyag duyulabilir (15).

Genel olarak bu ailenin iiyeleri normal atmosferik ortama sahip 36+1°C’lik etiivde, 18-
24 saat inkiibasyon ile irer. Yersinia enterocolitica istisnai olarak 4°C’de 2 hafta veya daha

uzun siire inkiibasyon ile iiretilebilmektedir (15).

Biyokimyasal tamimlama: Bu ailenin iiyelerini tanimlayabilmek i¢in yapilabilecek pek
cok biyokimyasal test vardir. Bunlarin bir kismindan daha 6nce “Biyokimyasal Reaksiyonlar”
basliginda bahsedilmisti. Bu testler ayr1 ayr1 manuel olarak uygulanabildigi gibi, bir araya
getirilerek tanimlama yapilabildigi ticari kitler de mevcuttur. Bunun yani sira matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI TOF
MS) yontemi kullanilarak da kisa siirede dogru ve giivenilir tanimlama yapabilmek miimkiindiir
(15).

Serolojik simflandirma: Bir izolatin klinik olarak 6neminin belirlenmesinde veya
epidemiyolojik olarak siniflandirilmasini saglasa da bu ailenin tyeleri arasindaki ¢apraz

reaksiyonlar nedeniyle kullanimi sinirlidir (15).

Molekiiler tanimlama: Tiir tanimlanmas1 konusunda tiire 6zgiil genleri (16S rRNA

vb.) saptayarak giliniimiizde en dogru ve giivenilir sonuglar1 veren yontemlerdir (15).

Klinik Hastahklar

Enterobacteriaceae ailesinin iiyeleri insanda intestinal floranin 6nemli bir kismin
olusturur, bu sistem haricinde genellikle patojen olarak bulunmaktadir. Bu ailenin iiyelerine

bagli enfeksiyonlari, barsak ve barsak dis1 enfeksiyonlar olarak ikiye ayirabiliriz.
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Escherichia, Salmonella, Shigella, Yersinia tiirleri yaygin gastroenterit etkenleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin haricinde nadiren Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Serratia,
Klebsiella, Edwardsiella, Proteus, Morganella tiirlerine ait gastroenterit tablolar1 da
goriilebilmektedir (15).

Shigella tiirleri disindaki Enterobacteriaceae tiyeleri menenjit, pnémoni, idrar yolu
enfeksiyonu, apse, yara enfeksiyonu, bakteriyemi, sepsis gibi pek c¢ok organ ve sistemi
etkileyen barsak disi enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Bazi tiirlere bagli spesifik
enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. Ornegin Salmonella typhi tiiriine bagl enterik ates,
Yersinia pestis tiiriine bagl veba gibi. Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Morganella,
Citrobacter tiirleri immun sistemi baskilanmis kisilerde hastane kokenli enfeksiyonlara yol
acabilmektedir. Bu cinslere ait bakteriler siklikla ¢oklu ilag direncine sahip olduklar1 icin

tedavileri gii¢ olabilmektedir (15).

Tedavi

Enterobacteriacea tiirlerine bagli enfeksiyonlarin tedavisinde beta laktam ve beta
laktamaz inhibitor kombinasyonlari, aminoglikozidler, kinolonlar, kloramfenikol, tetrasiklin,
rifampisin ve trimetoprim-siilfametoksazol kullanilmaktadir. Yapilan in vitro duyarlilik test
sonuglar1 ve klinik deneyimler tedavi se¢imi konusunda yol gostermektedir. E. coli ve P.
mirabilis izolatlar1 genelde pek ¢ok antibiyotige duyarliyken, diger tiirlerde siklikla intrensek
veya edinilmis mekanizmalarina bagh direng goriilmektedir. Serratia, Citrobacter, Proteus,
Enterobacter tiirlerinde kromozomal olarak kodlanan intrensek direnci goriilebilmektedir.
Bunun yaninda ¢esitli risk faktorlerine bagli olarak gelisen edinilmis direng profilleri de bu aile
tiyelerinin tedavisinde giigliik olusturabilmektedir. Uygunsuz antibiyotik kullanimi, profilaksi
verilmeksizin mukozal biitiinliigli bozan travmatik islemlerin uygulanmasi ve {riner katater
kullanim1 bu risk faktdrlerindendir. ilaveten, hastane ortaminda duyarli mikroorganizmalarin,
antibiyotiklerin terapdtik diizeylerinin altindaki konsantrasyonlara maruz kalmasi, hizla direng
gelisimine yol acabilmektedir (15). Daha 6nceden karbapenemlerin kullanimi tedavide 6nemli
bir silah iken, son yillarda karbapenemaz iireten bakterilerin sikliginin artmasi, tedaviyi
giiclestirmistir. Bu sebeple bu ailenin iiyelerinin enfeksiyonlarmin tedavisinde in vitro

duyarlilik testleri ile birlikte direng profillerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
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ANTIBAKTERIYEL iLACLAR

1928 yilina kadar antiseptikler, mikroorganizmalara karsi lokal olarak kullanilsa da
sistemik enfeksiyonlara karsi etkili olamamislardir. Bu yilda, prontosil boyasinin
metabolizasyonu sonucu para aminobenzen siilfonamide doniiserek farelerde streptokok
enfeksiyonlarma karsi1 etkili oldugu kesfedilmistir. Ilerleyen yillarda Penicillium kiifiiniin,
staflokoklarin ¢ogalmasini Onledigi fark edilmistir(16). Boylelikle tipta yeni bir donem

baslamistir.
Antibiyotikler temel olarak dort farkli mekanizmayla bakteriler iizerine etki eder;

1. Hiicre duvar sentez inhibisyonu (Beta laktamlar, glikopeptitler, lipopeptitler,
polipeptitler, izoniyazid, etiyonamid, etambutol, sikloserin)

2. Protein sentez inhibisyonu (Aminoglikozidler, tetrasiklinler, glisilsiklinler,
oksazolidinonlar, kloramfenikol, makrolidler, ketolidler, klindamisin,
streptograminler)

3. Niikleik asit sentez inhibisyonu (Kinolonlar, rifampin ve rifabutin,
metronidazol)

4. Antimetabolitler (16).

Beta Laktam Grubu Antibiyotikler

Bu grupta yer alan penisilinler, sefalosporinler, sefamisinler, karbapenemler,
monobaktamlar, beta laktamaz inhibitorlerinin tiimii ortak bir beta laktam halkasi tasidigi i¢in
bu isimle anilmaktadirlar (Sekil 1). Bakterilerin ¢ogunun hiicre duvar yapisinda peptidoglikan
tabaka bulunmaktadir. Bu tabakada, N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit
molekiillerinden olusan zincirler ve bu zincirleri ¢apraz baglayarak kuvvetlendiren peptit
baglar1 bulunmaktadir. Zincir ve ¢apraz baglarim yapimi transpeptidaz, transglikozilaz,
karboksipeptidaz gibi 6zel enzimler tarafindan olmaktadir. Bu enzimler penisilin baglayan
protein (PBP)’ler olarak da bilinirler ve bu proteinler beta laktam antibiyotiklerin hedef
baglanma bolgesidir. Antibiyotikler PBP’lere baglanir ve peptidoglikan tabakanin olusmasini
Onleyerek bakteri 6liimiinii saglar. Bu sebeple bu gruptaki antibiyotikler bakterisidal etkilidir
(16).
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PENISILINLER SEFALOSPORINLER
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Sekil 1: Beta laktam antibiyotiklerde ana gruplarin yapilari*

*Beta laktam halkasi kalin ¢izgi ile gosterilmistir (16).

Bakteri-antibiyotik arasindaki savas elbette burada son bulmamaktadir. Bakteriler de

beta laktam antibiyotiklere kars1 ii¢ temel mekanizmayla karsilik vererek direng gelistirirler;

1. Antibiyotik ve hedef PBP arasindaki etkilesimin 6nlenmesi,
2. Antibiyotigin PBP’ye baglanmasinda modifikasyon,
3. Antibiyotigi parcalayan beta laktamaz enzim iiretimi (hidroliz) (16).

[k diren¢ mekanizmas: genellikle Gram negatif bakterilerde (6zellikle Pseudomonas)
goriiliir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakanin iizerinde bulunan
dis membran yapisindaki porin degisikligi, por acikligi boyutunu ve elektrik yikiini
degistirebilir, bdylece antibiyotik porlardan gegemeyerek hiicre disinda kalir (16).

Ikinci direng mekanizmasi; PBP’nin agir1 iiretimi (nadiren), yeni PBP kazanimi
(Staphylococcus aureus’ta metisilin direnci) ve PBP’nin rekombinasyon (Streptococcus
pneumoniae’de penisilin direnci) veya nokta mutasyonu (Enterococcus faecium’da penisilin

direnci) sonucu modifiye olmasi ile olabilir (16).

Son mekanizmada ise bakteriler, dort atomlu beta laktam halka yapisindaki amid bagini
parcalayarak etkisiz hale getirir (17). Tiim bu direng mekanizmalarindan bir sonraki boliimde

detaylica bahsedilecektir.
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Penisilinler: Temel yapisinda Penicillium chrysogenum kiifiiniin kiiltiiriinden elde
edilen beta laktam halkasina sahip organik asit bulunmaktadir. Diisiik toksisiteli, oldukea etkili
antibiyotiklerdir. Cesitli modifikasyonlarla mide asidine daha direngli, sindirim sisteminden
daha fazla emilen, penisilinazlar tarafindan par¢alanmaya direngli, Gram negatif bakterilere
kars1 daha etkili versiyonlar tretilmistir (15). Mevcut penisilin siniflart ve etki spektrumlar
Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2: Penisilinler ve etki spektrumlari (15)

Simif Antibiyotikler Etki Spektrumu
Dogal Penisilinler | Penisilin G (benzilpenisilin) B-hemolitik streptokoklarin
Penisilin V (fenoksimetil penisilin) tamami ve diger birgok tiire,

meningokoklara ve Gram
pozitif anaeroplarin ¢oguna
etkilidir.

Stafilokoklara etkisi
stirhdir.

Gram negatif bakterilere
etkisi zayiftir.

Penisilinaza Metisilin, Nafsilin, Oksasilin, | Dogal penisilinlere benzer,
Direngli Kloksasilin, Dikloksasilin farkli olarak stafilokoklara
Penisilinler kars1 yiiksek etki gosterir.
Genis Spektrumlu | Aminopenisilinler (Ampisilin, Gram pozitif bakteri etkinligi
Penisilinler Amoksasilin) dogal penisilinler ile ayni,
Karboksipenisilinler (Karbenisilin, farkli olarak bazi Gram
Tikarsilin) negatif  basillere  kars
Ureidopenisilinler (Piperasilin) etkilidir.
Beta Laktamaz Ampisilin sulbaktam Dogal penisilinlere benzer,
Inhibitorlii Beta Amoksisilin klavulanat farkli olarak beta laktamaz
Laktamlar Tikarsilin klavulanat tireten stafilokoklar ve bazi
Piperasilin tazobaktam Gram negatif basillere karsi

artmis etki gosterir.

Sefalosporinler ve Sefamisinler: Cephalosporium kiifiinden izole edilen beta laktam
antibiyotiklerdir. Sefamisinler, sefalosporinlerden farkli olarak igerdikleri dihidrotiazin
halkasinda siilfiir yerine oksijen igerirler. Bu sebeple beta laktamaz hidrolizine daha direnglidir.
Hemen hemen penisilinlerle ayni etki mekanizmasia sahip olmakla birlikte, daha genis
antibakteriyel etki spektrumlari vardir, birgok beta laktamaza dayaniklidir ve gelismis
farmakokinetik ozelliklere sahiptirler (15). Sefalosporinlerin siniflandirilmasi Tablo 3’te

gosterilmistir.
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Tablo 3: Sefalosporinler, Sefamisinler ve etki spektrumlarina baz é6rnekler (15)

Simif

Antibiyotikler

Etki Spektrumu

Dar spektrumlu
sefalosporinler

Sefaleksin, Sefalotin,
Sefazolin, Sefapirin,

Gram pozitif bakterilere etki
oksasilin ile ayni.

spektrumlu sefalosporinler
(2. Kusak)

(1. Kusak) Sefradin Bazi Gram negatiflere
(E.coli, Klebsiella,
P.mirabilis) etkili.

Genislemis/Expanded Sefaklor, Sefuroksim Gram pozitif bakterilere etki

oksasilin ile ayni.

Gram negatiflere ek olarak
Enterobacter, Citrobacter,
Proteus tiirlerine de etkili.

Genig/Broad Spektrumlu
sefalosporinler
(3. Kusak)

Sefiksim, Sefotaksim,
Seftriakson, Seftazidim

Gram pozitif bakterilere etki
oksasilin ile ayni.

Gram negatiflere ek olarak
Pseudomonas tiirlerine de
etkili.

Genisletilmis/Extended
Spektrumlu Sefalosporinler
(4. Kusak)

Sefepim, Sefpirom

Gram pozitif bakterilere etki
oksasilin ile ayni.

Gram negatiflere kars1 biraz
daha artmuis etkinlik.

spektrumlu sefamisinler

5. Kusak Seftabiprol, Seftarolin MRSA enfeksiyonlarina
etkili.
Genislemis/Expanded Sefotetan, Sefoksitin Genisletilmis spektrumlu

sefalosporinlere benzer etki,
fakat beta laktamazlara kars1
daha direngli
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Karbapenemler ve Monobaktamlar: Karbapenemler 6nemli, tedavide sikga tercih
edilen, pek ¢ok bakteri grubuna etkili genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Monobaktamlar ise
dar spektrumlulardir, sadece acrop Gram negatif bakterilere karsi etkilidirler. Dar spektrumlu
olmas1 sebebiyle hasta florasini olumsuz etkilemeden, sadece hedef mikroorganizmaya etki
eder. Fakat bu avantajina ragmen tedavide pek tercih edilmezler. Son yillarda karbapenemaz
tiretimi sonucu gelisen karbapenem direnci sorun olusturmaya baglamigtir. Bu direng
profillerinden bir sonraki boliimde detaylica bahsedilecektir (15). Mevcut karbapenem ve

monobaktam listesi Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4: Karbapanemler ve Monobaktam (15)

Simif Antibiyotikler Etki Spektrumu
Karbapenemler Ertapenem, Imipenem, | Bir¢ok aerobik ve anerobik
Meropenem, Doripenem Gram pozitif ve Gram negatif

bakteriye kars1  etkilidir.
Ancak oksasiline direngli
stafilokoklar, cogu
Enterococcus faecium ve
bazi Gram negatif basillere
(baz1 Burkholderia,
Stenotrophomonas ve bazi
Pseudomonas suslar1) karsi

etkisizdir.
Monobaktam Aztreonam Bazi aerobik Gram negatif
basillere etkili, fakat

anaeroplara ve Gram pozitif
bakterilere karsi etkisizdir.

ANTIBIYOTIK DIRENC MEKANIZMALARI

Bakterilere bagli enfeksiyonlar, antibiyotiklerin kesfi ile bakterilerin iireme hizlar
yavaslatilarak (bakteriyostatik) veya iiremeleri durdurularak (bakterisid) kontrol altina
alinacagi diisiiniilse de ne yazik ki bakteriler son derece dayanikli mikroorganizmalardir.
Antibiyotiklere maruz kalmalar1 durumunda hizla uyum gostererek direng gelistirirler.

Antibiyotik direnci temel olarak ii¢ mekanizma ile gelismektedir;

1. Hiicre geg¢irgenliginde azalma ve/veya disa atim pompalar1 ile hedefe erisimin

engellenmesi
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2. Antibiyotigin bakteri tarafindan iiretilen bir enzim ile parcalanmasi veya
degistirilmesi ile inaktivasyonu

3. Antibiyotigin baglandig1 hedef reseptor yapisinda degisiklik olmasi (16)

Direnci kodlayan genler kromozom iizerinde veya plazmid, transpozon gibi kromozom
dis1 bir yapida bulunabilir. Kromozomal genler genellikle yapisal olup nispeten stabildirler.
Plazmid ve transpozon iizerindeki genler ise konjugasyon yoluyla bakteri tiirleri hatta cinsleri
arasinda yatay gen aktarimini saglar. Yatay gen aktarimi, bakteriyofaj ile transdiiksiyon ve

dogrudan DNA aktarimi ile transformasyon yoluyla da olabilmektedir (16).

Kromozomal direng igin mutasyon gelisimi veya sessiz bir genin aktivasyonu gereklidir.
Direng gelisimi daha siklikla, bakteriler arasinda gen aktarimiyla olmaktadir. Direng genleri en
stk konjugasyon yoluyla aktarilmaktadir. Bu mekanizma, Enterobacteriaceae, Pseudomonas

ve anaerop tiirler arasinda oldukga yaygindir (16).

Antibiyotik direng genleri siirekli olarak eksprese edilebilir veya antibiyotik maruziyeti
sonrasinda indiiklenerek eksprese olabilir. Gram negatiflerin irettigi pek cok B-laktamaz
yapisal olarak fiiretilir, ancak enzim {iiretimi B-laktam antibiyotige maruziyet sonrasi daha da

artabilir (16).

Beta Laktam Grubu Antibiyotiklere Karsi1 Diren¢ Mekanizmalari

Hedefe erisimin engellenmesi: B-laktam ve glikopeptit yapidaki antibiyotiklerin
reseptorleri olan penisilin baglayici protein (PBP)’ler gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarlarinda kolayca erisilebilir olduklar1 ve plazma zarimi gegmeleri gerekmedigi i¢cin gram
pozitif bakterilerin beta laktam antibiyotiklere direnci genellikle bu yolla olmamaktadir. Gram
negatif bakterilerde ise hiicre duvarmin {izerinde bulunan dis membran yapisindaki
degisiklikler yoluyla bu antibiyotiklere karsi diren¢ olusabilmektedir. Bakteriler hiicre
membrant lizerinde bulunan disa atim pompalari veya gram negatif bakterilerin dis

membranindaki porinler vasitasiyla antibiyotiklerin hedefe erigsimlerini engelleyebilirler (16).

Disa Atim Pompalari: Disa atim (efflux) pompalar1 bakterilerin ¢éziinen maddeleri
hiicre disina atmak icin kullandig1 dogal bir savunma mekanizmasidir. Toksik olan maddeleri
bu yolla hiicre disina attig1 gibi bazi duyarli bakteri suslarinda bazi antibiyotik gruplar
tarafindan bu pompalar aktiflenerek antibiyotiklerin de hiicre digina atimin1 saglayabilirler.
Beta laktam grubu antibiyotiklere karst direnc¢ gelisiminde bu mekanizma pek kullanilmaz.

Daha siklikla florokinolon grubu antibiyotik direncinde bu mekanizma énemlidir. Ozgiil disa
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atim pompalar1 sadece bir substrati hiicre digina atarken diger gruptaki pompalar bir ¢ok
substratr hiicre disina atabilir. Ikinci siniftaki antibiyotikler ¢oklu ilag direnci (CID) ile
iliskilidir. Bes grup disa atim pompasi ailesi vardir. Bu ailelerin her biri CID ile iliskili genetik
bilgiyi kodlar. Bunlar; ¢oklu ilag¢ ve toksik bilesik ithraci (MATE), major kolaylastirici siiper
aile (MFS), stafilokokal ¢oklu direng (SMR), direng nodiilii olusturma bolimii (RND), ATP
baglayan kaset (ABC) (16).

Porin: Gram negatif bakterilerde hiicre igine dogru molekiillerin akisi dis membranda
bulunan hidrofilik yapidaki porinler araciligiyla olmaktadir. 3-laktamlar gibi kiigiik, hidrofilik
yapidaki antibiyotikler hiicre i¢ine girebilmek i¢in porinleri kullanirlar. Chow ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢aligmada B-laktam antibiyotikler icinde porinlerden geg¢is konusunda en iyi performans
gosteren antibiyotik, ¢ift kutuplu, hidrofilik yapiya sahip imipenem olarak belirlenmistir (18).
Porin gen ekspresyonunda veya dis membran yapisindaki mutasyonlar sonucu hiicre igine

gecirgenlik azaltilarak antibiyotik direnci olusabilmektedir.
Parcalama veya degistirme ile antibiyotik inaktivasyonu:

B-laktamazlar: Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi gelistirilen en yaygin direng
mekanizmasi beta laktamaz enzim {iretimidir. Bu enzimler, bu gruptaki ortak yap1 olan beta
laktam halkasini pargalayarak ilaci etkisiz hale getirirler. Bilinen en eski beta laktamazlardan
biri, stafilokoklarda penisiline kars1 direnci saglayan penisilinazdir (19). Molekiiler yontemlerin
gelismesiyle giiniimiizde, beta laktamazlarin sayis1 890’1 agmistir, muhtemelen bu artis giderek
devam edecektir (17, 20, 21). Bu karmasik ve ¢ok sayidaki beta laktamaz enzimleri farkli
sekillerde siniflandirilmiglardir. Yaygin olarak kullanilan Ambler siniflandirmasi, enzimlerin
molekiiler yapisina gore olusturulmustur. Bush ve Jacoby ise enzimleri substratlarina, enzim
inhibitorleri gibi islevsel 6zelliklerine gore siniflandirmislardir (22). Beta laktamaz enzimlerini
inhibe etmek igin klinikte ii¢ ¢esit B-laktamaz inhibitorii kullanilmaktadir. Bunlar; klavulanik
asit, sulbaktam ve tazobaktamdir. Bu bilesikler beta laktamaz enzimlerine geri doniistimlii veya
geri doniisiimsiiz olarak baglanarak beta laktam antibiyotiklerle birlikte verildiginde beta
laktam antibiyotiklere enzimlerin yikici etkinligine kars1 korur. Bu inhibitorlerin tek baslarina

siirli antibakteriyel etkinlikleri vardir (16).
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Hedef degisikligi:

Penisilin Baglayan Proteinler: Beta laktam grubu antibiyotiklerin reseptorii olan
penisilin baglayici proteinlerin yapisinin degismesi, gram pozitif bakterilerde goriilen 6nemli
bir direng mekanizmasidir. Metisiline direngli S. aureus izolatlarinin mecA geni ekspresyonu
sonucu beta laktam antibiyotiklere direng gelistirmesi, S. pneumoniae izolatlarinda direng
genlerinin izolatlar arasinda yatay aktarimi sonucu PBP’lere afinitenin azalmasiyla direng
kazanmasi bu mekanizmaya 6rnek olarak verilebilir. Bununla birlikte Yamachika et al. E.

coli’nin karbapenem direncinden PBP2 mutasyonunun sorumlu oldugunu géstermislerdir (23).

DNA Giraz: Florokinolon grubu ilaglara karst direng genelde DNA sentezinde gorevli

olan bu enzimdeki kromozom mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (16).
KARBAPENEM DIRENC MEKANIZMALARI

Karbapenem direnci enzimatik ve nonenzimatik yol olmak iizere baslica iki
mekanizmayla gergeklesmektedir. Daha az siklikla karsilastigimiz  nonenzimatik

mekanizmalar;

¢ Antibiyotiklerin hiicre igine girisini saglayan porin gen mutasyonu sonucu hiicre
icine girisin engellenmesi

e Molekiillerin hiicre digina atimmi saglayan effluks pompalarin1 kodlayan
genlerin asir1 ekspresyonu sonucu antibiyotiklerin hiicre disina atiminin
artirilmasi

e Bunlara eslik eden genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) ve AmpC
tretimidir (24).

Karbapenem direncinin biiylik orandaki sebebi, karbapenemaz iiretimi sonucu enzim
hidrolizidir. Karbapenemazlar molekiiler yapilarma gore Ambler A, B ve D siniflarina,

fonksiyonel yapilarna gore Bush-Jacoby 2d, 2f ve 3 siiflarina ayrilir (22) (Tablo 5).
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Tablo 5: Karbapenemazlarin siniflandirmasi (25-28)

Ambler A B D
Siniflandirmasi
Bush-Jacoby 2f 3 2d
Siniflandirmasi
(2010)
Enzim AKtif Bolge Serin Cinko Serin
Inhibitor Boronik asit, Dipiklonik asit, NaCl (25)
Klavulanik asit ile EDTA
zay1f inhibisyon
Plazmid Kaynakh KPC, GES, IMI-2 NDM, OXA-48 (26)
VIM, IMP-1, IMP-2
(25)
Kromozom IMI-1, SME, NmcA, BC-2, L1, CphA, OXA-48,0XA-23,
Kaynakh SFC-1 BlaB/GOB-1, IND- OXA-181
1, FEZ-1,TUS-1,
MUS-1 (27)

Beta Laktamlar Tiim beta laktamlara | Azteronam hari¢ tim Karbapenemlere
Uzerine Etkinligi etkili (GES hari¢) | beta laktamlara etkili | zayif, Penisilinlere

kuvvetli etki

Smif A Karbapenemazlar

Sinif A karbapenemazlar, beta laktam antibiyotikler tizerinde genis hidrolitik aktiviteye
sahiptir. Aktif bolgelerinde serin bulunmaktadir. Beta laktamaz inhibitorlerinden klavulanik
asit ve tazobaktam ile kismi inhibe olur. Yeni beta laktamaz inhibitorlerinden avibaktam ve
vaborbaktam bu siniftaki karbapenemazlari ve D sinifinda bulunan OXA-48 enzimini inhibe
eder (28). Bu smifta yer alan KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), GES (Guiana
extended spectrum), IMI-2 (Imipenem hydrolyzing [-lactamase) plazmid araciligi ile
aktarilirken, IMI-1 (Imipenem hydrolyzing B-lactamase), SME (Serratia marcescens enzyme),
NmcA (non—metallocarbapenemase-A), SFC-1 (Serratia fonticola carbapenemase)
kromozomal kaynaklidir (26).

KPC’ler bu grupta klinik olarak en sik karsilagilan enzimlerdir. KPC, ilk kez 1996°da
Amerika’da bir K. pneumoniae izolatinda gosterilmistir (29). ilerleyen zamanlarda,
Amerika’nin diger bolgelerine, Porto Riko, Kolombiya, Yunanistan ve Cin’e yayilmistir.
Giliniimiizde pek ¢ok Avrupa ve Giiney Amerika iilkesinde KPC izolatlarina bagh salginlar
bildirilmektedir (30, 31). KPC enzimi, Enterobacteriaceae ailesinde en sik K. pneumoniae
izolatlarinda goriilmistiir (30). KPC enzimi {ireten izolatlar genellikle ¢oklu ilag direnglidir,

tedavi segenekleri siirlidir ve 6liim oranlart %50 nin tizerindedir (1, 2, 30, 32).

23



Sinif B Karbapenemazlar

Sinif B karbapenemazlarin serin beta laktamazlardan fakli olarak aktif bolgesinde ¢inko
bulunmaktadir. Bu sebeple enzim, metal selatorii olan etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) ile
inhibe olmaktadir. Genis beta laktamaz etkinligi vardir, ancak aztreonamlar {izerine etkili
degildir. Bu sebeple bu enzim iireten izolatlarin tedavilerinde aztreonam bir segenek olabilir.
Bu simifta yer alan Bacillus cereus (BC Il), Bacillus anthracis, Stenotrophomonas maltophilia
(L1), Aeromonas hydrophilia (CphA), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB/GOB-1),
Chryseobacterium indologenes (IND-1), Legionella gormannii (FEZ-1), Myroides spp. (TUS-
1, MUS-1) izolatlarinda direng genleri kromozomal olarak kodlanmistir. VIM (Verona integron
encoded metallo beta lactamase), IMP (imipenemase metallo beta lactamase) ve NDM (New
Delhi metallo beta lactamase) ise plazmid ile aktarilmaktadir (27).

IIk edinilmis IMP-1, 1991°de Japonya’da Serratia marcescens izolatinda tespit
edilmistir (33). Daha sonra diinya geneline yayilmistir (27, 34). VIM ve IMP, Yunanistan,
Tayvan ve Japonya’da endemiktir (27, 34), diinyanin pek ¢ok bolgesinde sporadik vakalar da
bildirilmistir (34). NDM-1 enzimi ilk kez 2008 yilinda Isve¢’te Hindistan’a seyahat dykiisii
bulunan bir kisiden izole edilen K. pneumoniae izolatinda tespit edilmistir (35). Ilerleyen
tarihlerde diinyanin pek ¢ok bolgesinde bu enzime sahip izolatlar (genellikle K. pneumoniae ve
E. coli izolatlarinda) goriilmiistiir (36). izolatlarm ¢cogu Hindistan baglantili bulunmustur. Daha
sonraki yapilan ¢alismalar Hindistan’dan sonra Balkan ve Ortadogu tlkelerinin NDM-1 i¢in
ikinci kaynak olabilecegini gostermistir (37). blanpm-1 genini tagiyan plazmidler ¢ok cesitlidir
ve diger karbapenemaz genleri (OXA-48, VIM), plazmid aracili sefalosporinaz genleri, GSBL
genleri, aminoglikozid diren¢ genleri (16S RNA metilaz), makrolid diren¢ genleri (esteraz),
rifampin (rifampin modifiye edici enzim) ve sulfametoksazol direng genleri gibi pek ¢ok direng
genini ayn1 anda barindirarak c¢oklu ilag direnci paternine neden olabilir. Pek ¢ok NDM-1
tireticisi yalnizca tigesiklin ve kolistine duyarlidir (36, 37). Fakat giiniimiizde ne yazik ki
kolistin direncini kodlayan mcr-1 geni ve NDM-1 ve OXA-48 genlerinin bir arada bulundugu
izolatlar da goriilmeye baglanmistir (38, 39).

Siif D Karbapenemazlar

Oksasilin ve kloksasilini kuvvetli bir sekilde hidrolize edebilme yetenekleri sayesinde
oksasilinazlar olarak bilinen smif D karbapenemazlarin OXA-163 tirii diginda
karbapenemazlar iizerindeki hidrolitik aktivitesi zayiftir. Aktif bolgelerinde serin bulunan bu
karbapenemaz grubunda, 200’den fazla enzim tiirii bulunmaktadir (24). Bu enzim grubu EDTA

ile inhibe olmayip klavulanik asit veya tazobaktam ile inhibisyonu degiskendir (22), NaCl ile
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in vitro inhibe olur (24). ilk OXA enzimi, 1985 yilinda Edinburg, iskogya’dan izole edilen
¢oklu ilag direnci bulunan bir Acinetobacter baumanni susunda 1993 yilinda Paton ve
arkadaglar tarafindan tanimlanmistir (40). Bu gruba ait enzimler ¢ogunlukla Acinetobacter
tiirlerinde bulunsa da ilk olarak 2001 yilinda istanbul’dan izole edilen bir K. pneumoniae
susunda karbapenemlere direngli OXA-48 enzimi tamimlanmistir (41). Bu enzim ilerleyen
zamanlarda E. coli, E. cloacae, C. freundii, P. mirabilis tiirlerinde de gosterilmistir. OXA-48
enziminin nokta mutasyonu ile olusan OXA-181 enzimi de benzer aktiviteye sahiptir. Direng
geninin plazmid ile hastalar aras1 hizli aktarimi sebebiyle Tiirkiye’den (42), Giiney Avrupa ve
Afrika tlkelerinden (26) hastane kaynakli salginlar bildirilmistir. Ayrica iilkemiz bu enzim

grubu i¢in endemik bolge olarak bildirilmistir (25).

KARBAPENEM DIiRENCININ VE KARBAPENEMAZ VARLIGININ TESPITI

Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenem direncinin ve miimkiinse profilinin dogru ve
hizli tanimlanabilmesi hastaya etkin tedavi uygulanarak morbidite ve mortalitesinin azaltilmasi
ve uygun izolasyon Onlemlerine uyularak hastalar arasi yayilimin 6niine gecilmesi acisindan
oldukg¢a 6nemlidir. Karbapenem direnci pek ¢ok mekanizmayla olusabilir. Bunlardan en sik
tespit edilen mekanizma, karbapenemaz tiretimidir (43). Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi (EUCAST) 2021 rehberi, meropenem zon ¢apmin <28 mm, minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIiK) degerinin >0.125 mg/L oldugu durumlarda karbapenemaz
agisindan tarama yapilmasini 6nermektedir (44). Bunu tespit etmek i¢in ¢esitli fenotipik ve
genotipik yontemler bulunmaktadir. Calisilan bélgenin mevcut direng profili ve testin

duyarlilik, 6zgiilliigiine gore test segimi yapilabilir.
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Karbapenemazlarin Fenotipik Yontemlerle Tespiti

Modifiye Hodge testi: Bu test; her laboratuvar igin ulasilabilir ve maliyet
gerektirmeyen bir test olmasina ragmen yoruma agik ve zaman bagimli olmasi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica testin duyarliligi karbapenemaz tiirleri arasinda
degiskenlik gostermektedir. CLSI 2014°te Onerilen bu test, giinimiize kadar g¢esitli
modifikasyonlara ugrayarak CLSI 2018 giincellemesinde kullanimdan kaldirilmistir (45).

Kombine disk yontemi: Karbapenem ve karbapenemaz inhibitorlerinin sinerjisine
bakilan bu yontemde karbapenemaz varlig1 ve karbapenemaz tiirii tespit edilebilir. Bu yontem
ulasilabilir, nispeten fazla maliyet gerektirmeyen ve genotip hakkinda fikir veren, duyarlilifi
ve Ozgilligi yiiksek bir yontemdir (46, 47).

Karbapenem inaktivasyon yontemi ve tiirevleri

CIM: Karbapenem inaktivasyon metodu (CIM), karbapenemaz varhigmi tespit eden
basit, ucuz ve kisa siirede sonug verebilen bir yontemdir (48). Bu yontemde bazi degisiklikler
yapilarak CLSI 2017°de modifiye karbapenem inaktivasyon metodu (mCIM) olarak
onerilmistir (49).

MCIM: Bu yontemde CIM’den farkli olarak, bakteri stispansiyonu su yerine Triptik Soy
Buyyon (TSB) ile hazirlanmakta, siispansiyona meropenem diski konduktan sonraki
inkiibasyon siiresi 2 saatten 4 saate ¢ikarilmakta ve MHA ekildikten sonra degerlendirme dncesi
inkiibasyon 6 saatten 18-20 saate ¢ikarilmaktadir (49). Yapilan ¢alismalarda bu yontem, CIM’e
gore daha duyarli (%93’ 9%82) iken, aynm1 6zgiilliige sahip (%100) bulunmustur. Ayni zamanda
OXA-48 benzeri karbapenemazlar1 tespit etmek konusunda da daha duyarli oldugu
gosterilmistir (50). Karbapenemaz varliginin yaninda karbapenemaz tiirti hakkinda bilgi
edinebilmek icin CLSI 2018’e EDTA ilaveli karbapenem inaktivasyon metodu (eCIM) ilave
edilmistir (45).

eCIM: Test edilecek her sus i¢in TSB agar ile birlikte EDTA ilaveli TSB agarda bakteri
siispansiyonu hazirlanir. igerisine 10 pg meropenem diski ilave edilip 35+2°C’de 4 saat + 15
dk inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonras: siispansiyon icerisindeki meropenem diskleri,
karbapenem duyarl standart susun (E. coli ATCC®™ 25922) yayildigt MHA besiyerlerine konur.
Besiyeri 35+2°C’lik etiivde 18-24 saat inkiibasyon sonras1 degerlendirilir. iki diskin zon ¢aplar1

arasindaki fark >5 mm ise Simif B karbapenemaz enziminin bulundugu disiiniilir (45). Bu
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yontemden yola ¢ikarak fenilboronik asit ve amonyum bikarbonat ilavesiyle karbapenemaz

tespitinin degerlendirildigi ¢alismalar da yapilmistir (11, 12).

Kiiltiir bazhh yontemler: Karbapenemaz tirecten Enterobacteriaceae’lar plazmidleri
araciligiyla oOzellikle riskli hastalar arasinda (yogun bakim hastalari, yash hastalar,
immunsuprese hastalar) hizla yayilarak hastane enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Bu nedenle
hastanelerde rektal taramalarla bu izolatlarin hizli tespiti, izolasyonu olduk¢a 6nemlidir (51,
52). Bu amagla Amerika Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) bir yontem
onermistir (53). Bu yontemde test edilecek olan rektal siiriintii numunesi ile birlikte 10 pg
karbapenem diski, 5 mI’lik TSB agara konup bir gece inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrasi
MacConkey agara pasajlanir. Degerlendirme sirasinda laktoz pozitif koloniler belirlenip

karbapenemaz tespiti agisindan isleme alinir.

Taramalar i¢in gelistirilmis kromojenik besiyerleri de mevcuttur. Bu besiyerleri gram
pozitif ve karbapenem duyarli gram negatif bakterilerin iiremesini inhibe eden igerige sahiptir.
Rektal siirlintii numunesinin bu besiyerlerine ekimi sonrasi belirtilen renklerde tireyen koloniler
karbapenemaz varligi agisindan ileri tanimlama islemine alinir. CHROM agar KPC (CHROM
agar, Fransa), kromid OXA-48, chrom ID Carba, Colorex KPC (Biomed Diagnostics, ABD),
Hardy CHROM (Hardy Diagnostics, ABD), Ramba Chrom-KPC (Gibson Bioscience, ABD)
ve Brilliance CRE (Thermo Diagnostics, ABD) besiyerleri bu amagla {iretilen ticari
besiyerleridir. Papadimitriou-Olivgeris ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada chromID Carba
besiyerinin duyarliligini %96.5, 6zgiilligiini %91.2 olarak bulmuslardir (54). Ticari besiyerleri
OXA-48 benzeri karbapenemazlari tespit etmek konusunda yetersiz bulundugu i¢in Nordmann
ve arkadaglar1 tarafindan SUPERCARBA besiyeri gelistirilmistir (55). Girlich ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢aligmada ise SUPERCARBA besiyeri ile iki ticari kit (CHROM agar KPC ve
Brilliance CRE) karsilastirilmistir. SUPERCARBA besiyerinin duyarlilign %96.5 iken
Brilliance CRE ve CHROM agar KPC besiyerlerinin duyarliliklar1 sirasiyla %76.3 ve %43
olarak tespit edilmistir. Ozgiilliikleri ise benzer bulunup, %57 ile %68 arasinda degismistir (56).

Biyokimyasal yontemler: Karbapenemaz varligimi kisa siirede (<2 saat), diisiik
maliyetle tespit eden bu yontemde, karbapenem hidrolizi sonucu olusan pH degisikligi
indikator araciligiyla renk degisimine sebep olur. Bu amacla gelistirilen ticari kitlerden
CarbaNP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) testinde indikator olarak fenol kirmizisi, Blue
Carba Testi (BCT) ’nde bromtimol mavisi kullanilir. Bu testler karbapenemaz iireten suslari,
yeni olugan herhangi bir enzim olsa dahi tespit edebilir (43) ve karbapenem direnci gésteren
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diger mekanizmalardan ayirt etmeyi saglar. Nordmann ve ark. yaptiklart ¢alismada (57)
CarbaNP testinin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin %100 bulmalarina ragmen, Tijet ve ark. (58) ve
Mitra ve ark. (59) yaptiklar1 ¢alismalarda duyarlilig1 daha diisiik tespit etmisler ve bu durumun
OXA-48 gibi karbapenem hidrolizi zayif olan enzim grubundan kaynaklandigim

distinmislerdir.

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamam Kiitle
spektrometresi (MALDI TOF MS): Bu yontemde test edilecek bakteri ile karbapenemler
karistirtlir.  Karbapenemaz varligt durumunda, karbapenem hidrolizi sonucu kiitle
sprektrumunda karbapenemlere 6zgiil piklerin kaybolmas: veya yiiksekligindeki azalmanin
tespit edilmesiyle tanimlanir (43). i1k olarak Hrabak ve ark. tarafindan gelistirilen bu ydntemin
duyarligin1 96.67% 06zgiilliigiini ise %97.87 olarak tespit etmislerdir (60). Papagiannitsis ve
ark. ise yaptiklar1 ¢alismada testin duyarliligin1 %76 olarak tespit etmisler ve bu duruma OXA-
48 tipi karbapenemazlarin yol actigini diisiinmiislerdir. Calismanin devaminda amonyum
bikarbonat (NH4sHCO3) ilavesi sonrasi duyarliligin %98’e ¢iktigini ifade etmislerdir (61).
Testin kisa siirede sonu¢ vermesi, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmasi (62) gibi
avantajlarinin yaninda, cihazin pahali olmasi, MALDI-TOF ayarlarinin tiir tespit etmek igin

kullanilandan farkli olmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (61).

Immunokromatografik yontemler: Bu yontemde, kromatografik kagida sabitlenmis
karbapenemaz enzimlerine karst gelistirilmis monoklonal antikorlar ile test edilecek bakteride
ilgili enzim bulunmasi durumunda ortaya ¢ikan immunkomplekslerin olusturdugu renk
degisimi ile tanmimlanir. Pasteran ve ark. yaptiklar1 c¢alismada OXA-48 enzimini
immunokromatografik lateral flow testiyle 4 dakikada %100 duyarlilik ve ozgiilliikkle tespit
etmiglerdir (63). Glupczynski ve arkadaslar1 OXA-48 ve KPC tespit etmek igin gelistirilmis
lateral akimli iki ticari testi degerlendirmis ve duyarlilik ve 6zgilliigii %100 olarak tespit
etmislerdir (64). Bu yontem spesifik belirlenmis enzim tespit etmek konusunda oldukga
basarilidir. Bu sebeple belirli bir enzim tiiriiniin endemik oldugu bolgelerde kullanimi tercih
edilebilir (43).

Karbapenemazlarin Genotipik Yontemlerle Tespiti

Fenotipik yontemler basit, ulagilabilir ve maliyet etkin olmalarina ragmen, altin standart
olan molekiiler yontemlerle dogrulanmalar1 gerekmektedir. Bu amacgla polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), oligoniikleotid hibridizasyon yontemi, klonal iliskinin molekiiler analizi ve

sekans analizi gibi yontemler kullanilabilmektedir (43).
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR): Karbapenemazlarin molekiiler yontemlerle tespit
edilmesi i¢in siklikla tercih edilen yontem PZR cesitleridir. Enzimlerin primerleri kullanilarak
tek veya coklu gercek zamanli PZR ile sik goriilen karbapenemaz tiirleri kisa siirede tespit
edilebilmektedir. Duyarlilik ve ozgiilliikleri pek ¢ok ticari kit karsilastirilarak c¢alismalar
yapilmis ve duyarlilik ve ozgiilliikleri %100 olarak tespit edilmistir (8, 65, 66). Fakat bu
yontemin primeri bulunmayan enzimleri tespit edememesi, pahali olmasi, deneyimli personel
gerektirmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle karbapenem direnci bulunan,
molekiiler testi negatif sonuclanmis izolatlar, klonlama, sekanslama gibi ileri molekiiler

yontemlerle analiz edilmelidir (43).

Oligoniikleotid hibridizasyon yontemi: Bu yontemde ayni reaksiyonda ¢ok sayida gen
arastirmasi yapilabilir. Calisma icin oncelikle test edilecek bakteri izolatinin DNA izolasyonu
yapilir. Daha sonra isaretli dUTP niikleotidleri eklenerek amplifikasyon saglanir.
Amplifikasyon sonucu olusan oligoniikleotidler hibridize olur. Son olarak hibridizasyon sonucu
olusan niikleotidlerin floresan 1s1masi tespit edilerek dl¢tim yapilir (67). Bu amagla kullanilan
ticari kitlerin ortalama test siiresi 4-7 saat, duyarlilik ve 6zgiilliikleri %100°diir (68). Yetkin
laboratuvar gereksinimi ve maliyetli olmasi sebebiyle bu yontem daha ¢ok referans ve aragtirma

laboratuvarlari i¢in uygundur (43).

Klonal iliskinin molekiiler analizi: Molekiiler yontemler bakteri izolatlarin direng
profillerinin tanimlanmasinin yaninda epidemiyolojik caligmalar, salginlarin kaynaginin tespiti,
riski izolatlarin analizi, klonal iligkilerin analizi gibi amaglarla kullanilir. Pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) ve multilokus sekans tipleme (MLST) bu amagla tercih edilebilen
yontemlerdir. PFGE yonteminde bakteriye ait genom restriksiyon enzimleriyle fragmentlere
ayrilir. Bu fragmentler elektriksel alan olusturularak yiiriitiiliir, olusan goriintii belirli kriterler
1s1¢inda degerlendirilir (43). MLST’de korunan 7 gen bolgesinin belirli alanlar1 kullanilarak,
bakterilerin tanimlandig1 bir yontemdir. Her bir sus i¢in 7 lokustaki alleller, allellik profili veya
dizi analizi tanimlanir. Bu yontemin kullanilabilmesi i¢in oncelikle polimeraz zincir reaksiyonu

ile tiriin elde edip bunlarin lokus analizinin yapilmasi gereklidir (69).
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GEREC VE YONTEMLER

CALISMANIN ORNEKLEMI

Calismamiza 2018-2021 tarihleri arasinda Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole

edilen ve karbapenemaz tarama kriterlerine uyan 100 K. pneumoniae izolat1 dahil edildi.

Karbapenemaz tarama kriteri olarak EUCAST 2021 rehberine uyuldu. Buna gore disk
difizyon yonteminde meropenem inhibisyon zon ¢apt <28 mm veya otomatize sistem ile
antibiyotik duyarlilig1 ¢alisilan izolatlar i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu >0.125 mg/L

olan suslar karbapenemaz varlig1 yoniinden ileri degerlendirmeye alindu.

Ayni etkenle tekrarlayan iiremesi olan hastalarin izolatlar1 yalnizca bir kez caligmaya

dahil edildi.

Izolatlar ¢alisma giiniine kadar stok besiyerinde (Mast Cryobank®, Mast Group Ltd,
Ingiltere) -80°C’de muhafaza edildi.

KLINIK ORNEKLERIN TOPLANMASI, ENTEROBACTERIACEAE
TURLERININ iZOLASYONU VE TANIMLANMASI

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden idrar numuneleri %5 koyun
kanli agar (RTA Lab, Tiirkiye) ve Eosin Methylen Blue (EMB) agar (RTA Lab, Tiirkiye)
besiyerlerine, idrar dis1 6rnekler ise bu besiyerlerine ilaveten ¢ikolata agar (RTA Lab, Tiirkiye)
besiyerlerine ekilerek, 35°C’lik etiivde 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda konvansiyonel

yontemler ile degerlendirmeye alindi. Degerlendirme neticesinde morfolojik olarak
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Enterobacteriaceae oldugu diisiiniilen (EMB agarda laktoz pozitif, mukoid, S koloniler)

koloniler ileri identifikasyon islemlerine alindu.

Klinik numunelerin tanimlanmasinda konvansiyonel ve otomatize yontemler kullanildi.
Otomatize yontem i¢in VITEK 2 Compact 60 (bioMerieux, Fransa) cihazi kullanildi. Her izolat
icin iki adet 12x75 mm’lik polisteren test tiipline dispenser ile 3’er ml %0,45’lik steril serum
fizyolojik konuldu. %5 koyun kanli agardaki taze pasajlardan (18-24 saatlik) 0.5 MacFarland
bulanikligina esit olacak miktarda koloni steril dze ile alinip test tiiplerinden ilkine aktarilds. ilk
tiipler vortekslenerek homojen bir bakteri siispansiyonu elde edildi. Identifikasyon igin VITEK
2 GN ID kart ile cihaza yiiklendi.

IZOLATLARIN ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIKLARININ
ARASTIRILMASI
Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklar i¢in disk difiizyon yontemi ve otomatize sistem

ile calisildi.

Disk difiizyon yontemi i¢in %5 koyun kanl agardaki taze pasajlardan (18-24 saatlik)
Mueller Hinton Broth (RTA Lab, Tiirkiye) soliisyonunda 0.5 MacFarland bulanikligina esit
olacak miktarda koloni steril 6ze ile alinarak bakteri siispansiyonu hazirlandi. Steril pamuklu
ekiivyon gubuk ile bakteri siispansiyonu homojen bir sekilde Mueller Hinton Agar (RTA Lab,
Tiirkiye) besiyerine yayildi. EUCAST o6nerileri dogrultusunda belirlenen antibiyotik diskleri
MHA besiyerine yerlestirildikten sonra 35°C’lik etiivde 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda
degerlendirildi.

Otomatize sistem ile antibiyogram c¢aligabilmek icin, identifikasyon amaciyla
hazirlanan ilk tiiplerden ikinci tiiplere 145 pL bakteri siispansiyonu aktarilip vortekslendi.
Tiipiin icerisine idrar ornekleri i¢cin VITEK 2 AST-327, idrar dis1 6rnekler i¢in VITEK 2 AST-
325 kartlar1 konarak cihaza yiiklendi. Barkod okuyucu yardimiyla numune bilgileri cihaza

kaydedildi. Sonuglar 18-24 saatlik inkiibasyonun ardindan cihaz iizerinden degerlendirildi.

Laboratuvarimizda tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri i¢in aylik olarak standart
suslarla internal kontrol yapilmaktadir. Ayrica laboratuvarimizin dig kalite kontrol programi

tiyeligi bulunmaktadir.
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FENOTIPIK YONTEMLERLE KARBAPENEMAZ VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Kombine Disk Metodu

Karbapenemaz iireten bakterilerdeki KPC, MBL ve OXA-48 varligiin belirlenmesinde
fenotipik testlerden kombine disk yonteminde KPC&MBL&OXA-48 disc kit (Liofilchem,
Italya) kullanilda.

Bu setin igerisinde MR (meropenem 10 pg), MR+ED (meropenem+EDTA), MR+BO
(meropenem-+boronik asit), MR+CL (meropenem-+kloksasilin) ve TMO (temosilin 30 pg)
diskleri bulunmaktadir. Bu testte Sinif A karbapenemazlarin tespiti i¢in fenilboronik asit, Sinif
B karbapenemazlarin tespiti icin EDTA inhibisyonundan faydalanilir. Temosilin direnci ise

Sinif D karbapenemaz varligini gostermektedir.

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda saf kiiltiirden 0.5 MacFarland bulamkhiginda
bakteri siispansiyonu hazirlanip steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu ile MHA besiyerine yayildi.
Set icerisindeki diskler besiyerine yerlestirildikten sonra etiivde 35+1°C 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi degerlendirme, EUCAST yorumlari ve iiretici
onerileri dogrultusunda inhibitor igeren disk zon ¢aplarindaki artisa bakilarak yapildi (Tablo 6).
EUCAST direng tespiti kilavuzunda “Sinerji tanimlanmast i¢in kesin degerler, ticari {irlinlerin
kullanim kilavuzlarinda bulunmaktadir” ifadesi yer almaktadir (70). Sekil 2’de ¢alismamiz

neticesinde tespit edilen MBL ve OXA-48 izolatlar1 goriilmektedir.

Tablo 6: Kombine disk testi sonuc¢larimin yorumlanmasi

Inhibitér ile birlikte meropenem inhibisyon zon

capinda artis Temosilin | B-Laktamazlar

Fenilboronik asit | EDTA Kloksasilin (TMO)

(MR+BOQ) (MR+ED) | (MR+CL)

>4 mm <5 mm <5 mm - KPC

<4 mm >S5 mm <5mm - MBL

>4 mm ve <5mm >5 mm - AmpC+porin kaybr veya
efflux

<4 mm <5mm <5mm <11 mm OXA-48
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Internal kontrol olarak AmpC ve azalmis porin ekspresyonu i¢in Enterobacter cloacae
CCUG 59627, Metallo-B-laktamaz (VIM) igin Klebsiella pneumoniae NCTC 13440, Metallo-B-
laktamaz (NDM-1) igin Klebsiella pneumoniae NCTC 13443, Metallo-B-laktamaz (IMP) igin
E. coli NCTC 13476, Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) igin Klebsiella
pneumoniae NCTC 13438, OXA-48 i¢in Klebsiella pneumoniae NCTC 13442, negatif kontrol
amactyla da Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 suslar1 kullanildi.

Sekil 2: Kombine Disk Metodu (MR: Meropenem, MR+ED: Meropenem+EDTA,
MR+CL: Meropenem+Klavulanik asit, MR+BO: Meropenem+Boronik asit, TMO:
Temosilin)

Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu (MCIM) ve Tiirevleri

Test edilmek istenen bakterinin saf kiiltiiriinden 1 pL 6ze miktari koloni, 2 mL Triptik
Soy Buyyon (TSB) besiyeri i¢eren tiipe alindi. Hazirlanan bakteri siispansiyonu igerisine 10 pug
meropenem diski eklenerek 35°C’lik etiivde 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
bu meropenem diski, 0.5 MacFarland standardinda hazirlanmis karbapenem duyarhi E. coli
ATCC® 25922 bakteri siispansiyonu yayilmis olan MHA besiyerine yerlestirildikten sonra
35°C’lik etiivde 16-20 saat daha inkiibe edildi. CLSI onerilerine (45) uyularak, meropenem

diskinin ¢evresinde 6-15 mm inhibisyon zonu goriildiigiinde veya 16-18 mm inhibisyon zonu
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icerisinde tekli lireme tespit edildiginde test edilen sus karbapenemaz pozitif olarak kabul
edildi. >19 mm inhibisyon zonu goriildiigiinde ise test edilen sus karbapenemaz negatif kabul
edildi. mCIM testi neticesinde karbapenemaz pozitif kabul edilen suslar karbapenemaz tiirii
tespiti igin ileri degerlendirmeye alindi. Rehberde ayni1 zamanda 16-18 mm inhibisyon zonu
veya >19 mm zonu igerisinde tekli liremenin tespit edildigi sonuglarin belirsiz oldugunu,
karbapenemaz varligini tespit etmek acisindan ilave teste ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (Tablo

7).

Tablo 7: mCIM testi sonuglarinin yorumlanmasi (45)

MEM Zon Capi Karbapenemaz
6-15 mm Pozitif
16-18 mm (Tekli iireme) Pozitif
>19 mm Negatif
16-18 mm Belirsiz
>19 mm (Tekli {ireme) Belirsiz

Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodu (aCIM):
Test edilmek istenen bakterinin saf kiiltiirlinden 1 pL 6ze miktar1 koloni, 2 mL Triptik Soy
Buyyon (TSB) besiyeri igeren tiipe alind1. ilaveten pH’s1 7.0°a ayarlanmis amonyum bikarbonat
(Sigma A6141) son konsantrasyon 50mM olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan siispansiyona
10 ug meropenem diski eklenerek 35°C’lik etiivde 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast meropenem diski, 0.5 MacFarland standardinda hazirlanmis karbapenem duyarl E.
coli ATCC® 25922 bakteri siispansiyonu yayilmis olan MHA besiyerine yerlestirildikten sonra
35°C’lik etiivde 16-20 saat daha inkiibasyona devam edildi. Degerlendirme; CLSI M100 S28
ve Gelmez ve ark. ¢alismasinin degerlendirme kriterlerinme uyularak iki farkli sekilde yapildi
(112).

Tablo 8: aCIM sonuglarinin yorumlanmasi

CLSI M100 S28 (45) Gelmez ve ark. (11)
MEM Zon Capi Sonug¢ MEM Zon Capi Sonug¢
<19 mm Pozitif <22 mm Pozitif
>19 mm Negatif >22 mm Negatif
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EDTA ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodu (eCIM): Bu yontem igin
birisinde 2 mL Triptik Soy Buyyon (TSB) besiyeri iceren, digerinde 2 mL TSB besiyerine
ilaveten son konsantrasyonu 5 mM (20 uL 0.5 M EDTA) olacak sekilde EDTA ilave edilmis
iki tiip kullanildi. Her iki tiipe de test edilmek istenen bakterinin saf kiiltliiriinden 1 pL 6ze
miktar1 koloni eklendi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 igerisine 10 ug meropenem diski
eklenerek 35°C’lik etiivde 4 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonras1 her iki meropenem
diski, 0.5 MacFarland standardinda hazirlanmis karbapenem duyarli E. coli ATCC® 25922
bakteri slispansiyonu yayilmis olan MHA besiyerlerine yerlestirildikten sonra 35°C’lik etiivde
16-20 saat daha inkiibasyona devam edildi. CLSI onerilerine (45) uyularak, mCIM testi
neticesinde karbapenemaz pozitif kabul edilen suslar karbapenemaz tiirii tespiti icin eCIM testi
degerlendirmesine alindi. Her iki meropenem diskinin etrafindaki inhibisyon zon caplari
arasinda >5 mm fark oldugunda karbapenemaz tiirii, Smif B karbapenemaz
(metallobetalaktamaz) olarak kabul edildi. Zon ¢aplar1 arasindaki fark <4 mm oldugunda ise

non-metallobetalaktamaz tiiri (Sinif A, Sif D) karbapenemaz varligi diistiniildii (Tablo 9).

Tablo 9: eCIM sonuc¢larimin yorumlanmasi (45)

(MEM+EDTA)-(MEM) farka SONUC
>5 mm Metallobetalaktamaz
<4 mm Serin karbapenemaz
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Fenilboronik asit (PBA) ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodu
(bCIM): Bu yontem igin birisinde 2 mL Triptik Soy Buyyon (TSB) besiyeri igeren, digerinde
2 mL TSB besiyerine ilaveten, 40 mg fenilboronik asitin (Glentham GK1609) 2 mL
dimetilsiilfoksit (DMSO)’te ¢oziilmesiyle elde edilen PBA soliisyonundan (son konsantrasyon
20 mg/mL) 0,07 mL ilave edilmis iki tiip kullanildi. Her iki tiipe de test edilmek istenen
bakterinin saf kiiltiirlinden 1 pL 6ze miktar1 koloni eklendi. Hazirlanan bakteri slispansiyonlari
icerisine 10 pg meropenem diski eklenerek 35°C’lik etiivde 4 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi her iki meropenem diski, 0.5 MacFarland standardinda hazirlanmis
karbapenem duyarli E. coli ATCC® 25922 bakteri siispansiyonu yayilmis olan MHA
besiyerlerine yerlestirildikten sonra 35°C’lik etiivde 16-20 saat daha inkiibasyona devam edildi.
mCIM, eCIM ve bCIM testlerinin birlesiminden olusan mCIMplus testi sonuglarinin
yorumlanmasi Sekil 3’te gosterildi (12).

@10
S non-CPE

Detection of CPE MEM + TSB

T = 8 hours and 20 hours _
@ = 10 mm

7
Characterization of CPE MEM + EDTA

T = 20 hours =10 ill{ll,a"ffﬁf \EI > 10 mm
MEM + PBA MEM + PBA

I 1

)
i

@ = 10 mm @ = 10 mm < 10 mm @ = 10 mm

\ |
\J ") .
1 'l_',. | | v

Class D or 2 classes Class A Class B unreliable

Sekil 3: mCIMplus sonuclarinin yorumlanmasi (12)

Modifiye karbapenem inaktivasyon yontemlerinin ¢aligma ve degerlendirme asamalari
Sekil 4’te gosterildi. Plaklardaki zon c¢aplart mCIM, aCIM, eCIM ve mCIMplus testlerinin

yorumlama kriterlerine gére ayr1 ayri degerlendirildi (Sekil 5)
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A:

mCIM= Karbapenemaz pozitif;
aClIM= Karbapenemaz pozitif;
eCIM= Serin karbapenemaz;
CIMplus=D/2 sinif

B:

mCIlM=Karbapenemaz pozitif;
aClM=Karbapenemaz pozitif;
eCIM=Metallobetalaktamaz,
CIMplus=B simifi

C:

mCIM= Karbapenemaz negatif;
aCIM= Karbapenemaz negatif;
eCIM=Negatif,
CIMplus=Negatif

Sekil 5: mCIM, aCIM, eCIM ve CIMplus testleri yorumu

GENOTIPiK YONTEMLERLE KARBAPENEMAZ VARLIGININ ARASTIRILMASI

Calismamizda KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-51, OXA-23, OXA-58 ve OXA-48
karbapenemaz genlerinin tespiti i¢in real time PCR yontemi (ger¢ek zamanli PZR)
(Karbapenem Direnci qPCR Kiti, Bioeksen, Tiirkiye) kullanildi. Oncesinde bakterilerden
niikleik asit elde etmek i¢in manyetik boncuk metoduyla ekstraksiyon yapan Hizli Niikleik Asit
Ekstraksiyon Kiti (Bioeksen, Tiirkiye) Zybio EXM 3000 ile kullanildi.
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Stok soliisyonu igerisinde -80 °C’de saklanmis olan K. pneumoniae izolatlar1 %5 koyun
kanl1 agar besiyerlerine ekilerek 36 °C’de 18-24 sa inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 koloniler
saflik acisindan kontrol edilip ekstraksiyon igin isleme alindi. Uretici firma oOnerileri
dogrultusunda MHB besiyerine 1 pL bakteri ilave edilip vortekslenerek homojenizasyon
saglandi. 14000 g’de 5 dk santrifiijlendikten sonra siipernatan disar1 atilip pellet, bos bir
ependorfa aktarildi. Pelletin tizerine 180 pL STL-B (Stool Tris Lysis Buffer) soliisyonu ilave
edilip vortekslendi. Ekstraksiyon kartusunun 1. kuyucuguna 15 pL Proteinaz-K pipetlenip
tizerine elde edilen STL-B soliisyonu ve 14 uL. 11XPEGN (Poly Ethylene Glycol + Azide)
soliisyonu pipetlendi. Kartusun 4. kuyucuguna 500 pL Yikama Tamponu (Wash Buffer)
pipetlendi. Pipetleme islemlerinden sonra kartus cihaza yiiklendi. Islem sonras: niikleik asit

ekstrakt: elde edildi.

Elde edilen niikleik asit ekstrakti firma onerileri dogrultusunda gercek zamanli PZR

yontemiyle ¢alisildi. Her ¢alismada kit igeriginde bulunan pozitif ve negatif kontroller ¢alisildu.
ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler i¢in SPSS for Windows version 20.0 paket programi kullamild. Iki
degisken arasindaki iligkilerin belirlenmesinde ¢apraz tablolardan yararlanildi. PZR sonuglari
altin standart kabul edilerek kombine disk testi, modifiye karbapenem inaktivasyon metodu,
EDTA ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodu, fenilboronik asit ilaveli modifiye
karbapenem inaktivasyon metodu ve amonyum bikarbonat ilaveli modifiye karbapenem
inaktivasyon metotlarinin karbapenemazlart belirlemedeki duyarlilik, 6zgiillik degerleri

hesaplandi.
ETiK KURUL ONAYI VE PROJE DESTEGI

Tekirdag Namik Kemal Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu Bagkanligi’ndan 04.05.2021 tarihli karar ve E-46048792-050.01.04-34577 sayi ile etik
kurul onayr alindi. Caligmamiz Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Proje Koordinasyon birimi tarafindan desteklenmistir (BAP no: NKUBAP.02.TU.21.329,
Proje baslangig tarihi: 03.09.2021). Etik kurul onay belgesi Ek 1’de sunuldu.
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BULGULAR

EUCAST 2021 rehberi karbapenemaz tarama kriterlerine gére 100 adet K.pneumoniae
izolat1 calismaya dahil edildi. Izolatlarm 75’i (%75) yogun bakimlardan, 16’s1 (%16)

servislerden, 9°u (%9) polikliniklerden gonderilen rneklerden olusmaktadir. Izolatlarin yillara

gore dagilimi Tablo 10°da gosterildi.

Tablo 10: izolatlarin yillara gore dagilim

Yil Say1 (n) Oran (%)
2018 21 21
2019 27 27
2021 52 52
Toplam 100 100

Izolatlarin gonderildikleri numune tipine gére dagilimi ise Tablo 11°de gosterildi. 2020

yilinda COVID-19 pandemisinde yasanan yogunluk sebebiyle numune izole edilemedi.
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Tablo 11: izolatlarin numune tiirlerine gére dagihm

Numune Tiirii Say1 (n) Oran (%)
Idrar 32 32
Trakeal aspirat 29 29
Kan 22 22
Yara 7 7
Balgam 5 5
Katater 4 4
Periton 1 1
Toplam 100 100

Calismamizdaki izolatlarin biiylik cogunlugu sirasiyla idrar, trakeal aspirat ve kan (%32,
%29, %22) numunelerinden elde edildi. Poliklinik hastalarindan izole edilen suslarin tamami

idrar 6rneklerinde tespit edildi.
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izolatlarm PZR yontemine gdre genotipik karbapenemaz sonuglar1 Tablo 12’de

gosterildi.

Tablo 12: izolatlarin genotipik karbapenemaz direnc profilleri

Direng tiirii Say1 (n) Oran (%)

NDM+OXA-48 40 40
OXA-48 32 32
KPC+OXA-48 5 5
VIM+OXA-48 4 4
NDM 3 3
KPC 2 2
NDM+OXA-51 2 2
OXA-51 1 1
VIM+OXA-51 1 1
KPC+OXA-51 1 1
OXA-48+0OXA-51 1 1
OXA-48+0XA-23,0XA-58 1 1
Negatif 7 7

Toplam 100 100

Izolatlarin karbapenemaz varligim tespit etmek icin fenotipik yontemlerden kombine
disk yontemi, mCIM ve aCIM yontemleri ¢alisilip duyarlilik ve 6zgiilliikk sonuglar1 agisindan
karsilastirildi. mCIM ve aCIM testleri, referans araligi 19 mm ve 22 mm olarak iki farkli sekilde
degerlendirildi. Kombine disk yontemine gore karbapenemaz fenotipi degerlendirme sonuglari

Tablo 13’de gosterildi.
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Tablo 13: Kombine disk yontemine gore direnc profili dagilim

Karbapenemaz Direng tiirii Say1 (n) Oran (%) Toplam (n)
Varhgi

OXA-48 66 66
MBL+0OXA-48 15 15

POZITIF KPC 7 7 95
MBL 6 6
KPC+0OXA-48 1 1

NEGATIF AmpC 2 2 5
Negatif 3 3

Kombine disk yontemiyle karbapenemaz varligi pozitif saptanan 95 izolatin 93’i
karbapenemaz enzimi bulundururken, yanlis pozitif degerlendirilen iki izolattan birisi KPC
diger OXA-48 olarak degerlendirildi. Kombine disk yonteminin karbapenemaz varligi tespit

etme konusundaki duyarlilig1 %100, 6zgiilligii %83 olarak bulundu.
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mCIM ve aCIM testlerinin iki farkli degerlendirme kriterine gore pozitiflik sonuglari

Tablo 14’te gosterildi.

Tablo 14: mCIM ve aCIM yontemlerinin farkh degerlendirme yontemlerine gore

sonuclari
mCIM aCIM
Karbapenemaz | Karbapenemaz n Meropenem zon Meropenem zon
¢ap1 (mm) capi (mm)
Varhgi

<19 <22 <19 <22

NDM+OXA-48 40 34 39 34 38

OXA-48 34 26 29 27 30

KPC+OXA-48 5 5 5 5 5

VIM+OXA-48 4 4 4 4 4

NDM 3 3 3 2 3

KPC 2 2 2 2 2

NDM+OXA-51 2 1 2 0 2

POZITIF

OXA-51 1 0 0 0 0

VIM+OXA-51 1 1 1 1 1

KPC+OXA-51 1 1 1 1 1

OXA-48+0OXA-51 1 1 1 1 1

OXA-48+OXA- 1 0 1 0 1

23, OXA-58

NEGATIF 7 0 6 0 3

TOPLAM 100 78 94 77 91

Sayica en fazla yanlis negatif sonucun NDM+OXA-48 ve OXA-48 izolatlarina ait

oldugu goriildii. mCIM testinde sinir esik degeri <22 mm yapildiginda; <19 mm sinir esik
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degerinde tespit edilemeyen bes NDM+OXA-48, iic OXA-48, bir NDM+OXA-51, bir OXA-
48+0XA-23, OXA-58 izolatlarmin tespit edilebildigi goriildii. Boylece testin duyarlilig
%83.,8’den %94,8’e yiikseldi. Ancak smir esik degeri artirildiginda yedi karbapenemaz
bulundurmayan yedi izolatin altis1 yanlis pozitif degerlendirildi. Bu sebeple sinir esik degeri
artirldiginda 6zgiilliik degeri %100°den %34 e diistii. aCIM testinde sinir esik degeri <22 mm
yapildiginda; <19 mm sinir esik degerinde tespit edilemeyen dort NDM+OXA-48, iig OXA-48,
bir NDM, iki NDM+OXA-51, bir OXA-48+0XA-23, OXA-58 izolatlariin tespit edilebildigi
goriildii. Bu durumda testin duyarliligt %82,7°den %94,6’ya yiikseldi. Smir esik degeri
artirtldiginda karbapenemaz bulundurmayan yedi izolatin li¢ii yanlis pozitif sonuclandi. Bu
nedenle testin ozgillligii %100’den %57’ye diistii. Karbapenemaz varligmi tespit etmek
acisindan calisilan fenotipik yontemlerin duyarlilik ve 0Ozgiillik sonucglar1 Tablo 15°te
gosterildi.

Tablo 15: Karbapenemaz tespiti agisindan ¢alisilan fenotipik yontemlerin duyarhlik ve
ozgiilliik sonuclar:

Kombine mCIM aClM
Disk
<19 mm <22 mm <19 mm <22 mm
Duyarhhik 100 83,8 94,8 82,7 94,6
(%)
Ozgiilliik 83,3 100 34 100 57
(%)

Karbapenemaz tiirlinii tespit etmek agisindan kombine disk yontemi, eCIM ve CIMplus
(mCIM, eCIM ve bCIM kombinasyonu) yontemleri c¢alisildi. eCIM testi 19 mm ve 22 mm

referans araliklarina gore iki farkli degerlendirme kriterine gore degerlendirildi.
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Kombine disk yonteminin direng genlerini tespit etmek konusundaki duyarlilik ve

ozgiilliik sonuglar1 Tablo 16’da gosterildi.

Tablo 16: Kombine disk yonteminin karbapenemaz tiiriiniin tespiti acisindan duyarhhk
ve ozgiilliikk sonu¢lar:

KOMBINE GP YN GN YP Duyarhlik (%) Ozgiilliik (%)
NDM+OXA-48 400 0 - - 100 -
OXA-48 32° 0 - - 100 -
KPC+OXA-48 5 0 - - 100 -
VIM+OXA-48 44 0 - - 100 -
NDM ¥ 0| - | - 100 -
KPC 2 L0 | - |- 100 -
NDM+OXA-51 20 - - 100 -
OXA-51 19 0| -4 - 100 -
VIM+OXA-51 104 -] - 100 -
KPC+OXA-51 " o0 - - 100 -
OXA-48+OXA-51 o 1 - - 0 -
OXA-48+OXA-23,OXA-58 1 0 - - 100 -
Negatif - - 5 2 - 71,4
TOPLAM 92 1 5 2 98,9 71,4

2 ki izolat kombine disk ydnteminde MBL, otuz izolat OXA-48 olarak bulundu.

b jki izolat kombine disk ydnteminde MBL+OXA-48 olarak bulundu.

¢ Bir izolat kombine disk yonteminde OXA-48, i izolat KPC olarak bulundu.

4 Bir izolat kombine disk ydnteminde MBL, bir izolat OXA-48 olarak bulundu.

€ Bir izolat kombine disk yonteminde MBL+OXA-48 olarak bulundu.

f Bir izolat kombine disk ydnteminde MBL+OXA-48, bir izolat da OXA-48 olarak bulundu.
& Kombine disk yonteminde OXA-48 olarak bulundu ve pozitif kabul edildi.

h Kombine disk yonteminde KPC olarak bulundu.

i Kombine disk ydnteminde MBL olarak bulundu.

T'iki AmpC sonucu da karbapenemaz iiretimi olmadigi icin negatif olarak kabul edildi.
(-) Pozitif izolatlar ile duyarhlik, negatif izolatlar ile 6zgtillik hesaplari yapildi.
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eCIM testinin iki farkli degerlendirme kriterine gore direng genlerini tespit etmek
konusundaki duyarlilik ve dzgiilliik sonuglar1 Tablo 17 ve Tablo 18’de gosterildi.

Tablo 17:Farkh direng genlerinin eCIM (19mm) testine gore duyarhlik ve 6zgiilliik
sonuclari

Ambler Sinifi Karbapenemaz GP YN GN YP Duyarhbk Ozgiillik
Tiirii
(%) (%)
NDM+OXA-48 34 6 - - 85 -
B Siifi VIM+OXA-48 4 0 - - 100 -
(Metallo-beta- NDM 3 0 - - 100
laktamaz)
NDM+OXA-51 1 1 - - 50 -
VIM+OXA-51 1 0 - - 100 -
OXA-48 - 6 5 21 - 19,2
KPC+OXA-48 - - 5 0 - 100
KPC - - 2 0 - 100
B Sinifi Dis1 OXA-51 - 1 0 0 - 100
(Serin KPC+OXA-51 - - 1 o0 - 100
karbapenemaz)
OXA-48+OXA-51 - - 0 1 - 0
OXA-48+OXA-23, - - 1 0 - 100
OXA-58
Negatif - - 7 0 - 100
TOPLAM 43 14 21 22 75,4 48,8

32 adet OXA-48 izolatindan besi serin karbapenemaz sinifina dahil edilerek dogru
tanimlanirken, 21 adedi B sinifina dahil edilerek yanlis pozitif, altis1 ise karbapenemaz negatif

olarak tespit edildi.
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Tablo 18: Farkh diren¢ genlerinin eCIM (22mm) testine gore duyarhlik ve ozgiilliik

sonuclari
Ambler Sinifi Karbapenemaz GP YN GN YP Duyarhhk Ozgiilliik
Tiirt
(%) (%)
NDM+OXA-48 33 7 - - 82,5 -
B Smifi VIM+OXA-48 4 0 - - 100 -
(Metallo-beta- NDM 3 0 - - 100 -
laktamaz)
NDM+0OXA-51 1 1 - - 50 -
VIM+OXA-51 1 0 - - 100 -
OXA-48 - - 11 21 - 34,3
KPC+OXA-48 - - 5 0 - 100
KPC - - 5 0 - 100
B Sinifi Dis1 OXA-51 - - 1 0 - 100
(Serin KPC+OXA-51 - - 1 0 - 100
karbapenemaz)
OXA-48+OXA-51 - - 0o 1 - 0
OXA-48+OXA-23, - - 1 0 - 100
OXA-58
Negatif - - 1 6 - 14,2
TOPLAM 42 8 22 28 84 44

Sinir esik degeri 22 mm olarak belirlendiginde, 19 mm’de karbapenemaz negatif kabul
edilen alti izolat, serin karbapenemaz sinifina dahil olarak dogru tanimlandi. CIMplus
yonteminin karbapenemaz siniflarinin tespiti agisindan duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglar1 Tablo
19°da gosterildi.
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Tablo 19: CIMplus testinin duyarhhik ve dzgiilliik sonuclar:

Ambler Karbapenemaz Tiirii GP YN GN YP Duyarhbk Ozgiillik
Sinifi
(%) (%)
A KPC 0 2 - - 0 -
B NDM 2 1 - - 66,6 -
D OXA-48 2 30 - - 6,2 -
OXA-51 0 1 - - 0 -
NDM+0OXA-48 7 [ 383 - - 17,5 -
KPC+OXA-48 5 0 - - 100 -
VIM+OXA-48 4 0 - - 100 -
NDM+0OXA-51 0 2 - - 0 -
VIM+OXA-51 1 0 - - 100 -
2 Simf KPC+OXA-51 1 0 - - 100 -
OXA-48+0OXA-51 0 1 - - 0 -
OXA-48+0XA-23,0XA- 0 1 - 0 -
58
Negatif - - 7 0 - 100
TOPLAM 22 71 7 O 23 100

KPC izolatlarinin her ikisi D/2 Siif; NDM izolatlarindan birisi negatif; OXA-48
izolatlarindan biri A sinifi, ii¢li B smifi, dokuzu negatif, 17’si glivenilmez; OXA-51 izolat1
negatif, NDM+OXA-51 izolatlar1 negatif, NDM+OXA-48 izolatlarindan biri A sinifi, 18’1
negatif, 14’1 glivenilmez; OXA-48+OXA-51 ve OXA-48+0XA-23, OXA-58 izolatlar1 da
negatif olarak tespit edildi. Tiim izolatlar icerisinde 31 izolat hem EDTA’l1 hem de PBA’l1 disk

cevresinde >10 mm inhibisyon zonu olusturarak sonucu “giivenilmez” olarak degerlendirildi.
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Karbapenemaz tiiriinii tespit etmek agisindan ¢alisilan fenotipik testlerin duyarlilik ve

ozgiilliik sonuglar1 Tablo 20°de gosterildi.

Tablo 20: Karbapenemaz tiirii tespitinde kullanilan testlerin duyarhhk ve
ozgiilliiklerinin karsilastirilmasi

Kombine eCIM ClIMplus
<19 mm <22 mm
Duyarhlik (%0) 98,9 75,4 84 23
Ozgiilliik (%) 71,4 48,8 44 100
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TARTISMA

Antimikrobiyal ilag direnci, tiim diinyada artan mortalite ve morbiditeyle sonuglanan
ciddi durumlara yol agmaktadir. Bu direnc¢ profillerinin takip edilerek gerekli dnlemlerin
alinmasi i¢in ¢esitli slirveyans aglar1 olusturulmustur. Bu aglardan birisi, iilkemizin de dahil
oldugu CAESAR siirveyans agidir. Enterobacteriaceae ailesindeki karbapenem direnci de bu
kapsamda takip edilmektedir. Enterobacteriaceae ailesinden E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinin belirli antibiyotiklere kars1 direng oranlar yillik olarak bildirilmektedir. CAESAR
2020 raporunda E. coli i¢in sirastyla ertapenem ve imipenem/meropenem direngleri %9 ve %3
iken bu oranlar K. pneumoniae i¢in %51 ve %39 olarak belirlenmistir (5). Rodriguez-Bafio et
al. yaptiklar1 ¢calismada en sik karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae’nin K. pneumoniae
oldugunu belirtmislerdir (71). Bu sebeple KDE’leri temsilen ¢aligmamiza Enterobacteriaceae

ailesinden 100 K. pneumoniae izolatini dahil edildi.

Karbapenemlerin son segenek tedavisi olmasi ve hastanede yatirilarak tedavisinin
uygulanmas1 sebebiyle KDE’ler genel olarak hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep
olmaktadir. Hatta plazmidler araciligiyla hastalar aras1 hizla yayilabilmekte ve salginlara sebep
olabilmektedir (30, 31, 42). Nordmann et al. KDE’lerin sadece hastane kaynakli degil,
toplumdan da izole edilebildigini belirtmislerdir (26). Bizim de ¢alismamizda izolatlarin biiyiik
cogunlugu hastaneden, 6zellikle yogun bakim servislerinden izole edilmekle birlikte %9’luk

bir kismi1 da ayaktan hastalardan izole edildi.

Numunelerin yillara gére dagilimim inceledigimizde numunelerin %52’sinin 2021
yilina ait oldugu goriildii. Bu duruma KDE oranlarinin da iilkemizde giderek artmasi sebep
olmus olabilir. ECDC’nin son raporuna gore iilkemizde KDE siklig1 2018 yilinda %34,4, 2019
yilinda %39,4, 2020 yilinda %48,2 olarak belirtilmistir (7). Calismamizin numune dagilimi da
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bu verilere paralel olarak artarak 2018 yilinda %21, 2019 yilinda %27, 2021 yilinda %52 olarak
tespit edildi.

Schwaber et al. yatan hastalarda karbapenem direngli K. pneumoniae bulasmnin risk
faktorlerini arastirmiglar; yogun bakimda kalmanin ve foley katater kullaniminin enfeksiyon
riskini artirdigini tespit etmislerdir (1). Patel et al. mekanik ventilasyon ve santral venoz katater
kullaniminin karbapenem direngli K.pneumoniae enfeksiyon riskini artirdigini gostermislerdir
(2). Orneklemimizin bityiik cogunlugunun yogun bakim hastalarindan olusmasi ve idrar, trakeal
aspirat, kan numunelerinden izole edilmesinin sebebinin bu olabilecegi diisiiniildii.
Polikliniklerden izole edilen suslarin tiimiiniin idrar numunelerinde goriilmesinin nedeninin

ayaktan takip edilen daimi sondali hastalar oldugu diistintildii.

Karbapenemazlar, tiim beta laktam antibiyotiklere karsi direng olusturmalari ve
beraberinde siklikla baska diren¢ genlerini de tagimalar1 sebebiyle ¢oklu ilag direncine sebep
olabilmektedir (70). Aym1 zamanda Kkarbapenemaz iireten izolatlarin hastalar arasi hizli
yayilimi, hastanede kalig siiresinin uzamasina, morbidite ve mortalitenin artmasina sebep
olmaktadir. Borer et al. yaptiklar1 ¢alismada KDE’ye bagli mortalite oranin1 %71,9, Schwaber
et al. karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarina bagli mortalite oranini1 %44 olarak tespit
etmiglerdir (1, 32). Solgi et al. 6zellikle NDM ve OXA-48 genlerinin yayiliminda yatay gen
transferinin 6nemini vurgulamig, hastaneye siirekli giris ¢ikis yapilmasi ve sik seyahat
edilmesiyle toplumda da yayginlasabilecegini belirtmislerdir (3). Bu sebeple bu izolatlarin hizli
tespiti, gerekli enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi ve halk sagliginin korunmasi agisindan

oldukc¢a 6nemlidir.

Enterobacteriaceae’larda karbapenemlere karsi duyarliligin azaldigi durumlarda
karbapenemaz varligi arastirilmalidir. Bu amagla meropenem MIK lerinin kullanimi duyarlilik
ve Ozgillik acisindan en iyi sonuglari vermektedir. Yapilan g¢alismalarda ertapenemin
duyarlilik sonuglari iyi fakat 6zgilliigi diisiik bulunmustur (70). Bu ¢alismada EUCAST 2021
kriterlerine uyarak disk difiizyon yonteminde meropenem inhibisyon zon ¢apt <28 mm veya
otomatize sistem antibiyogram sonucuna goére MIK degeri >0.125 mg/L olan izolatlar
karbapenemaz varligi acisindan degerlendirildi. EUCAST, izolatlarin rutin duyarlilik
testlerinde karbapenem duyarliliginda azalma tespit ettikten sonra, karbapenemaz varligini
tespit etmek agisindan fenotipik testlerin ¢alisilmasini 6nermektedir (70). Bu amagla 6ncelikle
izolatlarimiza kombine disk yontemi galisildi. Bu yontemle bir direng paterni tespit edilen

izolatlar calismamiza dahil edildi. Bu izolatlara ayn1 zamanda fenotipik yontemlerden mCIM,
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aCIM, eCIM ve CIMplus yontemleri de calisildi. Gen varliklarini saptamak i¢in PZR yontemi

calisilarak, calisma sonuclar1 karsilastirildi.

Karbapenemaz varligini tespit etmek agisindan izolatlarimiza kombine disk yontemi,
mCIM ve aCIM testlerini ¢alisarak sonuglar karsilastirildi. Tsakris et al. meropenem diskine
PBA, EDTA, PBA+EDTA ilave ederek karbapenemaz varligi ve tiiriine baktiklari ¢aligmada
KPC, MBL ve KPC+MBL tespitindeki duyarliliklarini sirastyla %100, %100, %96,8 olarak
tespit etmislerdir (72). Calismamizda kombine disk metodunun KPC ve MBL tespitinin
duyarliliklar1 %100 olarak saptandi. Izolatlarimiz arasinda KPC+MBL izolat: bulunmuyordu.
Bartolini et al. da 108 Enterobacteriaceae izolatinda karbapanemeaz tespiti agisindan alti
fenotipik yontemi karsilastirdiklart ¢alismada kombine disk yonteminin duyarliligini %95,
ozgilliglinii %99 olarak tespit etmislerdir. Calismalarinda KPC, NDM ve OXA-48
izolatlarinin tiimi %100 tanimlanirken, bes VIM izolatindan ikisi tanimlanamamis, VIM+KPC
enzimlerini bulunduran ti¢ izolat da tanimlanamamistir (46). Bizim ¢alismamizda da KPC,
NDM ve OXA-48 izolatlarinin tiimii %100 tanimlandi1. Fakat ii¢ NDM izolatindan biri ve 32
OXA-48 izolatindan ikisi kombine disk yonteminde MBL+OXA-48 olarak tespit edildi.
Izolatlarimiz arasinda VIM+KPC enzimi bulunduran izolat yoktu. Ancak cift direng enzimi
bulunduran izolatlar1 inceledigimizde 55 izolatin 13’i tam ve dogru tanimlanirken, 41°inin
icerdigi enzimlerden yalnizca birisi tespit edilerek eksik tanimlandi. Yine ayni ¢calismada ¢oklu
direng profillerinde fenotipik testlerin yaniltict oldugunu ileri stirmiislerdir. Miriagou et al. da
125 karbapenem direngli K. pneumoniae izolatinda kombine disk yontemiyle karbapenemaz
arastirdiklar1 calismalarinda ¢ift karbapenemaz enzimi bulunduran izolatlarin enzimlerden
birinde veya her ikisinde yalanci negatif sonuglar tespit ettiklerini ifade etmislerdir (47). Bizim
de calismamizin sonuglari bu sonucu desteklemektedir. OXA-48+0OXA-51 enzimlerini
bulunduran bir izolatimiz ve PZR ile herhangi bir enzim bulunmadig: gosterilen izolatlardan
birisi de kombine disk yonteminde MBL olarak tespit edildi. Us ve ark. yaptiklar1 caligmada 83
OXA-48 enzimi bulunduran izolattan 3’iinii kombine disk yontemiyle MBL olarak tespit
etmislerdir (73). Benzer sekilde Giske et al. 34 KPC iireten izolatin dordiinii, dokuz OXA-48
tireten izolatin dordiinii, dokuz GSBL iireten izolatin birini MBL olarak tespit etmislerdir (74).
Her ikisi de sonug olarak EDTA sinerjisi konusunda yanlis pozitiflikler olabilecegi, bunun da
Ozgiilliigii disiirebilecegi hususunda uyarmiglardir. Calismamizin bu iki yanlis pozitif
sonucunun bununla ilgili oldugu diisiindiildi. Sattler et al. ti¢ farkli markaya ait kombine disk
yontemini karsilastirdiklar ¢calismada Liofilchem markasinin duyarliligini %96, 6zgiilliigiinii
%87 olarak tespit etmislerdir (75). Bizim de bu ¢alismaya benzer olarak karbapenemaz tespiti
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acisindan duyarlilik ve 6zgilliigiimiiz %100 ve %83,3 tiir. Fakat karbapenemaz tiiriinii tespit
etmek agisindan 6zgiilligii %71,4 olarak belirlendi. Bu duruma MBL ve ¢ift karbapenemaz

igeren izolatlarimizin sayica fazla olmasinin yol ac¢tigini diisiiniildii.

CLSI M100 S28’de, yapilan c¢alismalar sonucu mCIM testinin duyarlilik ve
Ozgiilligiiniin >%99 oldugu belirtilmistir (45). Tsai et al. da ¢alismalart sonucu mCIM testinin
duyarhilik ve 6zgulligiinii %100 olarak tespit etmislerdir (10). Gelmez ve ark. ise yaptiklar
calismada 6zgiilliigii %100 bulmasina karsin, duyarliligi1 daha diisiik olarak saptamis ve %81.95
oldugunu belirtmislerdir. Enzim agisindan sonuglar1 detaylandirdiklarinda duyarhiligin
diismesine sebep olan enzim gruplarinin sirastyla OXA-48 ve NDM oldugunu tespit etmislerdir
(11). Yapilan galismalarda fenotipik testlerle karbapenemaz varligini saptamada OXA-48 ve
NDM enzimlerinin giigliik olusturdugu, 6zellikle birlikte bulundugu durumlarda yanlis negatif
sonuglara yol agarak duyarliligi diistirebildigini belirtmislerdir (50) (76). Calismamizda Gelmez
ve ark.’larinin yaptiklari ¢alismaya benzer olarak mCIM testinin duyarlilig1 %83,8, 6zgilligi
%100 olarak tespit edildi. Sonuglar detaylandirildiginda yanlis negatif sonuglarin su enzim
gruplarina ait oldugu belirlendi; OXA-48 (26/32), OXA-51 (0/1), NDM+OXA-51 (1/2),
NDM+OXA-48 (34/40), OXA-48+0XA-23, OXA-58 (0/1). Bulgularimiz bu agidan da onceki

calismalara benzerdir.

Yapilan c¢aligmalar, bikarbonatin OXA tipi enzimlerin aktif bolgesindeki
karboksilatlanmis lizin kalintilarininin  aktivitesini artirdigini, bu sebeple meropenem
hidrolizine dayali karbapenemaz varligin tespit eden galigmalara bikarbonat ilavesinin OXA
tipi enzimlerin tespitinin kolaylastigin1 gostermistir (61, 77). Gelmez ve ark. da mCIM testine
amonyum bikarbonat ilave ederek sonuglar1 karsilastirmis, duyarliligin %89,47’ye 6zgiilliiglin
%95,49’a yiikseldigini tespit etmislerdir (11). Calismamizda amonyum bikarbonat ilavesi
sonrast duyarlilik hemen hemen ayni kaldi (%82,7), ozgiilliik ise %100 olarak saptandi.
mCIM’dan farkli olarak bir OXA-48 izolati daha tespit edilebildi, fakat iki NDM izolat1 yalanci
negatif olarak sonuglandi. Gelmez ve ark. ¢alismalarinda bir de meropenem zon ¢ap1 sinir
esigini 19 mm yerine, EUCAST meropenem duyarlilik sinir esigine uyarak 22 mm olarak
degerlendirip sonuglart karsilastirmislardir. mCIM <22 mm smir  esik  degeriyle
degerlendirildiginde 6zgiillik %100 olarak kalirken, duyarliligin %91,73’e ¢iktigini tespit
etmiglerdir. aCIM testini <22 mm sinir esik degeriyle degerlendirdiklerinde yine 6zgiillik
%100 olarak kalirken, duyarliligin %89,47°den %95,49’a yiikseldigini gérmiislerdir. Sonug

olarak da aCIM testinin <22 mm olarak degerlendirilmesinin karbapenemaz tespiti agisindan
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en dogru ve giivenilir sonuglari verdigini ifade etmislerdir (11). Calismamizda hem mCIM hem
de aCIM testleri her iki sinir esik degerine gore degerlendirilip sonuglar karsilagtirildiginda
amonyum bikarbonat ilavesinin sonuglar1 anlamli olarak degistirmedigi tespit edildi. Sinir esik
degeri <22 mm olarak degerlendirildiginde duyarliligin her iki testte de arttig1, fakat yanls

pozitif sonuglarin olugsmasiyla birlikte 6zgiilliiglin diistiigii tespit edildi.

Karbapenemaz varligini tespit etmek amaciyla fenotipik yontemler karsilastirildiginda
duyarlilik agisindan mCIM ve aCIM testlerinin 22 mm sinir esik degerine gore degerlendirme
sonuglarin, 19 mm smir esik degeri degerlendirme sonuglarina gére daha iyi oldugu goriildii.
Orneklem secimimizi kombine disk yontemi sonuglarina gére yaptigimiz igin kombine disk
yonteminin duyarlihi@i gorece daha yiiksek tespit edildi. Bununla birlikte yapilan diger
caligmalardaki kombine disk yonteminin duyarlilik sonuglar1 goz 6niinde bulunduruldugunda
ve testler maliyet etkinlik sonuglart agisindan degerlendirildiginde mCIM ve tiirevlerinin
kombine disk yonteminin yerine tercih edilebilir oldugunu diisiiniiyoruz. mCIM ve aCIM
testlerinin 19 mm sinir esik degerine gore degerlendirildiginde 6zgiilliik sonuglart %100 iken
sinir esik degeri 22 mm’ye ¢ekildiginde yanlis pozitif sonuglarin artmasiyla birlikte 6zgiilliiglin
diistiigii gézlemlendi. Bu farklilik, 6rneklemimizdeki karbapenemaz enzimi bulunmayan izolat
sayisinin az olmasindan kaynaklanmis olabilir. Mevcut veriler goz 6niinde bulunduruldugunda
22 mm smir esik degeri degerlendirme kriter sonuglarinin  dogrulama amaciyla
kullanilamayacagint  diistinmekteyiz. Duyarlilik ve  ozgillik sonuglar1  birlikte
degerlendirildiginde kombine disk yonteminin mCIM ve tiirevlerine gére daha dogru sonug

verdigi gézlemlendi.

CLSIMI100 S28’de metallo betalaktamazlar: serin karbapenemazlardan ayirt etmek i¢in
eCIM yoOntemi Onerilmis, yapilan ¢esitli calismalarda duyarliliginin >%95, 6zgiilliigiintin >%92
oldugu belirtilmistir (45). Tsai et al. 195 Enterobacteriaceae izolatinda yaptiklar1 ¢alismada
testin duyarliligini %89.3, 6zgiilliigiinii %98.7 olarak tespit etmiglerdir (10). Calismamizda
eCIM testini de 19 mm ve 22 mm sinir esik degerlerine gore degerlendirdik. Onerilen sinir esik
degeri olan 19 mm’ye gore degerlendirildiginde duyarliligi %86, 6zgilligii %56 olarak tespit
edildi. Smir esik degeri 22 mm’ye ¢ektigimizde ise mCIM testinde oldugu gibi duyarliligin
artip Ozgilligiin distigi gozlemlendi (%84, %44). Tsai et al. yaptiklar1 ¢caligmada 7 IMP
izolatindan birinin, 3 NDM+0OXA-48 izolatindan 2’sinin yanlis negatif sonug¢lanmasi sebebiyle
duyarhiliklarmin ~ distiigiinii  tespit etmislerdir (10). Calismamizda benzer olarak 40
NDM+OXA-48 izolatindan 6’sinin, 2 NDM+OXA-51 izolatindan birisinin yanlis negatif
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olarak sonuglanmasi sebebiyle duyarlilik sonug¢larinin diistiigii tespit edildi. Tsai et al. 41 OXA-
48 izolatindan birisinin yanlig pozitif sonuclanmasi sebebiyle 6zgiillilk degerinin diistiigiinii
saptamiglardir (10). Bizim de ¢alismamizdaki yanlis pozitif sonuglar, OXA-48 enzimi igeren
izolatlara aitti. 32 OXA-48 izolatindan 21’1 ve bir OXA-48+0XA-51 {ireten izolat yanlis pozitif

sonuglandi.

eCIM testini 22 mm’ye gore degerlendirdigimizde, 19 mm sonuglarina gore negatif
olarak saptanan 6 OXA-48, 1 OXA-51 izolati gercek negatif smifina dahil oldugu igin
duyarhilig1 bir miktar artti. eCIM, mCIM, aCIM testleri 22 mm’ye gore degerlendirildiginde
OXA tiirii enzimlerin dogru tespitini saglasa da yanlis pozitif sonuglarin artmasi bu metodun

dezavantajini olusturmaktadir.

Caméléna et al. karbapenemazlari tespit etmek ve Ambler siniflandirmasina gore
karakterize etmek i¢in 110 KDE izolat1 ile CIM testine EDTA ve PBA ilave ederek CIMplus
testini caligmislar. Testin duyarliligint %97,8, 6zgilligiini %94,4 olarak tespit etmislerdir (9).
Petit et al. da ayn1 amagla 137 karbapanemaz iireten ve 22 karbapenemaz iiretmeyen
Enterobacteriaceae izolati ile CIM testi yerine mCIM testini EDTA ve PBA ilaveleriyle
mCIMplus yontemini ¢alismiglar. Testin duyarlilifint %98,5, 6zgiilliigiinii %100 olarak tespit
etmiglerdir (12). Calismamizda duyarliligi diger iki ¢alismanin aksine daha diisiik olarak %23,
Ozgiilliigh ise benzer olarak %2100 olarak tespit edildi. Test sonuglar1 irdelendiginde oransal
olarak en fazla yanlis negatif sonucun OXA-48 ve NDM+OXA-48 izolatlarina bagli oldugu
gorlildii. Yanlis negatif sonuglar detaylandirildiginda 32 OXA-48 izolatin 17’si, 40
NDM+0OXA-48 izolatin ise 14’ii hem EDTA’l1 diskte hem de PBA’11 diskte >10 mm inhibisyon
zonu olusturarak “giivenilmez” olarak degerlendirildi. izolatlarin %31’inin sonucunun bu
sekilde olmasmin duyarlilik sonucunu diisiirdiigii kanisindayiz. OXA-48 enziminin spesifik
inhibitdriiniin olmamasi ve 6rneklemimizin %88’inde OXA sinifi enzim bulunmasi duyarlilig
daha diisiik saptamamiza sebep olmus olabilir. Calismamizda PBA diski ¢evresinde inhibisyon
zonu olusturmasi beklenen iki KPC izolatinin higbir diskinin etrafinda inhibisyon zonu
olusmadi. Bu sebeple bizim ¢alismamiz i¢in PBA ilavesinin anlamli bir katkis1 olmadi. Fakat
bu duruma Sinif A enzimi igeren izolat sayisinin az olmasi sebep olmus olabilir. Daha yiiksek
sayili izolatla c¢alisma yapilmasit faydali olacaktir. Ayrica 55 ¢ift diren¢g enzimi igeren
izolatimizdan yalmizca altis1 “D/2 Smif” kismina dahil olmustur. izolatlarin 22’si negatif, 31’1
ise giivenilmez olarak sonuclanmistir. Bu testin ¢ift direng enzimi igeren izolatlar i¢in giivenilir

sonug verecegini diislinmiiyoruz.
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Karbapenemaz tiiriinii tespit etmek icin galisilan yontemler karsilastirildiginda en
yiiksek duyarlilik sonucunu kombine disk yonteminde elde edildi. Bu duruma 6rneklem se¢im
yontemimiz sebep olmus olabilir. eCIM test sonuglarinda, inhibisyon zon ¢ap1 esik degeri 19
mm’den 22 mm’ye artirildiginda tipki mCIM ve aCIM testlerinde oldugu gibi duyarliligin
artmastyla birlikte 6zgilligin diistigi gorildi. CIMplus yonteminin duyarlilign diger iki
testten de disiik saptandi. Bu testin A ve D gruplarin1 ayirmasi gibi bir avantaji olmasi
beklenirken bizim ¢alismamizda istenen etkinlik saglanamadi. eCIM ve CIMplus testlerinin her
ikisinde de tespit konusundaki en ¢ok hata OXA-48 ve NDM+OXA-48 izolatlarinda oldugu
goriildii. Ulkemiz gibi OXA sinifi enzimler acisindan endemik bulunan bodlgelerde, fenotipik
test acisindan kombine disk metodunun eCIM ve ClMplus yontemlerinden daha faydali

oldugunu diisiiniiyoruz.

57



SONUC

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae’lar saglik kuruluslarinda ve toplumda hizla
yayilarak halk sagligmi tehdit etmektedir. izolatlarm hizla tespit edilip gerekli enfeksiyon
kontrol dnlemlerinin alinmasi gereklidir. Bu sebeple hizli ve dogru tespitinin yayginlagsmasi
olduk¢a onemlidir. Bu izolatlarin belirlenmesi icin diren¢ genlerinin gosterilmesi tanida altin
standarttir. Fakat yliksek maliyet, deneyimli personel ve donanimli laboratuvar gerektirmesi
sebebiyle yaygin kullanimi siirlanmaktadir. Calismamizda daha yaygin ve kolay
kullanilabilecegini diisiindiiglimiiz fenotipik testlerden kombine disk yontemi, mCIM, aCIM,
eCIM ve CIMplus testleri karsilagtirildi. Karbapenemeaz varligini tespit etmek agisindan
kombine disk yonteminin duyarliligt mCIM ve aCIM testlerinden daha yiiksek tespit edildi.
Kombine disk metodunda olusan yanlis pozitiflikler sebebiyle 6zgiilliigii bu iki testten daha
diisiik tespit edildi. mCIM ve aCIM testlerinin inhibisyon zon esik degeri 22 mm’ye
cekildiginde ise duyarliligin diisiip, 6zgiilliigiin yiikseldigi goriildii. Bu sebeple 6nerilen zon
esik degerinin (19 mm) daha dogru sonuglar verecegi diistiniildii. Karbapenemaz tiiriinii tespit
etmek amaciyla c¢alisilan kombine disk yontemi, eCIM ve ClIMplus yontemleri
karsilastirildiginda performans bakimindan en iyi sonuglarin kombine disk metoduyla elde
edildigi goriildii. eCIM ve CIMplus testlerinin OXA-48 ve NDM+OXA-48 izolatlarini
tanimlama konusunda yetersiz oldugu goriildii. Sonug olarak iilkemiz gibi o6zellikle bu
enzimlerin yaygin oldugu bolgelerde hem karbapenemaz varligini hem de tiiriinii dogru tespit

etmek agisindan en uygun fenotipik testin kombine disk yontemi oldugunu diisiiniiyoruz.
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OZET

Enterobacteriaceae ailesi hem toplum kaynakli basit enfeksiyonlarin hem de hastane ile
iligkili komplike enfeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giinlimiizde
Enterobacteriaceae’lar i¢in son segenek tedavilerden birisi olan karbapenemlere karsi direng
hem artmakta hem de yayginlagsmaktadir. KDE izolatlarinin hizli yayilimi ve etken oldugu
enfeksiyonlara bagli morbidite, mortalitenin artig1 sebebiyle diinya genelinde siirveyans aglari
olusturulmustur. Buradan elde edilen veriler KDE izolatlarinin saglik hizmeti veren
kuruluslarda hastalar arasi horizontal olarak yayilimi1 ve artik toplumda da yayilarak halk
sagligini tehdit etmekte oldugu konusunda uyarmaktadir. Bu sebeple bu izolatlarin hizli ve
dogru tespiti, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinarak yayilimini 6nlemede kritik role sahiptir.
KDE’lerin en sik sebebi karbapenemaz tiretimidir. Karbapenemazlarin tanisinda fenotipik
yontemler ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler tanida altin standart
olmasina ragmen deneyimli personel, maliyet ve donanimli gereksinimleri sebebiyle yaygin
olarak kullanilamamaktadir. Biz de calisgmamizda tanida kullanilan fenotipik testlerin

performanslarin1 degerlendirmeyi amagladik.

Calismaya 2018-2021 yillar1  arasinda hastanemizin  ¢esitli  kliniklerinden
laboratuvarimiza gonderilen drneklerden izole edilen 100 K. pneumoniae izolati dahil edildi.
Karbapenemaz tarama kriteri olarak EUCAST 2021 kriterleri kullamldi. Izolatlara
karbapenemaz varligini tespit etmek icin kombine disk yontemi, mCIM ve aCIM testleri
yapildi. mCIM ve aCIM testleri 19 ve 22 mm inhibisyon zon ¢ap1 sinir esik degerlerine gore
ayr1 ayr1 degerlendirildi. Karbapenemaz tiiriinii tespit etmek i¢in kombine disk yontemi, eCIM

ve CIMplus ydntemleri calisildi. izolatlarin her birine ger¢ek zamanli PZR ile direng gen tespiti
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yapildi. Calisilan fenotipik yontem sonuglari, PZR sonuglar ile karsilastirilarak performans

degerlendirmesi yapildu.

Karbapenemaz tespitinde kombine disk yontemi, mCIM-19 mm, mCIM 22 mm, aCIM-
19 mm, aCIM-22 mm testlerinin sirasiyla duyarliliklar1 %100, %83,8, %94,8, %82,7, %94,6;
ozgiilliiklerini ise %83,3, %100, %34, %100, %57 olarak tespit edildi. Karbapenemaz tiir tespiti
amaciyla g¢alisilan kombine disk yontemi, eCIM-19 mm, eCIM-22 mm, CIMplus testlerinin
sirasiyla duyarliliklar1 %100, %75.4, %84, %23; 6zgullikleri ise %62,5, %48,8, %44, %100
olarak tespit edildi. mCIM ve aCIM testlerinin sonuglar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi. mCIM, aCIM ve eCIM testlerinin inhibisyon zon ¢ap1 esik degeri 19 mm’den 22

mm’ye artirildiginda duyarliligin artip 6zgiilligiin diistigii gozlemlendi.

Sonug olarak fenotipik testler i¢erisinde hem performans hem de islevsellik agisindan
en efektif sonuglarin kombine disk metoduyla elde edilecegini, ancak g¢ift direng geni i¢eren
izolatlar i¢in ise fenotipik testlerin yetersiz olabileceginin unutulmamasi gerektigini

diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Karbapenem direngli Enterobacteriaceae, karbapenemaz,

kombine disk yontemi, karbapenem inaktivasyon yontemi
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PROSPECTIVE EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF
PHENOTYPIC TESTS USED IN DETECTION OF
CARBAPENEMASE-PRODUCING ENTEROBACTERIACEAE

SUMMARY

The Enterobacteriaceae family is the causative agent of both simple community-
acquired infections and complex hospital-associated infections. Today, resistance to
carbepenems, which is one of the last-choice treatments for Enterobacteriaceae, is becoming
widespread due to increasing antimicrobial drug resistance. Surveillance networks have been
established around the world due to the rapid spread of CRE isolates and the increase in
morbidity and mortality due to infections. The data obtained here warns that BDE isolates
spread horizontally between patients in health care institutions and now spreads in the society
and threatens public health. For this reason, rapid and accurate detection of these isolates is
important in preventing their spread by taking infection control measures. The most common
cause of CRE’s is the production of carbapenemases. The gold standard for the diagnosis of
carbapenemases is molecular methods. However, it cannot be used widely due to experienced
personnel, cost and well-equipped laboratory requirements. In our study, we aimed to evaluate

the performance of phenotypic tests used in diagnosis.

100 K.pneumoniae isolate included to study that has been isolated from samples sent to
our laboratory from various clinics of our hospital between 2018 and 2021. EUCAST 2021
criteria were used as carbapenemase screening criteria. Combined disk method, mCIM and
aCIM tests were performed to detect the presence of carbapenemase on the isolates. The mCIM
and aCIM tests were evaluated separately according to the 19 and 22 mm inhibition zone
diameter cutoff threshold values. Combined disk method, eCIM and CIMplus methods were
studied to detect the carbapenemase species and the results were compared. Resistance gene

detection was performed on each of the isolates by real-time PCR.
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The sensitivities of combined disc method, mCIM-19 mm, mCIM 22 mm, aCIM-19
mm, aCIM-22 mm tests as 100%, 83.8%, 94.8%, 82.7%, 94.6%, and the specificities as 83.3%,
100%, 34%, 100%, 57% respectively, for detection of carbapenemases. The sensitivites of
combined disc method, eCIM-19 mm, eCIM-22 mm, CIMplus tests as 100%, 75,4%, 84%,
23%, and the specificites as 62,5%, 48,8%, 44%, 100% respectively, for detection of
carbapenemase species. We could not detect a significant difference between the results of the
mCIM and aCIM tests. We observed that when we increased the inhibition zone diameter
threshold value of the mCIM, aCIM and eCIM tests from 19 mm to 22 mm, the sensitivity
increased and the specificity decreased. We believe that the most effective results in terms of
both performance and functionality will be achieved with the combined disk method. We think

that phenotypic tests will be insufficient for isolates containing double resistance genes.

Key words: Carbapenem resistant Enterobacteriaceae, carbapenemase, combined disc method,

carbapenem, inactivation method
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