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OZET

Klinik Orneklerden Izole Edilen Gram-Negatif Basillerde Metallo-p-
Laktamaz’larnin Fenotipik-Genotipik Olarak Arastiriimasi ve Suslarin Filogenetik
Analizi

Karbapenemler coklu direncli Gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinda en
sik  kullamlan antibiyotiklerdir. Karbapenem direncinin en  6nemli
mekanizmalanndan birisi de metallo-g-laktamazlarnin (MBL) dretimidir. MBL
genleri kromozomda ya da plazmidde bulunur ve bakteri suslar arasinda kolayca
yayilabilir. Bu nedenle MBL "lara bagh antimikrobiyal direncin epidemiyolojisi ile
ilgili veriler antibiyotik politikasimin ve tedavi seklinin belirlenmesinde kritik
O6neme sahiptir.

Bu cahsmada Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibb1 Mikrobiyoloji
ABD da 01.03.2014-05.09.2015 tarihleri arasinda ¢esitli klinik infeksiyonlardan
izole edilen karbapeneme direncli oldugu belirlenen Gram-negatif bakterilerin,
fenotipik yontemlerle cesitli antibiyotiklere kars1 duyarhhklarinin belirlenmesi ve
genotipik yontemlerle dirence yol acan enzimlerin belirlenerek epidemiyolojik
veriler sunulmasi ve klonal iliskilerinin PFGE yontemi ile belirlenmesi amaclanda.

Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi Balcah hastanesinde cesitli kliniklerde
yatan hastalardan izole edilen 450 karbapenem direncli Gram-negatif bakteri
kombine disk ve modifiye Hodge testi yontemleri ile arastinldi ve metallo-§-
laktamaz Ureten 130 Gram-negatif bakteri tespit edildi. Bakterilerin invitro
sartlarda antibiyotiklere diren¢ durumlar1 Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda disk difizyon yoéntemi ile belirlendi.
Cahsmaya dahil edilen suslar arasinda en yiksek direncin % 99.23 ile
meropenem’e karsi, en distk direncin ise %5.38 ile Kolistin’e kars1 gelistigi
goralda.

Cahsma sonunda; karbapenem direncli  Gram-negatif  bakteri
infeksiyonlaninda guvenle kullamlabilecek tek antibiyotigin kolistin oldugu
gorildl. Karbapenem direncinin genotipik olarak analiz edilmesinden sonra tim
turlerde en baskin karbapenemaz genlerinin OXA-51, OXA-23-like ve OXA-24-
like oldugu, non-fermenterler ve Enterobacteriaceae tirlerinde ise NDM, TEM,
VIM, GES ve CTX-M tipi genlerin karbapenem direncinden sorumiu
karbapenemaz enzimleri oldugu belirlendi. Ayrica suslarin klonal iliskisi PFGE
yontemiyle irdelendiginde, yakin iliskili olarak degerlendirilen klonlarin persiste
oldugu, bu klonlarin hastanemizin farkh kliniklerinde yerlestigi ve cesitli hastane
kokenli enfeksiyonlara sebep oldugu tespit edildi.

Anahtar Sozcikler: CLSI, Gram-negatif basil , Karbapenem, MBL
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ABSTRACT

Phenotypical-Genotypical Investigation of Metallo-B-Lactamases Identified From
Clinical Gram-Negative Bacilli and Phylogenetical Analysis of Isolates

Carbapenems have become the most frequently used antibiotics in the
treatment of multi-drug resistant Gram-negative bacterial infections. One of the
major mechanisms of
carbapenem resistance is the production of metallo-B-lactamases (MBLs). MBL
genes can reside on chromosome or plasmids and easily spread among bacterial
species and strains. Therefore, data on the epidemiology of antimicrobial
resistance due to MBLs is critically important in the determination of antibiotic
policies and therapeutic decisions.

In this study in Cukurova University, Faculty of Medicine, Department of
Medical Microbiology, between March 1st, 2014 and September 5th, 2015, the aim
was to determine by phenotypical methods the antibacterial drug susceptibility
patterns of carbapenem-resistant Gram-negatives isolated from a variety of
clinical infections, to determine the enzymes associated with resistance by using
genotypical methods and to analyze their clonal relatedness by PFGE.

Four hundred-fifty carbapenem resistant Gram-negative bacilli isolated
from patients admitted in various clinical wards were tested. The in vitro
antimicrobial resistance of bacteria was determined by the disk diffusion method
according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. One
hundred thirty isolates tested positive for the production of metallo-B-lactamases
by the combined disk test and the modified Hodge test. The most frequent
resistance among the strains included in the present study was observed against
meropenem with a rate of 99.23%, while the lowest prevalence was obtained
against colistin with 5.38 %.

After analyzing the carbapenem resistance genetic detdrminants, the most
dominant carbapenemase genes were OXA-51, OXA-23-like and OXA-24-like.
NDM, TEM, VIM and GES were found to be responsible from carbapenem
resistance in both Enterobacteriaceae and non-fermenter species. In addition, after
the analysis of clonal relationship by PFGE, the isolates identified as closely related
were observed to be persistent, settled in different wards of our hospital, and
responsible for a wide range of hospital-acquired infections.

Resistance to carbapenems associated with different genetic determinants is
largely diffuse in our healthcare settings. The only reliable antibiotic in infections
caused by carbapenem resistant Gram-negative bacilli appears to be colistin. A
wise use of antibiotics by implementing a strict antibiotic stewardship is necessary
to control further dissemination of multiresistance.

Key Words: Carbapenems, Gram-negative bacilli, MBLs, CLSI
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1. GIRIS

Yeryuzinin en eski canlilar1 olarak bilinen ve yasadiklart mikrogevreye gen
insersiyonlari, delesyonel mutasyonlar ve/veya tek nokta mutasyonlar: sayesinde, hizla
adapte olma yetenegine sahip olan mikroorganizmalar yaklasik olarak 3.8 milyar yildir
varliklarini strdirmektedirler. Bu olaganisti mutasyonel degisim ve gen plastisitesi
yetenekleri sayesinde yasama ve ¢ogalmalarini engelleyecek 1s1, pH ve kuruluk gibi
fiziki, antibiyotikler ve dezenfektanlar gibi kimyasal ajanlara karsida kisa stirede direng
gelistirebilen mikroorganizmalar, olusturduklar: enfeksiyonlar ile ylksek morbiditenin
yani sira mortaliteninde sebebi haline gelmistir. irrasyonel antibiyotik kullanim1 sonucu
ortaya c¢ikan direncli suslarin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde yasanan
basarisizliklar 6zellikle hastanelere yatis endikasyonu olan hastalarda ciddi ekonomik
kayiplara da yol acarak sosyal guvenlik kurumlarinin tedavi giderleri yukundde 6nemli
derecede artirmigtir. Bu baglamda 6zellikle yogun bakim Unitelerinde sikca karsilasilan
Gram-negatif bakterilerin, kullanilan antibiyotiklerin neredeyse tamamina kars: direng
gelistirmesi ve siklhikla mobil genetik elementlerde kodlanan direng genlerinin
hastanelerde ve toplumda, 6zellikle pis su atik sistemlerinde bakteriler arasinda hizla
yayilmasi, sadece yatan hastada yatis sonrasi ortaya ¢ikan ekzojen yani hastane kaynakl
degil, hastanin hastaneye yatis 6ncesi toplumda kazanilmis ve florasina kolonize olmus
direncli suslardan kaynaklanan endojen kokenli mikroorganizmalarin yol agtigi
enfeksiyonlar1 da tedavi edilemez yiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlar haline
getirmistir. Yogun bakim Uniteleri, yanik tnitesi gibi dogal immun sistem defekti olan
veya immun sistem defekti yaratilan hastalarin takip edildigi servislerde gorilen
enfeksiyonlarda o6zellikle Klebsiella turleri ve Escherichia coli gibi Enterobacteriaceae
uyesi mikroorganizmalar, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii' en sik
izole edilen ve tedavi basarisizliklar: yasanan Gram-negatif bakterilerdir.

Klinik dneme sahip Gram-negatif bakteriler arasinda, tim diinyada, beta laktam
antibiyotiklere karsi hizla yayilan direng, direncin fenotipi kadar genotipi ve genetik
mekanizmalarinin  da sorgulanmasina ve daha duyarli molekiler sirveyans
calismalarinin yapilmasina sebep olmustur. Elde edilen direng stirveyans sonugclar: yeni

tedavi protokollerinin gelistirilmesine ve/veya mevcut protokollerinde gdzden
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gecirilerek 1slah edilmesine yardimci olacak, direncgli suslarin kaynaklari ve bulas
yollarinin tespiti kontrol calismalarina da rehberlik edecektir’.

Klinik ©6neme sahip Gram-negatif Dbakterilerin  ¢ogunda; penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemleri hidrolize edebilen ¢ok sayida beta-
laktamaz enzimi tespit edilmistir. Yapisal olarak dort gruba ayrilan beta-laktamazlardan
A, C ve D grubu enzimlerin aktif bolgelerinde serin aminoasidi; B grubu enzimlerin
aktif bolgelerinde ise bir veya iki ¢inko (Zn*?) iyonu yer alr. Zn*? iyonu tastyan bu
metalloenzimler, monobaktamlar disindaki tim beta-laktam antibiyotikleri hidrolize
etme yetenegine sahiptirler. Diger antibiyotik gruplarinin goguna direncli bakterilerle
olusan ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde iyi bir secenek olan karbapenem grubu
antibiyotiklere kars: direnc gelisiminde de MBL 6nemli yer tutmaktadir®.

Karbapenemazlar daha genis spektrumda antibiyotik direncine sebep olan bir
beta-laktamaz taridir. Ambler simf B’de yer alan MBL olarak da bilinen,
karbepenemazlar 6zellikle E coli ve klebsiella suslar: arasinda oldukca yaygindir. Bu
enzimler monobaktam disindaki bitin beta-laktamlar: hidrolize ederler. Hastanelerde
Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL), Indiiklenmis Beta Laktamazlar
(IBL) ve MBL ureten suslar ile enfekte hastalarin tedavi protokollerinin optimize
edilebilmesi icin etken patojendeki beta laktamazin tiriintin bilinmesi sarttir®.

Ulkemizde MBL enzim Ureten Gram-negatif bakteriler ile ilgili sinirh sayida
calisma bulunmaktadir. Toplumdaki MBL’ larin varligini ve sikligini tespit edebilmek
ve diren¢ gelisiminin en aza indirilerek geciktirilmesi icin daha fazla sayida arastirma
yapilmalidir. Bu arastirmalar sayesinde tlkemizdeki MBL’ larin varligi ve cografik
dagilimi agisindan ayrintili  bir epidemiyolojik bilgi edinilebilinir. Bu bilgiler
dogrultusunda direncli suslar kontrol altina alinarak tedavi stratejisinde farkli saglk
politikalar1 uygulanarak yeni direng gelisimi minimize edilebilir.

Bu calismada tedavide blyuk problemlere yol agan MBL pozitif izolatlarin
bolgesel epidemiyolojisinin anlasilmas: ve karbapenemaz enzimlerinin tiplendirilmesi
amaglanmistir. Bu amagla C.U. Balcali Hastanesi'nde tedavi goren hastalarin klinik
drneklerinden izole edilen Gram-negatif bakterilerde MBL’ larin varhigi, sikhig, tipleri
arastirilmis ve toplum veya hastane kokenli suslarda direncin dagilimint aydinlatmak
icin filogenetik analizi yapilmstir.
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2. GENEL BiLGILER

Gram-negatif bakteriler tim dlinyada hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlarin
Oonde gelen etkenleri arasinda yer almaktadir. Hicre duvarlarindaki dis membran
yapisina bagl olarak Gram-pozitif bakterilere kiyasla bircok antibiyotige direncli olan
bu mikroorganizmalarin hastane ortaminda genetik madde aktarimi ve/veya
antibiyotiklerin segici baskisi ile multiple direng 6zelligi kazanmasi, enfeksiyonlarin
tedavisinde problem yaratmaktadir. Ozellikle YBU’de takip edilen hastalarda direncli
suslar ile olusan enfeksiyonlar daha mortal seyretmektedir. Bu baglamda hastanede
verilen hizmet esnasinda bulasan enfeksiyonlara sik sebep olmasi ve direng enzimlerini
kodlayan genlerin kolay transfer edilebilmesi sebebi ile Enterobacteriaceae turleri ve
Acinetobacter, Pseudomonas gibi nonfermantatif bakteriler oldukca 6nemlidir*>®,

Enterobacteriaceae turleri insan da dahil tim sicak ve soguk kanli hayvan
tirlerinin barsak floralari basta olmak lzere dogada oldukga genis bir hayat alanina
sahiptir. Florada siklikla kommensal olarak yer alan  Enterobacteriaceae tirleri
ekstraintestinal kolonizasyonlarda 06zelliklede diyabetli, immin yetmezligi olan,
immunosupressif ila¢ kullanan, kanserli, invaziv enstriman kullananlar ve ileri yaslilar
gibi enfeksiyonlara duyarli kisilerde primer veya sekonder patojen olarak bir¢ok
enfeksiyona sebep olurlar. Ozellikle hastanelerde verilen hizmet esnasinda kazanilan
enfeksiyonlarda Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp.,
Serratia spp., Salmonella’lar olmak siklikla izole edilmektedir’°*°.

Non-fermentatif Gram-negatif bakteriler ise dogada yaygin olarak bulunan,
saglikli kisilerde nadiren enfeksiyona yol acan, genellikle hastanelerde verilen hizmet
esnasinda kazanilan enfeksiyonu ile iligkili patojenlerdir. Hastane ortaminda
ventilatorler ile aksesuarlarindan, hasta yataklari ve diger gereclerin yani sira hastane
calisanlarinin cildinden de izole edilebilirler. Acinetobacter ve P. aeruginosa turleri
Klinik énemi olan nonfermentatif Gram-negatif bakteriler arasinda 6n siralarda yer
almaktadir. Giderek artan antibiyotik direnci nedeniyle bu bakterilerle olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar bulunmaktadir''.

P.aeruginosa, 0Ozellikle insanlarda olusturduklari enfeksiyonlarinin sikhigi ve
cesitliligi ile yuksek mortalite ve morbidite oranlarina neden olan 6nemli bir firsat¢i

patojen olarak bilinmektedir. Ozellikle savunma mekanizmalarinin zayifladigi immiin
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yetmezlik durumlarinda, malign ve metabolik hastaligi bulunanlarda, uzun sureli
kemoterapi ve radyoterapi alanlarda, yaslilarda ve agir yanik durumlarinda hastalik
olusturan ve daha cok hastene enfeksiyonlarina neden olan 6nemli bir patojendir.
P.aeruginosa’ da, ilag atim pompalari, dis membran gecirgenliginin distk olmas: ve
beta-laktamaz enzimleri ile pek ¢ok antibiyotige karsi dogal diren¢ bulunmaktadir,
Guniimuzde genis spektrumlu pek ¢ok antibiyotigin yaygin kullanimina bagl olarak P.
aeruginosa' da yuksek oranda antibiyotik direnci gelismekte ve etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. Multiple ila¢ direnci tasiyan
P.aeruginosa’ nin, aminoglikozitler, kinolonlara ve karbapenemler dahil beta-laktam
antibiyotiklerin coguna karsi dogal direng goOstermesinin yam sira, 0zellikle
karbapenemlere karsida karbepenemazlar ile direng kazanmislardir.*2. Yapilan bir
calismada MBL pozitif P. aeruginosa’nin klinik 6rnekten ilk izolasyonundan 6-12 ay
sonra hastane cevrelerinden izole edilebildigi gosterilmistir. MBL genlerini tasiyan
integronlar veya ek gen kasetlerini de barindirabilen bu bakteriler dikkate alinmalidirlar
cunkd ayni hastanin diger vicut bolgelerine veya yakinindaki diger hastalara bulasma
riski tasirlar. Dolayisiyla MBL (reten suslarin erken tanimlanmas: uygun tedavi
protokollerini belirlemek ve coklu direncin yayilmasini dnlemek icin gereklidir'.
Disuk virtlansl: ve firsat¢i patojen olarak bilenen Acinetobacter cinsi bakteriler
gunimizde hastane patojenleri arasinda onde gelen ve sorunlu mikroorganizmalar
olarak son yillarda Ozellikle klinik onemleri giderek artmaktadir. Bakterinin cevre
kosullarina uyum saglama yetenegi, yaygin kontrolsiiz antibiyotik kullanimi, yogun
bakim ve invaziv enstriiman kullanimindaki artis, giderek artan oranda izole
edilmelerine ve hastanelerde verilen hizmet esnasinda kazanilan enfeksiyon salginlarina
yol agmalarina sebep olmaktadir. Acinetobacter tirleri 0Ozellikle vicudun nemli
bolgeleri basta olmak (zere normal deri florasinda yer alabilmektedirler. Normal
bireylerin  yaklasik  %25’inin  derilerinde  Acinetobacter tlrlerini  tasidiklar:
gosterilmistir. Hastanede izlenen hastalarda tasiyicilik orani daha yiksektir. Bunun
nedeni capraz kontaminasyon ve hastane ortaminin kaynak olusturmasidir.
Acinetobacter tirleri cesitli simf antibiyotiklere c¢ok hizli bir sekilde direng
gelistirmektedir. Buglin Acinetobacter izolatlar1 siklikla kullanilan aminopenisilinler,
ureidopenisilinler, dar ve genis spektrumlu sefalosporinler, sefamisinler

aminoglikozitler gibi antibiyotiklerin blylk kismina yiksek oranda direng
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gostermektedir. Seftazidim, sefotaksim gibi genis spektrumlu sefalosporinler,
imipenem, tobramisin, amikasin ve florokinolonlara karsi duyarlilik halen degisik
oranlarda devam etmektedir. Acinetobacter suslarinda beta laktam antibiyotiklere direng
en stk kromozom ve plazmidler tarafindan kodlanan beta laktamazlarin varlhigina
baglidir. Bunun yani sira dis membran gegirgenliginin azalmas: PBP’ lerin afinitesinde

azalma da beta laktam antibiyotik direncine yol agmaktadir***.

2.1. Beta Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler ginimizde en sik kullanilan antibiyotik tlrevlerinin
basinda gelmektedir. Bakteri hilicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisidal etki
gosteren dislk toksisiteli p-laktam antibiyotiklerde biri azot, tici karbon olan dort tyeli
B-laktam halkasi bulunur. Monobaktamlar hari¢ bu ana halkaya 6-aminopenisilanik asid
(6-APA) adi verilen ikinci bir halka eklenmistir. Ginimuzde, 6-APA molekiliine yan
zincirler eklenmesi ile farkli molekiler yap: ve etkinlikteki 5 ana grup p-laktam

antibiyotik elde edilmigtir*®t"18.

1- Penisilinler

2- Sefalosporinler
3- Monobaktamlar
4- Karbapenemler

5- B-laktamaz inhibitorliler (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam)
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Sekil 1. B-laktam halkasina gore antibiyotikler

2.2. Beta Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Beta laktam antibiyotikler hiuicre zarlari Uzerinde bulunan ve bakteri hicre
duvarinda peptidoglikan sentezinden sorumlu olan transpeptidazlar veya penisilin
baglayici proteinler (PBP) olarak tanimlanan proteinleri baglayarak hucre duvar
sentezini inhibe ederler®.

Peptidoglikan tabaka, bakteri hiicre duvarinin asil polimeridir ve hiicre duvarina
seklini verecek i¢ ve dis ortamdan kaynaklanan yaklasik %20 siikroz konsantrasyonuna
denk ozmotik basinca karsi bakteri buttnliginu korur. Beta laktamlar pentapeptid yan
zincirdeki kopriuyu baglayan D-alanyl-D-alanine transpeptidase aktivitesini, enzimin
aktif serin tarafindaki hidroksil grubunda, stabil esterler olusturacak sekilde agilleyerek
inhibe etmektedir®.

Bu durumda bakteri hicre duvarindaki kros baglanma saglanmamakta ve
ozmotik direng kaybi ve lizis ortaya c¢ikmaktadir. Beta laktam antibiyotiklerin
hedeflerine baglanmalar1 ve etkinlik gostermeleri igin Gram-negatif bakterilerde porin
(outer membrane protein,OMP) adi verilen i¢i su dolu protein kanalciklarindan
gecmeleri, sitoplazma zarn ile dis zar arasindaki periplazmik boslukta yer alan beta
laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir. Gram-pozitif bakterilerde ise dis zar

bulunmayip, sitoplazma zarinin tzerinde kalin bir peptidoglikan tabakas: uzanmaktadir.
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Beta laktamazlar bu tabakaya yapisik veya bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak yer
almaktadir®'.

2.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢g Mekanizmasi

Gunumuzde yuksek etkinlik, dusik maliyet, minimal yan etki ve kolay alim
nedeniyle sik kullanilan Beta-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direng son yillarda
gittikce artmaktadir.  Gram-negatif bakterilerde Beta-laktam antibiyotiklere kars:
gelisen direncg farkli mekanizmalar ile gerceklesmektedir.
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Gram-nagative bacteria

Sekil 2. Gram-negatif bakterilerde direng mekanizmalan

2.3.1. Tlacin hedef bélgesi olan PBP’lerde meydana gelen degisiklikler

Antibiyotigin hedef bolgesi olan PBP’lerde meydana gelen degisiklikler
kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. PBP’nin beta laktam antibiyotige
afinitesinin azalmasi yoluyla, PBP sayisinda azalma olmasi veya beta laktam

antibiyotiklere dustk afinite gosteren yeni PBP’in sentezlenmesi yollariyla olur.
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Bakterilerde iki grup PBP belirlenmistir. Birincisi, disuk molekil agirlikli PBP
(DD-karboksipeptidazlar), ikincisi de yuksek molekul agirlikli PBP’dir (transpeptidaz
ve transglikozidos’lar). Yuksek molekil agirhkli PBP’deki degisiklige bagli olusan

penisilin direnci Gram-pozitiflerde Gram-negatiflerden daha fazladir®.

2.3.2. D1s membran gegirgenliginin bozulmasi

Dis membraninin gegirgenliginin azalmasi 6zellikle Gram-negatif bakteriler icin
Onem tasir. Gram-negatif bakterilerin membranlari Gram-pozitif bakteri membranlarina
nazaran daha komplike bir yapiya sahiptir. Gram-negatif bakterilerin dis membran:
“QOuter Membran” (OM) fosfolipid ve lipopolisakkaritden olusan iki tabakal: bir yapidir.
OM cok sayida porin proteinleri vardir. Murein lipoproteini (Lpp), OmpA ve genel
difiizyon porin proteinleri gibi porinler her hiicrede yaklasik >105 kopya olarak
bulunur. Fosfolipid ve lipopolisakkarit yapida meydana gelen mutasyonlar OM
sayisinda azalma ile sonuglanir. OM ayn1 zamanda segici bariyer 6zelliginde bir kanal
gibi rol oynar ve iclerinden gegecek molekulln iyon yuki ve biylkligl yoninden
secicilik gosterirler. Bu nedenlere bagli olarak antibiyotik reseptorlere ulasamamakta ve
etkisini gosterememektedir.Bu 6zellik Gram-negatif bakterilerin antibiyotiklerle olan
etkilesiminde dnemlidir 22,

Bakterilerde antibiyotiklere karsi direncte OM’da iki temel degisiklik ortaya
cikar. Birincisi spesifik mutasyonlar ile dis membranda permeabilite azalmas: seklinde
fonksiyonel degisiklikler, ikincisi ise porinlerde sayica azalma ya da porin kaybinin
neden oldugu degisikliklerdir®.

E. coli ile ilgili yapilmis calismalarda iki major porin; OmpK35 ve OmpK36°nin
uretildigi tespit edilmistir. GSBL Ureten izolatlarda her iki porin kaybi sefoksitin
direnci, genis spektrumlu sefalosporinlere direnc artis1 ve 6zellikle ertapenem olmak
uzere karbapenemlere duyarlik azalmasina neden olur. Porin kaybi ayn1 zamanda GSBL
ureten izolatlarda florokinolon gibi beta laktam dis1 antibiyotiklere direngden sorumlu

mekanizmalar arasindadir®®?’.

2.3.3. Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid baglarini pargalayarak

beta-laktam ajanlarin etkinligini ortadan kaldiran, penisilinler, sefalosporinler ve
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benzeri beta laktam antibiyotikleri hidrolize eden ve bu antibiyotiklere direng gelisimine
neden olan enzimlerdir. Beta laktam antibiyotiklere karsi klinikte en ¢ok gdzlenen
diren¢c mekanizmasidir. Beta-laktamazlar; Gram-pozitif, Gram-negatif ve anaerob
bakteriler tarafindan sentezlenir. Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomunda veya
plazmid, transpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarda bulunabilir?®®.Gram-
pozitif bakteriler arasinda beta laktamaz Ureten en onemli patojen stafilokoklardir.
Anaeroblardan Clostridium ve Fusobacterium’larin beta-laktamazlar1 esas olarak
penisilini parcalarken Bacteriodes’ler tarafindan dretilen beta-laktamazlar ise siklikla
sefalosporinaz etkinligi gostermektedir. Gram-negatif bakteriler, daha ¢ok sayida beta-
laktamaz dretirler. Basta Enterobacteriaceae (yeleri olmak (izere Gram-negatif

bakterilerin beta-laktam direncindeki en 6nemli mekanizma beta-laktamaz tretimidir?®.

2.3.4. Efluks (Atim) Pompasi

Antimikrobiyal direngte diger neden ise antibiyotiklerin hiicre disina atilmasinda
kullanilan pompa sistemleridir. Atim pompalar1 “ATP-binding cassette” (ABC) stper
ailesi, “Major facilitator” siper ailesi (MFS), “multidrug and toxic compound
extrusion” (MATE) ailesi, “small multidrug resistance” (SMR) ilaglarin alt gruplarini ve
metabolitlerini transport eden slper aile ve “Resistance-nodulation division” (RND)
stper ailesi olmak Uzere bes gruba ayrilir. Genellikle kromozomal olarak kodlanmakla
birlikte plazmid aracilig: ile de kodlanabilir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
farkli pompa sistemleri bulundurmaktadir. Pompalar secicidir ve genis substrat
Ozgullugh vardir. Cogunlukla sitoplazmik zarda bulunmaktadir ve ilacin atimi igin
proton itici gi¢ kullanilmaktadir. Gram-negatiflerde 6zellikle RND pompa sistemi ilag
direncinde 6nemli role sahiptir. RND pompa ailesinden AcrAB-TolC (florokinolon ve
sefuroksim direnci ile iliskili bulunmustur), MFS pompa ailesinden MdfA ve yeni
bulunan QepA (plazmid ile kodlanan florokinolon direng geni) , SMR pompa ailesinden

EmrE E. coli’de bulunan pompa sistemleridir®®.

2.4. Beta-Laktamazlar
Beta laktamaz enzimleri beta-laktam antibiyotiklerdeki dort Uyeli beta-laktam
halkasinin amid baglarin1 parcalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren

enzimlerdir. Bu enzimler Gram-negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere kars:
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gelistirdigi major defans mekanizmalarindan biridir. Beta laktamazlar ilk olarak
penisilinleri hidroliz etmeleriyle tanimlanmistir. Bundan sonra her yeni beta-laktam
grubu antibiyotik kullanilmasiyla bu tabloya yeni beta laktamazlar eklenmistir.
Abraham ve Chain’nin 1940 yilinda penisilinaz1 ortaya koymalarindan bugtine kadar
890’a yakin beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir. Ambler 1980 yilinda amino asit
dizilerine dayanarak p-laktamazlari A,B,C ve D olmak iizere dért grupta toplamistir®32,

Siif A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, oncelikle penisilinleri
hidroliz eden beta-laktamazlardir. Gram-negatif bakterilerde en sik bulunan TEM-1
enzimi bu gruba iyi bir drnektir.

Sinif B: Aktive gosterebilmeleri icin cinkoya bagli tiyol gruplari gerektiren
metalloenzimlerdir.

Simf C:. Aktif bolgelerinde serin  aminoasit tasiyan, oncelikle
sefalosporinazlardan olusan, kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle
AmpC enzimler olarak da adlandirilan enzimlerdir.

Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir.

Beta-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda Bush, Jacoby ve
Mederios tarafindan biyokimyasal Ozellikleri ve substrat profillerine gore beta-
laktamazlar1 4 gruba ayirdiklari siniflandirmadir® .Bu gruplarin genel ézellikleri tablo 1’
de goriilmektedir®.
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Tablo 1. Beta-laktamazlarin sstmflandiriimasa

Fonksiyonel Bush ..
. Ambler (sinif) Ornekler Substratlar
Mekanizma (grup)
Benzilpenisilin,
. Genis spektrumlu aminopenisilinler,
Serin Sinif A (24, o
L betalaktamazlar: karboksipenisilinler, dar
betalaktamazlar penisilinazlar 2b, 2c) .
TEM-1, TEM-2,SHV-1 spektrumlu sefalosporinler
(sefazolin, sefuroksim)
Genislemis spektrumlu Geniis spektrumlu
betalak'tam.azlar (GSB_L)'_ betalaktamazlarin
(2be) TEM ailesi ve SHV ailesi substratlarina ilaveten
€ Digerleri: - -
BES1,GES/IBC klokse—;ls-llm, metisilin
ailesi. PER-1, PER-2, oksa-m-lm TEM ve SHV
SFOLTLAL, VEB-12 | Allesiileaym
(2b) TEM ailesi TEM ve SHV ailesi ile ayni
r
(TEM-30, TEM-31) ve inhibitorlere direncli
Genis spektrumlu
(2e) CTX ailesi betalaktamazlar ile ayni,
bazi enzimler igin sefepim
Genis spektrumlu
Karbapenemazlar betalaktamazlarin
(2f) (KPC1,KPC-2,KPC-3 ve | substratlarina
GES-1, GES-2) ilaveten karbapenemler,
sefamisinler
Karbapenemazlar:
Sinif B IMPailesi, .
(34, o Karbapenemaz sinif A ile
Metallobetalaktamazlar | metallobetalaktamaz VIM ailesi, SPM-1,SPM-
. 3b,3c) | o Aynm
(Cinko) '
GIM-1 ve L-1, CcrA
AmpC tip: AAC-1, ACT-
1,CFE-1, CMY ailesi, Genis spektrumlu
) DHA-
Serin Simf C o betalaktamazlarin
. () 1, DHA-2, FOX ailesi, .
betalaktamazlar sefalosporinaz LAT substratlarina ilaveten
ailesi, MIR-1, MOX-1 ve | Sefamisinler
MOX-2
Genis spektrumlu
Seri Sinif D kloksasilin betalaktamazlarin
erin
hidrolize edici (2d) OXA ailesinin cogu substratlarina ilaveten
betalaktamazlar . . L
enzimler (OXA) kloksasilin, metisilin,
oksasilin.
Diger OXA: OXA-23, IMP ailesi, VIM ailesi,
OXA-27, OXA-40, OXA- | SPM-1, SPM-2 ve GIM-1 ile
48 Ayni
Herhangi bir molekiiler veya
fonksiyonel gruba uymayan,
Bilinmiyor 4 AVS-1 sekanslanamamis ya da

Ozellikleri tanimlanamamis
enzimler
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2.4.1. Grup 1 Kromozomal Beta Laktamazlar

Grup 1 Kromozomal Beta Laktamazlar sefalosporinazlardir. Bu enzimlerin
molekdler sinift “‘C’dir. Salmonella disinda hemen tim Gram-negatif bakterilerde
kromozom kontroliinde sentezlenen beta-laktamazlar bulunur. Ancak miktar, sentez
yolu ve direncteki rolleri agisindan farkliliklar goésterir. Enzimler, indiklenebilen
enzimler ve yapisal enzimler olarak bulunabilmekte ve yiiksek diizeyde veya disuk
duzeyde olabilmektedir. E.coli, P.mirabilis ve Shigella spp.de disik dizeyde
sentezlenen yapisal enzimler vardir ve miktarlart ampisilin ve dar spektrumlu
sefalosporinlere karsi direng olusturmayacak kadar disuk dizeydedir. Buna karsin
E.coli, izolatlarinin %2’sinde AmpC enzimlerinin asirt sentezi sonucu yiksek dizeyde
direnc olusabilmektedir.

Indiiklenebilir kromozamal enzimler klinikte sik Karsilasilan Gram-negatif
bakterilerde bulunur. Enterobacter spp., P.aeruginosa, Citrobacter freundii, Serratia
spp., Morganella morganii, Providencia stuartii ve Providencia rettgeri’deki
sentezlenen kromozomal beta laktamazlar induklenebilen tlrdedir. E.coli’de bu enzimi
kodlayan genler olmasina ragmen promoter bolge aktif olmadigindan induklenme
ozelligi yoktur. Citrobacter freundii ve Morganella morganii’de indiiklenebilir beta-
laktamaz (IBL) tasiyan genler plazmid Gzerinde gosterilmistir. Plazmidler ile tasinabilir
hale gelmesi bu direncin bu enzimi kodlayan genleri tasimayan Salmonella spp. ve
K.pneumoniae gibi bakterilere de yayilmasina neden olmustur.

Klonlama c¢alismalari, kromozomal tip -1 beta laktamaz indiksiyonunda, AmpR,
AmpC ve AmpD olarak adlandirilan 3 genin rol oynadigini gostermistir. Bu genler
Enterobacteriaceae ailesinin tim uUyelerinde bulunmaz; 6rnegin E.coli’de AmpC ve
AmpD genleri vardir, ancak AmpR kaybolmustur. Plazmid kaynakli AmpC beta
laktamazinin asirt salgilanmas: porin kaybi ile birlikte gorildiginde karbapenem
direncine neden olmaktadir. Yirmiden fazla AmpC sinifi beta laktamaz tanimlanmis
olup bunlardan 5’i (DHA-1, DHA-2, ACT-1, CMY-13 ve CFE-1) indiklenebilir
Ozelliktedir.

AmpC tirl beta laktamaz Ureten bakteriler genis spektrumlu sefalosporinlerin
yani sira sefoksitine ve beta-laktamaz inhibitorlerine de (klavulanik asit ve sulbaktama)
direnclidir. Buna karsin aztreonam, kloksasilin ve karbapenem grubu antibiyotiklere

karst duyarhidirlar.  TUm beta-laktam antibiyotikler beta-laktamaz  GUretimini
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indUkleyebilir ancak imipenem, klavulanik asit ve kombinasyonlari, sefoksitin
vesefotetan gulclu indikleyicidirler. Plazmid kaynakli AmpC beta-laktamazlarin
indikleme 6zelligi yoktur. Normalde, bakteri tarafindan beta laktamazlar bir represor
mekanizma ile diisiik dizeyde sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin
eklendiginde enzim sentezinde birkag yiiz kat artis olabilmektedir. Farkl: beta laktam
antibiyotikler degisik oranlarda olmak (izere Grup 1 beta laktamazlar: indtkleyebilirler.
Ancak, indlkleyici yani beta laktamin ortadan kalkmasiyla beraber tekrar eski bazal
beta laktamaz sentezine geri doner. Bu ylzden bu mekanizma ile klinikte kalict bir

direnc s6z konusu olmaz®*.

2.4.2. Grup 2 Plazmid Kontroliindeki Beta Laktamazlar

Plazmid kontroltindeki beta laktamazlar en genis kategoriyi olusturmakta olup,
A ve D molekial simfin1 icermektedirler. Bu beta laktamazlar penisilinleri,
sefalosporinleri, kloksasilini, karbapenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlar
hidrolize etmelerine gore 6 alt gruba ayrilirlar. Bunlarin en blylk grubu tlrler arasinda
kolayca yayilabilen genis spektrumlu beta laktamazlardir. Gram-negatif bakterilerde
go6zlenen beta laktam antibiyotiklere kars1 direng biytik oranda plazmid kontroltindeki
beta laktamazlara baghdir. Molekiler sinif A’da olan ve 2b, 2be ve 2br alt grubunda
bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, sik soyutlanan tirlerde yaygin olmalart ve
plazmidlerce tasinmalar1 nedeni ile klinik agidan 6nem tasimaktadirlar. Grup 2b’de yer
alan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 ‘genis spektrumlu’ enzimlerdir. Bu enzimlere ampisilin,
karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta laktam antibiyotiklere diren¢ olusturmalar:
nedeniyle genis spektrumlu denilmistir. TEM-1, TEM-2, SHV-1 beta laktamazlar
Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunur. Bu beta laktamaz penisilinler ve 1.
kusak sefalosporinleri etkin bir sekilde parcaladiklari halde genis spektrumlu beta
laktamazlara (yeni sefalosporinler, monobaktamlar) sinirli etki gosterirler veya
etkisizdirler. Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta laktamaz
inhibitorlerine duyarhdirlar®®,

GSBL’ler TEM-3’den TEM-27’ye, SHV-2’den  SHV-7’ye  kadar
numaralandirilmigtir.  Molekdler simif D’de ve beta laktamaz siniflandiriimasinda 2d
grubunda yer alan OXA grubu enzimlerin tercih ettikleri substrat kloksasilindir. OXA-
10 enzimi, OXA-1’den OXA-10’a kadar olan OXA enzimlerine oranla daha genis
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spektrumlu bir enzimdir. Sefaperazona yulksek diren¢ olusturmakta, eger ¢cok miktarda
sentezlenirse aztreonam, sefotaksim ve seftriakson duyarhiliklarinda azalmaya
yolacabilmektedir. Son yillarda bu enzimlerin de genislemis spektrumlu mutantlarinin
ciktigr tespit edilmistir. Ayn1t TEM ve SHV enzimlerinde oldugu gibi OXA enzimlerinin
genlerinde olusan mutasyonlar enzim molekilinde genellikle 1-4 amino asidin
degismesine, dolayisiyla farkli bir enzim molekulinin olusmasina yol acar. Bu
genislemis spektrumlu turevler (OXA-11,14-17) 06zellikle nozokomiyal enfeksiyon
etkenlerinde giderek dnem kazanmaktadirlar.

Ulkemizde yapilan bazi calismalarda GSBL enzimlerinin varligi gosterilmistir.
2f grubunda Enterobacteriaceae ve Serratia marcescens’in karbapenemleri hidrolize
eden enzimleri bulunur. Bu mikroorganizmalar da son yillarda hastane
enfeksiyonlarinda sik karsilasilan etkenlerdir. Ayrica Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Proteus vulgaris ve Bacteroides fragilis’de plazmid kontroliinde bulunan
beta laktamazlar tespit edilmistir.

GSBL’ler, mikrobiyolojik olarak oksiimino sefalosporinleri hidrolize edebilen,
klavulanik asit tarafindan inhibe olabilen enzimler olarak tanimlanmaktadirlar. Yapisal
oOzellikler ve evoliisyon agisindan GSBL’ler 9 farkli grup iginde siniflandirilmaktadir.
Bu gruplar TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES/IBC, TLA, BES ve OXA’dr.
GSBL’lerin biyuk cogunlugu aktif bélgesinde bir serin molekdll icerir ve Ambler’in
molekdler sitniflamasina gore A sinifinda yer alir. OXA grubu enzimler ise D molekdiler
sinifinda yer almaktadirlar. Beta laktamazlarin biyokimyasal 6zelliklerinin 6n planda
tutuldugu Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasina gore ise GSBL’ler 2be, 2e ve 2d alt
gruplarina ayrilmaktadir.

GSBL’ler oksiimino sefalosporinler ve aztreonamin yani sira birinci kusak
sefalaosporinleri ve genis spektrumlu olanlar dahil penisilinleri de hidrolize ugratirlar.
Ancak bu enzimlerin sefamisin grubu sefalosporinlere (sefoksitin ve sefotetan) karsi
etkisi yoktur. Sefamisinlere etkili olmamalari, GSBL’leri AmpC tipi beta
laktamazlardan ayiran Onemli karakteristik Ozellikleridir. Ancak yine de istisnai
durumlarin séz konusu olabilecegi unutulmamalidir. Ornegin TEM 52’nin moksalaktam
ve sefotetan1 hidrolize ugratabildigi gosterilmistir. GSBL’lerin blyik c¢ogunlugu,
Ozellikle de TEM ve SHV kokenli olanlar, plazmidler tarafindan sentez edilmekle

birlikte, kromozomlar araciligiyla sentezlenen veya integron kokenli ¢ok sayida GSBL
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de mevcuttur. GlUnimdizde tim beta laktamazlar iginde sayilari en hizla artan beta
laktamaz gruplarinin basinda GSBL’ler gelmektedir.

Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorleri, GSBL
etkisini bloke edebilmekle birlikte, GSBL’lerin siklikla plazmidler zerinde
kodlanmalart ve bu nedenle suslar arasinda kolaylikla yayilmalari buyik sorun
olusturmaktadir. GSBL (reten klinik izolatlar1 tespit etmek icin ¢ok sayida metod
onerilmektedir. GSBL tasiyan ajanlar ile olusan enfeksiyonlarin yayilmasini énlemede

ve tedavide en etkili ajan imipenem olarak goriinmektedir®’.

24.2.1. Grup 2a

Penisilini hidrolize eden, klavulanik asite duyarli enzimler bu alt grupta
bulunmaktadir. S. aureus’un enzimleri bu gruptadir. Ayrica B.cereus’un kromozomal
beta-laktamazlari, Citrobacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fusobacterium

nucleatum’da tanimlanan enzimler de bu gruptadir®.

2.4.2.2. Grup 2b

Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarl: beta-laktamazlar: icerirler.
Plazmid kontrolindeki *“genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu
gruptadir. Bu enzimlere ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta-laktam
antibiyotiklere diren¢ olusturmalari nedeniyle genis spektrumlu denilmistir. TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamazlar: Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunur.
Ayrica OHIO-1 ve H.influenzae’da izole edilen ROB-1 enzimini de icermektedir. TEM-
1 beta-laktamazi 6zellikle E.coli suslarinda ampisilin ve amoksisilin direncine neden
olan mekanizmalar arasinda en sik gorulenidir. Ayrica TEM-1 enzimi, diger
Enterobacteriaceae uyelerinde oldugu gibi Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger

cinslerde de bulunur. SHV-1 &zellikle K.pneumoniae suslarinda bulunur®"%,

2.4.2.3. Grup 2be
Oksiimino beta-laktamlar ve monobaktamlar gibi antibiyotiklerin yaygin
kullanim: sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasit

degisikligi ile genislemis spektrumlu beta-laktamlara (seftazidim, seftriakson,
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sefotaksim veya aztreonam) da etki eden yeni TEM-ve SHV-enzimleri gelismistir®’. Bu
enzimler 2be’de yer almakta ve ESBL (extended-spectrum beta-lactamase = genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar) olarak adlandirilmaktadir. Sefoksitin, sefotetan ve
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarhdirlar. Ozellikle Klebsiella ve
E.coli suslarinda yaygindir. Bu grupta yer alan enzimlerden biri de PER-1 enzimidir. Bu

enzim ilk kez Tiirkiye’de retilen suslarda tespit edilmistir®®“.

2.4.2.4. Grup 2br
Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu beta-laktamazlar bu gruba
alinmigtir. TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ve TRC-1 enzimi bu

gruptadir®.

2.4.2.5. Grup 2c

Grup 2c icinde karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli enzimler yer
almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazlari, Aeromonas hydrophilia’nin AER-1
enzimi, M.catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, V.cholerae’nin SAR-1 enzimi de

bu gruptadir®®,

2.4.2.6. Grup 2d

Kloksasilini penisilinden daha hizli hidroliz eden beta-laktamazlar: icermektedir.
OXA enzimleri bu gruptadir. Bunlardan OXA-11 enzimi, Turkiye’de izole edilen bir
susta tanimlanmistir™. Klavulanik asit ve sulbaktama direnclidirler. Grup 2’nin diger alt
gruplarinda bulunan tim enzimler, molekuler simif A’da yer alirken, sadece bu alt grup

molekiiler sinif D’de yer alir®,

2.4.2.7. Grup 2e

Grup 2e yer alan beta-laktamazlar sefalosporinaz olmalarina karsin, grup
1’dekilerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe olmaktadirlar. B.fragilis’in CepA
enzimi, B.uniformis ve B.vulgatus’un kromozomal CblA ve CfxA, E.coli’den izole
edilen FEC-1 ile S.maltophilia’nin L2 ve Y.enterocolitica’dan izole edilen Blal

enzimleri bu grupta yer almaktadir®.
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2.4.2.8. Grup 2f
E.cloacae’nin indiklenebilen IMI-1 enzimi, E.cloacae’nin kromozomal NMC-A
enzimi ve S.marcescens’in Sme-1 enzimi yer almaktadir. Karbapenemleri hidroliz

etmekte, klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar,

2.4.3. Grup 3 Beta Laktamazlar (Metallo-p-Laktamazlar)

MBL, Bush siniflamasinda fonksiyonel grup 3 veya Ambler siniflamasinda sinif
B’de yer alan ve diger beta-laktamazlardan farkl: olarak aktif bdlgelerinde Zn*? iyonu
bulunan enzimlerdir®? .

MBL gerek yapisal olarak gerekse fonksiyonel olarak diger beta laktamazlardan
farklidir. Klinik suslarda genellikle ikinci veya Uclincl bir beta laktamaz enzimi ile
birlikte salinmasi, diger beta laktamazlardan bir baska farkidir. Yapisal farkliliklar: aktif
bolgelerinde ¢inko iyonu bulundurmalarindan kaynaklanmaktadir. islevsel farkliliklar:
ise monobaktamlar icin zayif hidrolitik kapasiteleri olmas: ve klavulanik asitle veya
tazobaktamla inhibe olmamalarindan kaynaklanmaktadir. Beta laktamaz inhibitorleri
yerine EDTA, dipikolinik asit ya da 1,10-fenantrolin gibi metal selatorlerle inhibe
olmaktadirlar®® 4442464748

Ciddiye alinmayan klinik patojenlerden biri olan B.cereus’ta ¢inko bagimli ilk
MBL 1960’larin ortalarinda tanimlanmus, ikinci ¢inko bagimli penisilinaz ise 1980’lerin
basinda S.maltophilia’da gosterilmistir. Kisa sure sonra imipenem hidrolizi yapan
MBL’lar A.hydrophilia ve B.fragilis’ten identifiye edilmistir. Onceleri bu grupta sadece
kromozomal enzimlerin varligi bilinirken, 1991°de Japonya’ da S.marcescens ve
P.aeuriginosa suslarinda plazmid kokenli bir MBL’in (IMP-1) tespit edilmesi,
karbapenemlerin gelecegi konusunda endise dogurmustur. Nitekim gecen sire iginde
integron kokenli IMP (IMP-1-18) ve VIM (VIM-1-13) ailesi Gyeleri Avrupa Ulkelerinde
de giderek artan oranlarda bildirilmeye baslanmistir. Aralarinda kicik yapisal
benzerlikler bulunan 2 major enzim grubu tanimlanmistir. Birinci grupta; genis substrat
Ozgullugt gosteren, monobaktamlar disindaki tum beta-laktamlari hidroliz eden
enzimler bulunur. ikinci grupta; “gercek karbapenemaz” lardan olusur. Primer olarak
Aeromonas turlerinde bulunan bu grup enzimler penisilin ve sefalosporinlere zayif
hidrolitik etki gosterir. Simdiye kadar, Karbapenem direncli suslarin yalnizca kiigtk bir

kisminda MBL varlhigi tanimlanmigtir. Muhtemelen bu durumun sebebi, karbapenem
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direncinin, permeabilite degisiklikleri ve kromozomal sefalosporinazlarin lretiminde
artis gibi daha kolay yollarla kazanilabilmesidir. Ancak Japonya’da MBL’larin
plazmidler Uzerinde gosterilmesi 6nemli bir sorunu ortaya c¢ikarmistir. Plazmid aracil
karbapenem direncinin artisint surdirecegi ve belki de bu ajanlarin kullanimin:
sinirlayabilecegi  tahmin edilmektedir***’. MBL’lar sikhikla etki spektrumlarin:
genisletecek bir diger enzimle birlikte Gretilirler. Ornegin, alt grup 3b genellikle grup
2b’deki penisilinazlarla birliktedir. S.maltophilia’da ise L1 ile birlikte GSBL niteligi
tasiyan L2 uretilmektedir. Boylelikle S.maltophilia suslart normalde MBL’larin etki
etmedigi aztreonama da direng gostermektedir. MBL’lar aktif bolgelerinde bir Zn*2
iyonu tasidiklarindan tanimlanmalarinda bu ¢inko iyonuna baglanarak enzimi inaktive
eden EDTA, 2-merkaptopropionik asit (MPA) gibi bilesikler kullanilmaktadir™.
Hastane salginlar: agisindan 6nemli bakteri turlerinde bulunduklar: icin tanimlanmalar:
enfeksiyon kontrolli agisindan énemlidir. MBL’larin en 6nemli 6zelligi karbapenemleri
hidroliz edebilme yetenekleri olmasina karsin bazilari aym1 zamanda ¢ogu beta-laktam
grubunu da hidroliz edebilecek kapasitededir. Dolayisiyla, MBL Ureten organizmalar
s0z konusu oldugunda beta-laktam antibiyotiklerin kullanilabilirligi ciddi olarak

sinirlanmis durumdadir®.

2.4.4. MBL’larin siniflandiriimasi

MBL’lar 1995’te Bush ve arkadaslari tarafindan “fonksiyonel grup 3”iginde
siniflandirilmistir. Bu enzimlerin major ayirt edici Ozellikleri metal iyon selatorleri
tarafindan inhibe edilmesi ve klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam gibi ticari olarak
elde edilebilen inhibitorlerden etkilenmemeleridir. Ilk simiflandirmamin  yapildig
siralarda substrat profillerine gére bu enzimlerin subgruplara ayrilmas: s6z konusu
olmamistir. Ancak ilerleyen yillarda literatirde tanimlanan MBL sayisi arttikca
enzimlerin substrat 6zelliklerine gore alt gruplara ayrilmas: gerektigi ortaya ¢ikmustir.
Rasmussen ve Bush tarafindan 3 fonksiyonel grup MBL tanimlanmustir®.

Grup 3a
Bu enzimler, genellikle penisilinleri imipenemden daha hizli (en az %60) olarak
hidrolize edebilirler. Sefalosporinler de, imipenem kadar olmasa da bu enzimler

tarafindan gucli bir sekilde hidrolize edilir. Maksimum aktivite icin ¢inko eklenmesini
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gerektirirler veya bu +2 degerlikli katyon tarafindan aktive olurlar. Bu da ¢inko igin
distik baglanma affinitesi anlamina gelir’*. Bu grup icerisinde B.cereus Il, B.fragilis’in
CcrA, B.cepacia’nin PCM-1, S. maltophilia’nin L1, Chryseobacterium indologenes’in
IND-1-4, C. meningosepticum’un BlaB enzimleri yani sira S.marcescens, P.aeruginosa,
A.baumannii, S.flexneri, K.pneumoniae gibi degisik tirlerde tanimlanan IMP-1-18 ve
VIM-1-13 enzimleri yer almaktadir®®. Subgrup 3a enzimleri cok genis aralikda ok
cesitli substratlar: taniyabilir. Bu da onlarin ¢ok cesitli beta-laktam iceren ajanlara karsi
tehdit olusturmasina neden olur. Bu enzimlerin tumd penisilinleri hidroliz eder.
Sefalosporinler genellikle imipenemden daha yavas hidrolize olurlar. Katalitik ¢inko
ilavesine ek olarak grup 3a enzimleri, maximum Katalitik aktivite igin suplemental iki

degerlikli cinkoya ihtiyac duyar™.

Grup 3b

Aeromonas tirlerinin  metallo enzimlerini kapsar ve bunlara *“gergek
karbapenemazlar” da denir. Bu enzimlerin karbapenemlere yiksek 06zgulligi
bulunmaktadir. Karbapenemler disindaki beta-laktamlara etkileri ¢ok az oldugundan
varliklar: nitrosefin hidrolizine dayanan testlerle gosterilemez. Bu enzimleri grup 3a
MBL’larindan ayiran bir diger 6zellik, ¢inko ilavesinin aktif enzim Gzerindeki etkisidir.
Tum MBL’larin aktif bolgelerinde ¢inko bulundugu ve enzimin katalitik aktivitesi igin
bu katyonun mutlaka ortamda bulunmasi gerektigi kabul edilmektedir. Bununla birlikte,
grup 3b enzimlerinden en az 3 tanesi diisiik cinko konsantrasyonlari ile inhibe olur®®.

Aeromonas spp. enzimlerinin nitrosefini ¢ok zayif hidrolize etmesi nedeniyle bu
karbapenemazlar yakin ge¢cmise kadar taninamamustir, varliklar: izoelektrik odaklama
jellerinde tespit edilememistir. Bu subgrubu tespit edebilmek icin jel icinde karbapenem
substrat olarak kullanilmalidir. Grup 3b’deki bitin enzimler EDTA ile inhibe olur. Bu
da aktif bolge metal iyonunun selasyonunu gésterir. EDTA eklenmesinden sonra ¢inko
eklemenin enzimlerin ¢ogunun aktivitesini geri kazandirdigi gosterilmistir. Grup 3b
enzimleri icin imipenem acisindan yuksek Katalitik etkinlik bildirilmis, fakat benzil

penisilin veya sefaloridin icin disiik veya zayif hidroliz gozlenmistir™.
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Grup 3c

Legionella gormanii’nin MBL’1 sadece bu grupta yer almaktadir. Bu enzim
literatirde bir kez tanimlanmistir. Yiksek sefalosporinaz aktivitesi ile diger alt
gruplardan ayrilmaktadir. Diger grup 3 enzimlerinden farkli biyokimyasal ozellikler
tasimaktadir®®. Bu enzim, genis spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler de dahil
sefalosporinleri cok ylksek oranda hidroliz etmesiyle ayrilir. Ileri degerlendirmeler
sonucunda bu enzimin grup 3a enzimiyle yakin iliskili olabilecegi gosterilebilir™.
Subgrup 3a enzim Ureten organizmalarin c¢ogu beta-laktam antibiyotiklerle olan
saldirtya kars1 koyabilmesine ragmen grup 3b enzimleri sadece karbapenemler degil
daha genis substrat profiline sahip beta-laktamazlarla birlikte Gretilmeye gerek
duyarlar®.

Gunimuize kadar bildirilmis olan bes ayri1 MBL tirl bulunmaktadir. Bunlar
IMP(Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM-1 (SauPaulo Imipenemase),
GIM-1(German Imipenemase) ve SIM-1 (Seul Imipenemase) olarak tanimlanmistir.
Bunlardan IMP ve VIM tipleri en sik rastlananlardir ve diinya capinda yaygindirlar.
SPM-1 Gilney Amerika’da (Brezilya) yaygindir ve henliz baska bolgelerden
bildirilmemistir. GIM-1 ve SIM-1 ise yalniz birer susta tanimlanmustir™.

IMP: IMP-1 enzimi Japonya’da 1992-1994 yillar1 arasinda Karbapenem direngli
klinik P. aeruginosa izolatlarinda gésterilmistir. Onceleri sadece kromozomal olarak
kodlandig:r dustinilen bu enzimin blalMP-1 geninin plazmid ve integrona yerlesik
oldugu tespit edilmis ve direncin aktarilabilir olmas: nedeniyle kaygilara yol agmistir™.
IMP tipi MBL ureten bakteriler 6nemli bir tehlike olarak gorilmektedir. IMP-1
enzimini kodlayan blalIMP-1 geni pozitif olan P. aeruginosa suslariyla yapilan bir
calismadaki enfeksiyona bagli 6lim orani, blalMP-1 negatif izolatlarin enfeksiyonlarina
g6re anlaml: derecede daha yiiksek olarak bulunmustur®.

VIM: Transfer olabilen MBL’ler icinde diger 6nemli grup VIM benzeri
enzimlerdir. VIM-1 enzimi ilk defa 1997 yilinda Italya’nin Verona kentinde bir P.
aeruginosa izolatinda tespit edilmistir. Enzimin Verona kentinde bulunmas: ve
imipeneme direncli olmasi nedeniyle enzime VIM-1 adi verilmistir®.\VIM benzeri
enzimlerden biri olan VIM-2 enzimi ilk kez 1996 yilinda Fransa’da notropenik bir
hastanin kan kiltiriinden izole edilen P. aeruginosa izolatinda tespit edilmistir. Bu
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izolatin seftazidim, sefepim ve imipenemin de icinde bulundugu pek ¢ok beta-laktam
ajana direncli oldugu belirlenmistir>”.

SPM: Brezilya’da 1997 yilinda bir P. aeruginosa izolatinda tanimlanan SPM-1
enziminin, o gline kadar tanimlanan MBL’lardan tamamen farkli oldugu belirlenmistir.
Enzimi tasiyan izolatin kolistin disinda Gram-negatif bakterilerle meydana gelen
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan tiim antimikrobiyal ajanlara direncli oldugu
gorilmiistir®®. blaSPM-1 geni transpozon veya integronlar icinde yer almayip sadece
plazmidde bulunmaktadir®®.

GIM: Almanya’ da 2002 yilinda farkl hastalara ait P. aeruginosa izolatlarinda
tespit edilen GIM-1 enziminin, IMP ve VIM benzeri enzimlerden tamamen farkli

oldugu belirlenmistir®.

2.5. Beta Laktamazlarin Tespiti
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi
duyarliliklarinin, 6nerilen standart yontemlerle arastirilmas: ve diren¢g oranlarinin

guvenilir ve cabuk tespir edilmesi son derece dnemlidir.

2.5.1. GSBL tam yontemleri

GSBL tamimlanmasinda Sekil 3 ’de belirtildigi Gzere CLSI’ya gore disk
difiizyon ya da dilisyon yontemleriyle bir 6n tarama olarak rutin antibiyogramlarda
seftazidim, sefotaksim, seftriakson sefpodoksim ve/veya aztreonam direnci ve sefoksitin
duyarliligr aranmalidir. Clnki bu patern GSBL igin bir gosterge niteligindedir. 2. asama
olarak GSBL’lerin klavulanik asitle inhibe olma 6zelliginden yararlanilir. Bu 6zelligi

GSBL tespitinde kullanmak tizere farkl: yontemler denenebilir®.
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On tarama olarak;
seftazidim <22,
sefotaksim <27,
seftriakson <25,
sefpodoksim <17,

aztreonam <27 direnci;

Klavulanik asitle inhibisyon dzelligine dayanan testlerden birisi yapilmali
Cift disk sinerji testi

Kombine disk yontemi

Klavulanik asit kombinasyonlu MiK deneyi

E test

Otomatize Vitek Sistemi

Ucg boyutlu test

Sekil 3. GSBL Testleri (E.Coli ve Klebsiella spp i¢in)

Klinik mikrobiyoloji testleri genellikle klavulanat olmak zere bir beta laktamaz
inhibitdrini  ve seftazidim veya sefotaksim gibi bir oksiimino-sefalosporin
kombinasyonunu kullanir. Bu testlerde klavulanat GSBL’yi inhibe eder ve sefalosporin
direncliliginin dlzeyini azaltir. Bu testlerden bazilari Kirby-Bauer disk diflizyon test
yontemi esasina dayandirilmistir.  Tanimlanan ilk tayin testi cift disk sinerji
yontemidir®®. Mikroorganizma Mieller-Hinton agar plaklarina ekiivyon ile yayilr.
Amoksisilin-klavulanat iceren duyarlilik diski plagin merkezine konur. Oksiimino beta-
laktam antibiyotiklerden birini iceren diskler amoksisilin-klavulanat iceren diskten 3’er
cm uzaga yerlestirilir. Oksiimino beta-laktam diskinin ¢evresinde olusan inhibisyon
zonunda, amoksisilin-klavulanat diskindeki klavulanatin sinerjisi nedeniyle olan artis
pozitif sonug olarak kabul edilir.

Benzer bir test Jacoby ve Han tarafindan tanimlanmistir. Herhangi bir oksiimino
beta-laktam antibiyotik iceren duyarlilik disklerine 20 pg sulbaktam eklenmistir.
Sulbaktam igeren disklerin inhibisyon zonunda tek basina ilag iceren disklere gore 5
mm’lik artis pozitif olarak kabul edilmistir. Glnimiizde CLSI baslangi¢ taramasi olarak
1 pg/ml konsantrasyonda 5 adet genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklerin birini
iceren sivi besiyerindeki Ureme testini 0nermektedir. Pozitif sonug¢ GSBL varlig: igin
slpheyi ortaya koyar. Birkag ticari firma klinik laboratuvarda mevcut olan minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIK) test yontemleri ile birlikte kullamlabilecek GSBL
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testlerini gelistirmislerdir. E-Test GSBL seritleri (AB Biodisk, Sonla, isveg) bir
tarafinda seftazidim ve diger tarafinda seftazidim+klavulanat iceren iki tarafl
seritlerdir. GSBL icin pozitif test klavulanik asit varhginda seftazidim MIK degerinde 3
dilisyondan fazla azalma ile ortaya konur.

Kombine Disk Yonteminde, sefotaksim ve seftazidim diskleri ile bu disklere
10ug klavulanik asit eklenmesiyle olusan diskler Mueller-Hinton agara ekilir. Bir gece
inkibasyondan sonra diskler etrafindaki inhibisyon zon caplari Kkarsilastirilir.
Kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki zona
kiyasla >5 mm daha genis ise izolat GSBL Uretimi agisindan pozitif kabul edilir.

Otomatize mikrobiyal duyarlilik test sistemi olan Vitek (Biomerieux) seftazidim
veya sefotaksimin tek basina ve klavulanik asit ile birlikte kombinasyonu yontemine
dayanarak GSBL testi tretmistir. Klavulanat iceren kuyucuklar, tek basina ilag iceren
kuyucuklarla karsilastirildiginda 6nceden tahmin edilen remedeki azalma miktar
GSBL varligint gostermektedir.

GSBL tayini igin 6ne surulen bir diger yontem Thomson ve Sanders tarafindan
tamimlanan Uc¢ boyutlu testtir. Bu testte Mueler-Hinton agar plaginin yuzeyine
mikroorganizmanin inokilasyonunu takiben bir yarik acilir. Bu yangin igine
mikroorganizmanin sivi  besiyerindeki suspansiyonundan konulur. Bunu takiben
antibiyotik diskleri bu yariktan 3 mm uzakliklara yerlestirilir. Beklenen dairesel
inhibisyon zonlarinda yapisal bozukluk veya devamliligin olmamasi pozitif test olarak
kabul edilir. Butun bu testlerin her biri degerli olmakla birlikte beta laktamaz fenotipine
dayali hicbir test Gram-negatif bakterilerin klinik izolatlarinda GSBL tayini i¢in %100
0zgil ve duyarl: degildir. Bir enzim ailesine ait beta-laktamazlarin varhigini tayin etmek
icin kullanilan en kolay ve yaygin molekiler yontem beta-laktamaz genine 6zgil

oligonukleotid primerlerinin kullanildig: “polimeraz zincir reaksiyonu’ (PCR) dur 6364

2.5.2. Metallo-p-laktmaz enzimini tespit etme yontemleri

CLSI tarafindan MBL dreten mikroorganizmalarin tespit edilmesi icin bir
yonerge bulunmamaktadir. Bu tir bakterileri tespit etmek icin birkac fenotipik yontem
vardir. Bu yontemler EDTA, thiol temelli bilesiklerin MBL aktivitelerini inhibe etme
yetenegine dayanmaktadir. Bu testlerden EDTA’l1 imipenem veya seftazidimli ¢ift disk

sinerji testi, seftazidim veya imipenemli 2-mercapto-propionik asit, EDTA’l1 seftazidim
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veya imipenem kombinasyonlu disk testi, MBL E testidir. Ayrica PCR yontemi de
kullanimistir®.

Gunimizde MBL’lerin tespiti icin tanimlanan fenotipik yontemler cift disk
sinerji ve Hodge testi zor ve yorumlanmas: subjektiftir. Bu yontemler teknik agidan
zaman alicidir. 2-mercaptopropionik asit toksiktir ve ¢alisma icin 6zel 6nlemler gerekir.
Rutinde bu yéntemlerin kullanimi uygun degildir®®. MBL (retimini tespit etmek icin
oldukga duyarl basit bir fenotipik yontem bildirilmistir. Bu yéntem EDTA’l1 imipenem
kombine diskleri ile yapilmistir. Duyarliligir %100 olarak bulunmustur®.

MBL inhibitéri olarak tanimlanan CuCl2, FeCl2, EDTA, Thiol Bilesikleri
(mercaptoasetik asit, 2-mercaptopropionic acid, mercaptoethanol) IMP-1 ihibisyonu icin

kullanilip, degerlendirilmistir. Bu ajanlarin MBL’yi bloke ettigi raporlanmugtir®®.

2.5.2.1. Kombine disk yontemi

Kombine disk yonteminde; bakterilerin 0.5 McFarland’a gore bulaniklig:
ayarlanarak, serum fizyolojikle 1/10 oraninda sulandirimlar: yapilir ve IsoSensitest agar
yuzeyine ekilir. Zaman gecirmeden imipenem diski ve 0.1 M (292ug) EDTA
cozeltisinden 10uL emdirilmis bos disk merkezden merkeze 22 mm uzaklik olacak
sekilde yerlestirilir. Plaklar bir gece 35°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra inhibisyon
zon caplar Olgulerek kaydedilir. ki disk arasindaki alanda inhibisyon zonunun varlig:

MBL Uretiminin pozitif oldugunu gostermektedir®>®.

2.5.2.2. Modifiye Hodge testi

Imipenem duyarh E. coli ATCC 25922 susunun McFarland 0.5%in 1/10
bulanikhigindaki stspansiyonu hazirlanarak MHA plaginin yizeyine disk difuzyon
yonteminde oldugu gibi ekilir. Plagin merkezine ertapenem (10 pg) ya da meropenem
(10 pg) diski yerlestirilir. Test edilecek suslar, bu diskin dort bir kenarindan perifere
dogru cizgi ekimi seklinde 6ze ile ekilir. 35°C’de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra
diskin etrafindaki inhibisyon zonunda carpiklik gortilmesi veya yonca gorunima pozitif

olarak kabul edilir®.
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2.5.2.3. E-test yontemi

Imipenem ya da seftazidime, EDTA ya da MPA eklenerek E-test seritleri
gelistirilmistir. MHA besiyerine test edilecek bakteri ekimi yapilir. Plaklar kuruduktan
sonra E-test seritleri vyerlestirilir ve 35°C’de, 16-18 saat inklbasyondan sonra
imipenem/imipenem-EDTA MIK oranlarinin 8 kat azalmas: ya da fantom zonunun
gorilmesi MBL pozitifligi olarak degerlendirilir. Bu yontem % 94 duyarh ve % 95
ozgtin bulunmustur®’.
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3. GEREC ve YONTEM

C.U. Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez labaratuarindan 1.03.2014 ile 5.09.2014
tarihleri arasindan cesitli klinik ve polikliniklerden gonderilen klinik materyalden izole
edilen ve VITEK-II cihaz1 ile tanimlanan 290 A. baumannii, 75 P. aeruginosa, 40
K.neumoniae, 20 E. coli, 10 P. mirabilis, 13 E. cloacae ve 2 Chryseobacterium
indologenes olmak tzere toplam 450 izolat hastane enfeksiyonlari epidemiyolojisine
151k tutmak amaci ile degerlendirilmistir. Cahismaya dahil edilen izolatlar
konvensiyonel kultir yontemler, biyokimyasal testler ve BD-Crystal®Enteric/Non-
fermanter Identifikasyon kiti kullanilarak dogrulandiktan sonra karbapenem direncini
tespit etmek amaciyla fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri ve direngten sorumlu
bilinen gen bdolgelerini hedef alan primerler kullanilarak PCR ve Dizi Analizi gibi
genotipik yontemler kullamlmistir.  izolatlar arasindaki muhtemel klonal iliski ise

PFGE yontemiyle degerlendirilmistir.

3.1. Test suslarinin Uretilmesi, identifikasyonu:

Calismaya dahil edilen 130 izolatin tretilmesi ve dogrulanmas icin % 5 Koyun
Kanli Agar, Endo Agar, Macconkey, EMB besiyerleri, katalaz, oksidaz testi,
biyokimyasal testler ve BD-Crystal®Enteric/Non-fermanter Identifikasyon Kiti

kullanilmistir®,

3.2. Modifiye hodge testi ile karbapenem direncinin dogrulanmasi

Test IMP " ye duyar: bir bakteri kdkeninin, karbapenemaz Ureten bir bakteri ile
birlikte bulundugunda IMP varliginda Ureyebilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testte
IMP " ye duyarl: bakteri kdkeni olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi. E.coli kokeninin
kanl: agardaki taze kiltirden MHB " ye 0.5 Mc Farland bulanikliginda stispansiyonu
yapildi. Ardindan bakteri siispansiyonunun MHB ~ de 1:10 sulandirimi yapilarak, steril
ekiivyon yardimiyla MHA (zerine homojen inokulasyonu saglandi. Besiyeri yuzeyinin
kurumasini takiben besiyerinin merkezine IMP diskiyerlestirildi. Test edilecek kdkenin
kanl agardaki taze kulttrden 6ze ilebakteri klonileri toplandi ve IMP diskinin bir
ucunden baslayarak besiyeri dogru bakteri ekimi yapildi. Bu sekilde her plakta biri
pozitif biri negatif kontrol olmak tizere toplam iki izolat ¢alisilmis oldu. Inokulasyonu
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takiben plaklar 35 °C — 37 °C "de 18 saat inkiibe edildi. Standart E.coli kékenine bagh
olusan inhibisyon zonunun test susunun tremesinin bulundugu bélgede azalmas: ve bu

bolgede E.coli tremesinin gorilmesi pozitif test sonucu olarak kabul edildi.

3.2.1. Mueller-Hinton Broth

Meat infusion 2,0 g/L

Casein hydrolysate 17,5 g/L

Starch 1,5 g/L

Hazir karisimini iceren MHB (HIMEDIA) damitik su iginde eritildi ve otoklavda
121°C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'a sogutulup tlplere 2'ser mL dokuldd.

3.2.2. Mueller-Hinton Agar

Meat infusion 2,0 g/L

Casein hydrolysate 17,5 g/L

Starch 1,5 g/L

Agar-agar 13,0 g/L.

Hazir karistmini iceren MHA (HIMEDIA®-M1084-500G) damitik su iginde
eritildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'a sogutulup Petri
kutularina 12,5'er mL doékaldd.

3.3. CLSI kriterlerine gore Disk Diflizyon metoduyla gesitli antibiyotiklere

kars1 duyarhhk testlerinin gerceklestirilmesi

Izolatlarin gesitli antibiyotiklere duyarliliklarinin arastirildig: Kirby-Bauer Disk
Diflizyon testi CLSI ( Clinical and Laboratory Standarts Institute) kirterleri Ocak 2014
te yayinlanan “Performance Standarts for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-
Third Informational Supplement (M100-S23)” rehberinde yer alan Zone diameter and
Minimal inhibitory Concentration (MIC) Interpretive Standarts for Enterobacteriaceae -

daki 6nerilere gore gerceklestirilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. CLSI kriterleri

Antibiyotikler Zon Caplarn (mm)

S ( Duyarl) | ( Orta direngli) R ( Direcli)
Penisilinler
Ampisilin >17 14-16 <13
B Laktam+ p laktamaz
kombinasyonlari
Ampisilin+ Sulbaktam >15 12-14 <11
Amoksisilin+ Klavulanat >18 14-17 <13
Piperasilin+Tazobaktam >21 18-20 <17
Sefalosporinler
Sefotaksim >20 23-25 <22
Sefoksitin >18 15-17 <14
Sefepim >18 15-17 <14
Monobaktam
Azteronam >21 18-20 <17
Karbapenemler
Ertapenem >22 19-21 <18
Imipenem >23 20-22 <19
Meropenem >23 20-22 <19
Aminoglikozidler
Gentamisin >15 13-14 <12
Tetrasiklinler
Tetrasiklin >15 12-14 <11
Florokinolonlar
Siprofloxasin >21 18-20 <15
Folat yolu antagonistleri
Trimetoprim+Sulfometaksazol | >20 11-15 <10
Polimiksinler
Kolistin >2 4 <8

3.3.1. Kirby bauer disk diftizyon testi

Calismaya alinan kokenlerin  “Clinical Laboratory Standards Institute”
kriterlerine gore, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile gesitli antibiyotiklrt icin sinir
degerleri Olculdi. 18-20 saatlik taze kultur pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri
kolonileri kullanildi. Bu kolonilerden elde edilen bakterilerden MHB "de 0.5 McFarland
bulanikliginda (108CFU/ml) bakteri stispansiyonu hazirlanarak steril ekuvyon ile

onceden hazirlanan MHA plaklarina yayildi. Besiyeri yuzeyinin kurumasini takiben
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antibyotik diskleri birbirinden en az 22 mm uzaklik olacak sekilde besiyeri (zerine
yerlestirildi. Bir gece 35°C-37°C "lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildi. Antibiyogramlar

18-20 saatlik inktbasyondan sonra zon ¢aplar: 6l¢tlerek degerlendirildi.

3.3.2. Kullanmilan Antibiyotik Diskleri
Kirby-Bauer Disk Diflizyon testinde kullanilan antibiyotik diskleri, kisaltmalar

ve konsantrasyonlar: (Tablo-3)’ te verilmistir.

Tablo 3. Kirby-Bauer Disk Diflizyon testinde kullanilan antibiyotik diskleri, kisaltmalar ve
konsantrasyonlari

Antibiyotikler Kisaltma Antibiyotik icerigi
Penisilinler
Ampisilin AM 10ug
B Laktam+p ve laktamaz kombinasyonlan
Ampisilin+ Sulbaktam SAM 10/10ug
Amoksisilin+ Klavulanat AMC 20/10pg
Piperasilin+Tazobaktam TPZ 100/10ug
Sefalosporinler
Sefotaksim CTX 30ug
Sefoksitin FOX 30ug
Sefepim FEP 30ug
Monobaktam
Azteronam ATM 30ug
Karbapenemler
Ertapenem ETP 10pg
Imipenem IPM 10ug
Meropenem MEM 10ug
Aminoglikozidler
Gentamisin CN 10ug
Tetrasiklinler
Tetrasiklin TE 30ug
Florokinolonlar
Siprofloxasin CIP 5ug
Folat yolu antagonistleri
Trimetoprim+Sulfometaksazol SXT 1.25/23.75ug
Polimiksinler
Kolistin CL 10ug
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3.4. Molekdler calismalar icin DNA eldesi ve PCR ile karbapenemaz
genlerinin amplifikasyonu

3.4.1. Ekstraksiyon ve Amplifikasyon islemlerinde kullamlan kimyasal
soltsyonlar ve enzimler

3.4.1.1. TE Buffer

Tris HCI (SIGMA T-3253): 0,1576 gr

EDTA (AMRESCO 0105-500): 0,0372 gr

Distile Su:100 ml

(pH 8.0)

3.4.1.2. ANTP Karnsim

(25umol her biri) (Fermentas R0181)
(2,5 mM herbiri, toplam 10mM)
dATP (100 mM): 25 pl

dCTP (100 mM): 25 ul

dGTP (100 mM): 25 ul

dTTP (100 mM): 25 pl

Distile su: 900 pl.

-20°C’ de sakland:.

3.4.1.3. Marker

Gene Ruler 200bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 50bp DNA Ladder (Fermentas SM0323)

3.4.1.4. Taq DNA polimeraz enzimi
(Fermantas EP0402) 5U/ pl

10X PCR tampon ¢ozelti

25 mM MgCI2

3.4.1.5. 10xTBE Sollsyonu
Tris-base (SIGMA T-1503): 108gr
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Borik Asit (MERCK 1.00165.0500): 55gr
EDTA (AMRESCO 0105-500): 7,44gr
(pH 8.4 ) ve Ultra pure su ile 1000ml ’ye tamamlandi.

3.4.1.6. Etidyum bromid
Etidyum bromid (Sigma E8751) (1000X, 5mg/ml): 0,59
Distile su: 100ml

Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi. +4°C’ de sakland.

3.4.2. DNA Eldesi
DNA ekstraksiyonu amaciyla cam boncuklarla mekanik lizis prensibine dayah
calisan MICKLE (The Mickle Lab.Engeneering Co. Ltda, Gomshall, Surrey, UK) cihazi

kullaniimustir.

1. Saf olarak elde edilen ornekler distile su ile Mc Farland 5 bulanikliginda
stspanse edildi.

2. Hazirlanan bakteri suspansiyonundan 500ul ependorf tiipe alinarak, 8000 xg de
3 dakika oda 1si1sinda santrifiij (HERAEUS Biofuge Primo R) edildi.

3. Ust siv1 atihp ve pelletin (izerine 500 ul TE buffer (10mM TrisHCI, 0.1 mM
EDTA, pH7.5) eklendi.

4. Daha sonra 100°C’de, 10 dakika kuru 1s1 blogunda (BIOSAN Termoblock TDB-
120) tutuldu.

5. 500 ul bakteri stspansiyonuna 150 pl boncuk( SIGMA) konuldu ve Mickle
cihazinda (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle Labratory Engineering Co. Ltd.)
maksimum hizda (10), 7 dakika mekanik lizise ugratildi.

6. 12.000 xg de 10 dakika santrifdyj edildi.

7. 200 pl stipernatant alinip ve yeni bir ependorfa aktarildi.

8. Ekstraksiyonu tamamlanan o6rneklerle islemin basarili olup olmadigint test
etmek icin Spektrofotometre (CHEBIOS s.rl. Optimum-One UV-VIS
Spectrophotometer) ile 260nm’de DNA 06lcimu yapildi. Ekstraksiyon sonucu
elde edilen DNA konsantrasyonu 0.1-1.2 pg/ul arasi olan ornekler ¢alismaya
dahil edildi.
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3.4.3. PCR ile karbapenemaz genlerinin amplifikasyonu

Ekstakte edilen DNA ornekleri ilk once karbapenemaz genlerinin varhg:
acisindan degerlendirilmek tzere Tablo 4° teki primerlere kullanilarak multiplex-PCR
ile amplifikasyona tabi tutuldu. Daha sonra dizi analizi ile tiplendirilmesi gerektigi
distinulen drneklere daha spesifik olan Tablo 5° teki primerlerle tekrar tiim gen bdlgesi
amplifikasyonu yapildi. Amplifikasyon sartlari GenBank "tan alinan tim karbapenemaz
gruplarini  temsil eden referans diziler BLAST  programi  kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/) diizenlendi.

Amplifikasyon islemleri; 5 pl 10x PCR buffer, 3.5 Mm MgCl,, herbir dNTP "den
200 pM, 0.5 pl primer (100 pmol/ pl stok soliisyondan), 3 U Taqg polymerase ve 1 pl

kalip plazmid DNA (100 ng/ul) ve steril distile su ile toplam 50 pl "ye tamamlanan PCR
karistminda gercgeklestirildi. Ampilifikasyon asamalari termal dongl cihazinda (
APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) asagidaki dongi sirasina gore

tamamlandi;

94 °C "de 3 dak. Ilk denaturasyon

94 °C "de 30 sn. Denaturasyon

55-60 °C "de 40 sn. Baglanma (annealing) 40 siklus
72 °C "de 40 sn. Uzama (extension)

72 °C 'de 10 dak. Son uzama

Sonuglarin degerlendirilmesi igin, 1X TBE iginde % 1.5 agaroz jel hazirlandi ve
mikrodalda firinda eritildi. 50 ml eriyik igine 5 mg/ml etidyum bromid ¢6zeltisinden 5ul
eklendi ve jel kasetine dokuldl, taraklar yerlestirilerek donmaya birakildi. PCR
urtinlerei jel yiukleme tamponu ile 1.5 oraninda (3 pl jel yukleme tampon cozeltisi + 15
pl cogaltilmig Grlin) karstirilarak her bir kuyunu 18 pl, ardisik iki kuyuyada GeneRuler
50 ve 100 bp DNA Ladder Plus marker olacak sekilde jele aktarildi. Jel 1X TBE iginde
120 V uygulanarak 60 dakika yurutaldu.

Sonuglar UV 15181 altinda goruntulendi. Gel logic 1500 imaging system (ayrim
gucu: 1708x1280 pixel, kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant

gorintulerinin fotografi gekildi.
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Tablo 4. Multiplex-PCR’da kullanilan primerler

69,70

PCR set ismi ve hedeflenen p-laktamaz | Primer ismi (5’-3’) Dizilim Amplikon
genleri
Multiplex I MultiTSO-T_for CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 bp
TEM, SHV ve OXA-1-like MultiTSO-T_rev CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
MultiTSO-S_for AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 bp
MultiTSO-S_rev ATCCCGCAGATAAATCACCAC
MultiTSO-O_for GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564 bp
MultiTSO-O_rev GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
Multiplex 11 MultiGES_for AGTCGGCTAGACCGGAAAG 399 bp
GES ve MultiGES_rev TTTGTCCGTGCTCAGGAT
OXA-48-like MultiOXA-48_for GCTTGATCGCCCTCGATT 281 bp
MultiOXA-48_rev GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
Multiplex 111 MultilMP_for TTGACACTCCATTTACDG 139 bp
IMP, VIM ve MultilMP_rev GATYGAGAATTAAGCCACYCT
KPC MultiVIM_forc GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 bp
MultiVIM_revc CGAATGCGCAGCACCAG
MultikPC_for CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC 538 bp
MultikPC_rev ACGACGGCATAGTCATTTGC
MGB GIM-GBM-F CGTTGCCAGCTTTAGCTCAGG 279 bp
GIM-1 SIM-1 NDM-1 SPM-1 GIM-GBM-R GCAACTTGATACCAGCAGTGCG
SIM-GBM-F TTGCGGAAGAAGCCCAGCCAG 613 bp
SIM-GBM-R GCGTCTCCGATTTCACTGTGGC
NDM-GBM-F CCCGGCCACACCAGTGACA 129 bp
NDM-GBM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
SPM-GBM-F GGGTGGCTAAGACTATGAAGCC 447 bp
SPM-GBM-R GCCGCCGAGCTGAATCGG
MGD1 023-GDM-F CCTGATCGGATTGGAGAACCAG 516 bp
OXA-23, -27, -49, -73, -133, -146 OXA-24 | 023-GDM-R GATGCCGGCATTTCTGACCG
(= -33, -40), -25, -26, -72, -139, -160 [ 024-GDM-F GGTCGATAATTTTTGGTTAGTTGGCCC | 237 bp
[OXA-143, -182] OXA-48, -54 ve [OXA-|(024-GDM-R CCATTAGCTTGCTCCACCCAACCAG
181] 048-GDM-F CCAAGCATTTTTACCCGCATC 389 bp
048-GDM-R GYTTGACCATACGCTGRCTGCG
MGD2 051-GD2M-F GACCGAGTATGTACCTGCTTCGACC 497 bp
OXA-51, OXA58 051-GD2M-R GAGGCTGAACAACCCATCCAGTTAACC
058-GD3M-F GTGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGC | 630 bp
058-GD3M-R GGTCTACAGCCATTCCCCAGCC

Y=T,C; R=A,G; S=G,C;D=AG, T.
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Tablo 5. PCR’la karbapenemaz genlerinin amplifikasyonu amaciyla kullamlan primerler’.

Enzim ailesi Primer  Primer Dizisi (5”-37) Amplikon boyutu

A simifi karbapen  karbapenemazlar

KPC KPCf ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893
KPCr TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
GES GESf GTTTTGCAATGTGCTCAACG 371

GESr TGCCATAGCAATAGGCGTAG

B simifi Karbapenemazlar

IMP-1 f TGAGCAAGTTATCTGTATTC 740
r TTAGTTGCTTGGTTTTGATG

IMP-2 f GGCAGTCGCCCTAAAACAAA 737
r TAGTTACTTGGCTGTGATGG

VIM-1 f TTATGGAGCAGCAACCGATGT 920
r CAAAAGTCCCGCTCCAACGA

VIM-2 f AAAGTTATGCCGCACTCACC 865
r TGCAACTTCATGTTATGCCG

SPM-1 SPM-1f CCTACAATCTAACGGCGACC 650
SPM-1r TCGCCGTGTCCAGGTATAAC

GIM-1 GIM-1f  AGAACCTTGACCGAACGCAG 748
GIM-1Ir ACTCATGACTCCTCACGAGG

SIM-1 SIM-1f  TACAAGGGATTCGGCATCG 570
SIM-1r  TAATGGCCTGTTCCCATGTG

NDM NDM-F  GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

3.5. Cogaltilan genlerin dizi analizi

3.5.1. PCR urinlerinin saflastiriimasi

PCR drunlerinin saflastirilmasinda, dizi analizi tepkimelerini etkileyen, ortamda
kullanilmayan nikleotit ve primerlerin uzaklastirilmas: amaclanmigtir. PCR Uriinleri
“SentroPure® PCR 0rini saflastirma & jelden DNA  eksraksiyon  Kiti
(SENTROMER®)” saflagtirma sistemi ile protokol "de 6nerildigi sekilde saflagtirildi.

1. Steril 1,5 ml tlp igerisine, her 1pl PCR drinu igin 4l SG solisyonu (DNA
immobilizasyonunu saglar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.
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2. Karisgim SentroSpin kolonuna (Aritma filtresi iceren ve toplama tupunin igine
yerlesen kolon) aktarildi, 13000 rpm’de 1 dakika santriflij edildi ve toplama
tpunde toplanan sivi dokaldu.

3. Sentrospin kolonuna 500l Solisyon SW (DNA’nin aritilmasini saglar, pH 7,5)
eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tlipunde toplanan sivi
dokuldu. islem tekrarlandi.

4. Arntma isleminden sonra SentroSpin kolonu 13000 rpm’de 1 dakika bos olarak
santriftj edilerek kalan etanol uzaklastirildi.

5. Sentrospin kolonu 1,5 ml’lik temiz bir mikrosantrifiij tlpune yerlestirilerek
baslangi¢c PCR driind miktar1 kadar Solusyon SE (DNA’nin toplanmasini saglar,
pH 8,5) eklendi. SE sollisyonu kolonun tam ortasina eklendi. Oda sicaklhiginda 3
dakika bekletildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santriflij edilerek saf DNA topland.

6. Saflastirilmis DNA ornekleri spektrofotometrede DNA kantitasyonu yapidiktan
sonra dizi analizi ¢alismalarinda kullanilincaya kadar -20°C de sakland:.

3.5.2. Dizi analizi galismalar:
Dizi analizi ¢alismalari, “ABI Prism 310 DNA squencer (Applied Biosystems)”
otomatize sistemi kullanilarak, “F.Sanger in dideoksi zincir sonlandirma yéntemi”

prensiplerine gore dizi analizi yapildi.

3.5.3. Dizi Analizi sonuc¢larinin degerlendirilmesi

Dizi analizi ile elde edilen veriler, “National Center for Biotechnology
Information”  (NCBI) web sayfasindaki BLAST  programi  kullanilarak
(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gen bankas: veri tabani ile karsilastirild.

Karsilastirmak icin “nucleotide-nucleotide blast” (blastn) programi secildi.

3.6. Klonal iliskinin tespiti

Izolatlar arasindaki filogenetik iliskinin degerlendirilmesinde altin standart
olarak kabul edilen Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) yontemi kullanilacaktir.
Molekiler epidemiyolojik calismalar, hastanelerde ve toplum icinde enfeksiyon

etkenlerinin yayilma dinamigini anlama ve kontrol etmede PFGE, molekuler
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epidemiyolojik yontemler arasinda tiplendirebilirligi, tekrarlanabilirligi ve ayrim guci

ile 6ne ¢ikan, kullanilabilen uygun bir yontemdir.

3.6.1. PFGE Protokol, KEPA (Klebsiella, E.coli, P.aeruginosa,
Acinetobacter)

A-izolatlanin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya molekiler yodntemlerle tir dizeyinde tanimlamasi
yapilmis bakterilerden tek koloni ekimi yapilir. (Acinetobacter, Klebsiella,
E.coli Kanli by, P.aeruginosa Miller-Hinton by)

Bir gecelik inkiibasyondan sonra kilttrtn safligi kontrol edilir.

Buradaki tek koloniden tekrar uygun besiyerine, tek koloni ekimine uygun
olacak sekilde, pasaj yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilir.

Saf kultir halinde treyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 2 ml hicre
stispansiyon tamponu suspanse edilerek bakteri yogunlugu yaklasik McFarland
5-6 bulaniklig: olacak sekilde ayarlanr.

1ml bakteri stispansiyonu 13000g x 3dk santriflij edilerek slpernatant atilir ve
pellet Gizerine Iml HST eklenir ve pipetaj yapilir.

izolatlarin agaroza gémiilmesi

HST icerisinde %2’lik low melting agaroz hazirlanir. 0.2 g agaroz, 10 mlI’lik
balona konur. Uzerine 9 ml HST eklenir, yavasca karistirilarak agarin erimesi
saglanir. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10
saniye tutulur, cikarilarak hafifce karistirilir. Tekrar 2-3 saniye mikrodalga
firininda tutulur. Agaroz iyice ¢ozillinceye kadar kisa streli mikrodalgada tutma
islemi tekrarlamr. Agaroz iyice c¢ozuldikten sonra, balon 45-50°C’lik su
banyosuna konulur. %10 sodyum dodesil silfat soltisyonundan 1 ml eklenir.
Ependorf tliplere, 200 pl dagitilir ve 45-50°C'deki su banyosunda (veya kuru 1s1
blogunda) bekletilir.

Her sus igin bir agoroz kalib1 isaretlenip kalip buz kabina oturtulur.
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Bakteri slispansiyonundan 200 ul alinarak, 50°C'de tutulan ve icerisinde 200 pl
distik erime 1sili agaroz bulunan tlpe eklenir. Birka¢ defa pipetaj yapilarak
hlcrelerin agaroz iginde homojen dagilmas: saglanir.

Bekletilmeden, hiicre-agaroz karistmindan 100 pl hava kabarcigi olmayacak
sekilde agaroz kalibina dagitilir.

Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 20 dakika bekletilir. Bu asamada
agaroz kaliplarin sogukta tutulmas: kaliteli DNA hazirlanmast i¢in 6nemlidir.
Bdylece erken hicre parcalanmasi ve endonukleaz aktivitesi azalirken, agarozun

homojen katilasmas: saglanmaktadir.

C- Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

. 5 mP’lik steril kapakl: ttplere, her 6rnek i¢in 0,5 ml Lizis | solusyonu konulur
ve 1,5mg /ml proteinaz K ve 2,5mg/ml lizozim eklenir.

. Icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan cikarilarak lizis | sollisyonuna
yerlestirilir ve 37°C’de, 1 saat calkalamali su banyosunda hafif yatik pozisyonda
yerlestirilerek bekletilir.

Daha sonra igerisine 400ug/ml Protinaz K eklenen Lizis Il tamponuna alinarak
55°C de 2 saat inkube edilir.

D-Hucre lizisinden sonra agaroz kahplarin yikanmasi

Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmasi icin tupler buz igerisinde
en az 15 dakika bekletilir ve dikkatlice lizis solusyonu aspire edilir.

Daha sonra agaroz kaliplart 6nce 4 ml ultrapir saf su ile 3 defa , 50°Cde, 15
dakika ve 4 ml TE tamponuyla 3defa, 50°C’de 15 dakika sre ile yikanir
Bdylece icinde saflastirilmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile

kesime hazir hale getirilmis olur.

E- Agaroz kahplar icindeki DNA’nmin RE ile kesilmesi:

DNA iceren agaroz kalibr bir lam Gzerine alinarak bir bistiri yardimiyla 1/3
oraninda Kesilir. Pargalardan biri, 100 pl 1x enzim tamponu igine konularak
calkalamali su banyosunda 37°C’de 10-15 dakika bekletir. (Diger parcalar
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sonraki c¢aligmalarda kullanilmak (izere TE tamponu iginde +4 derece saklanir).

Sonra sivi aspire edilir.

P.aeruginosa Acinetobacter Klebsiella E.coli
Steril enjeksiyon su 90ul 90ul 90ul 90ul
Enzim tamponu 10ul 10ul 10ul 10ul
3 100ul 100ul 100ul 100ul
2. Her agaroz kalibi icin asagidaki karisim hazirlanir.
P.aeruginosa Acinetobacter Klebsiella E.coli
Steril enjeksiyon su 87ul 87ul 87ul
Enzim tamponu 10ul 10ul 10ul 10ul
Enzim Spel: (Apal:30U) 3ul (Xbal: 30U) 3ul (Xbal: 30U) 3ul
> 100ul 100ul 100ul 100ul
3. Bu karistmin icerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi konulup,
calkalamal1 su banyosunda 30°C’de 4 saat inkdibe edilir.
4. Inkibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletilir.
5. Kaliplar elektroforez igin hazirdur.
F- Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kahplarnn jele yiklenmesi
1. 100 ml 0.5x TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH

8.0) icinde %1.1’lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad
Laboratories) hazirlanir.

a) 1,19 “pulsed-field certified agarose” balona konur.

b) Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklenir, yavasca Kkaristirilarak agarin
dagilmasi saglanir.

c) Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60
saniye tutulur, ¢ikarilarak hafifce karistirilir, tekrar 15 saniye mikrodalga
firininda tutulur.

d) Agaroz iyice c¢ozildikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna

konulur.
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. Agaroz dokilecek kaset hazirlanir, sizdirmamast igin etrafi bantlanir. Su terazisi
ile tamamen diizgun oldugu kontrol edilmis bir zemine konulur.

RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli taragin dislerinin ug
kismina (taragin ug cizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirilir. Taragin iki
kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar veya molekuler standart
marker yuklenir.

Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlasi alinir. Maksimum 5 dakika oda isisinda bekletildikten sonra, ©rnek
konulan kistm DNA’min yirlyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz
dokdlecek kaset igine yerlestirilir.

Su banyosundan cikarilmis ve sicakhg yaklasik 45-50°C (¢ok énemli) olan
agaroz dikkati bir sekilde hava kabarcig: olusturulmadan kaset igcine dokulr.
Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakilir. Tarak dikkatlice gikarilir.
Istenirse cukurlar %1’lik agarozla doldurulabilir.

Sonra, agaroz kasetinin cerceveleri c¢ikarilir, tabla tzerindeki agaroz, icerisinde
1900-2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirilir.

Elektroforeze tabi tutulur.

E.coli, Acinetobacter, P.aeruginosa
Elektroforez Sartlan )
Klebsiella Blok | Blok Il

Initial time 5sn 5 30
Final time 30sn 45 45
Voltaj 6vicm 6 6
Sire 20 saat 20 6

Akim 130-140 mA 150-160 mA

G- Sonucun analizi

Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromur igeren 400 ml ultra saf su
icine alinip 20 dakika boyandi.

Sonra UV 15181 altinda gordntilendi.

Gel logic 1500 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA
bant gorintdlerinin fotografi gekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.
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4. GelCompar Il yazilim sistemi (version 5.0 Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde
bulunan (¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda ydratilen) yardimi ile resimler
aras1 normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method with mathematical
averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin dendrogram: olusturuldu
ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore
suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant
ve profil toleransi, % 1,5 olarak alindi. Bant profilleri %80 benzerlik gosteren
izolatlar ayn1 kime icginde degerlendirildi ve blyuk harfle isimlendirildi. Ayn

kiime icerisindeki subtipler ise rakamlar ile gosterildi.

3.6.1.1. PFGE Yonteminde Kullanilan Soltsyonlar
Pulsed field jel elektroforez  yonteminde  kullanilan  sollsyonlar

laboratuvarimizda asagida tarif edildigi gibi hazirlandi.

Hucre stspansiyon Tamponu (1x/100ml) pH:8,0

100mM Tris-HCI 1,576gr

100mM EDTA 3,722gr

100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanir.

Lizis I solisyonu (1x/100ml) pH:8,0

50mM Tris-HCI 0,788gr

50mM EDTA 1,861gr

100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanir.

****pPEGE kaliplar1 bu soliisyonda lizisten 6nce 2,5mg/ml lizozim ve 1,5mg/ml

Proteinaz K eklenmelidir.

Lizis 11 soltsyonu (1x/100ml) pH:8,5

500mM EDTA 18,61gr

100 ml ultra pure su ile tamamlanir. Ancak EDTA’nin ¢ozilebilmesi icin NaOH pelleti
eklenir. pH 8,22ye ayarlandiginda 1gr N-lauryl sarkozin eklenir.

****Bu sollisyona 400ug/ml proteinaz K eklenmelidir.
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TE soltsyonu (1x/1000ml) pH:7,6
10mMTris-HCI 1,576gr
0,1mM EDTA 0,0372gr

100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanir.

TBE soluisyonu (10x/1L)

Tris base 107,8gr
Borik Asit 55gr
EDTA 7,44qr

1L ultra pure su ile tamamlanur.

%10 SDS Solusyonu
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4. BULGULAR

Calismada Cukurova Universitesi Merkez Labaratuvarindan alinan Karbapenem
direncli 450 Gr(-) bakteri izolatin antibiyotik duyarlilik testleri ile fenotipik olarak, PCR
ve Dizi Analizi yontemleriyle genotipik olarak karbapenemaz enzimleri arastirilmistir.
Izolatlar arasindaki filogenetik iliski ise PFGE yontemiyle degerlendirilmistir.

izolatlarnin ~ tammlanmas:  amaciyla C.U. Merkez  Labaratuvarindan
labaratuvarimiza transorte edilen Karbapenem direncli Gram-negatif basil olarak
tanimlanan Ornekler, taninin  dogrulanmasi amaciyla ¢esitli  mikrobiyolojik ve
biyokimyasal testlere tabii tutulmustur. Bu amacgla Ornekler gram boyama,
besiyerlerinde Kdiltir testleri, katalaz testi, oksidaz testi, IMVIC testleri ve BD-
CRYSTAL® Enteric/ Non-fermenter Identifikasyon Testi ile degerlendirilmistir.

Yapilan tir tamimlama islemleri  sonrasi  klinik  oOrneklerde Greyen
mikroorganizma turleri ve sayilar;; 290 A.baumannii, 75 P.aeruginosa, 40
K.pneumoniae, 20 E.coli, 10 P.mirabilis, 13 E.cloacae ve 2 Chryseobacterium
indologenes seklinde olusmustur.

Tir tanimlama islemlerinden sonra metallo-B-laktamazlarin fenotipik ayrim igin
kombine disk ve Modifiye Hodge testi yapilmistir. Metallo-p-laktamaz direncli Gram-
negatif basil 6n tanisi ile gelen 450 Gr (-) izolatin, yapilan kombine disk ve Modifiye
Hodge testi sonucu 130 tanesi metallo-p-laktamaz pozitif bulunmustur. 450 izolattan
130’ u metallo-p-laktamaz direncli olarak tanimlayan kombine disk ve Modifiye Hodge
testinin  VITEKII ile Kkarsilastirildiginda sensitivitesi % 28.8 (130/450) olarak
degerlendirilmistir. Genotipik caligmalara Modifiye Hodge Testi karbapenem direnci
acisindan altin standart kabul edildiginden Modifiye Hodge Testinde pozitif oldugu
belirlenen 130 izolat calismaya dahil edilmistir. Modifiye Hodge testi ve kombine disk
testi ile fenotipik olarak metallo-p-laktamaz sentezledigi dogrulanamayan 320 izolatin
cikarilmas: sonucu genotipik ¢alismalara dahil edilen yeni turlerin dagilim: 88 A.
baumannii, 26 P. aeruginosa, 9 K.pneumoniae, 3 E. coli, 1 P. mirabilis, 1 E. cloacae ve

2 Chryseobacterium indologenes seklinde olusmustur (Tablo-6, Sekil-4).
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Tablo 6. Calismaya dahil edilen 130 izolatin tir dagilim

izolatlar Sayi Yiizde dagihmi %
A. baumannii 88 67.69

P. aeruginosa 26 20

K.peumoniae ) 6.92

E. coli 3 2.30

C. indologenes 2 1.53

P. mirabilis 1 0.76

E. cloacae 1 0.76

Toplam 130

Sekil 4. Kombine disk ve Modifiye Hodge Testi pozitif izolatin olusturdugu géranam.

Calismaya dahil edilen 130 izolatin cesitli antibiyotiklere olan duyarliliklarinin
belirlenmesi icin CLSI Onerilerine gore Kirby-Bauer Disk Diflizyon testi yapilmistir.
Test edilecek antibiyotikler secilirken klinikte kullanima rehber niteliginde olabilecek
sekilde her antibiyotik grubundan en az bir temsilci olmasina dikkat edildi.
Penisilinlerden Ampisilin, B-laktam + betalaktamaz kombinasyonlarindan Ampisilin +
Sulbaktam, Amoksisilin + Klavulanat, Piperasilin + Tazobaktam, Sefalosporinlerden
Sefazolin, Sefotaksim, Seftazidim, Seftriakson, Sefuroksim, Sefoksitin, Sefepim,
Sefoperozan-Sulbaktam  Monobaktam  olarak  Aztreonam, Karbapenemlerden
Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Nitrofrantoin, Aminoglikozidlerden Gentamisin,
Netilmisin  Tetrasiklinlerden  Tetrasiklin,  Florokinolonlardan  Siprofloxasin,
Levofloksasin, Folat yolu antagonistlerinden Trimetoprim + Sulfometaksazol,
Polimiksinlerden Kolistin ve Tigesiklin antibiyotiklerine karsi izolatlarin duyarlilik
hesaplart CLSI kriterleri baz alinarak yapildi (CLSI kriterleri Tablo 2 de gosterilmistir).
Kirby-Bauer Disk Difuizyon antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglar: (Sekil 5 ve Tablo
7,8,9,10,11,12,13)’de verilmistir.
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Sekil 5. Kirby-Bauer Disk difuizyon antibiyotik duyarhhk testi

Tablo 7. A. Baumanii (88 izolat), Kirby-Bauer Disk difuizyon antibiyotik duyarhlhik testi sonucu elde
edilen zon ¢aplarimin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli antibiyotiklere
kars: elde edilen duyarhlik sonuclar

Antibiyotik Direngli (R) Orta duyarl (1) Hassas (S)
Sayr | Yizde % | Say1 | Yizde % | Sayr | Yiizde %
AMIKASIN 51 57.95 3 34 34 38.63
AMPISILIN SULBAKTAM 85 96.59 3 3.40 - -
SEFEPIM 13 97.72 1 2.27 - -
SEFTAZIDIM 87 98.86 1 1.13 - -
SIPROFLOKSASIN 85 96.59 1 1.13 2 2.27
KOLISTIN 1 1.13 - - 87 98.86
GENTAMISIN 79 89.77 - - 9 10.22
IMIPENEM 87 98.86 1 1.13 - -
LEVOFLOKSASIN 77 87.5 11 125 - -
MEROPENEM 88 100 - - - -
PIPERASILIN 88 100 - - - -
TETRASIKLIN 67 76.13 1 1.13 20 22.72
TIGESIKLIN 12 13.63 18 20.45 58 65.90
TRIMETOPRIM SULFAMETOKSAZOL 5 9318 - - 6 6.81
PIPERASILIN/TAZOBAKTAM 88 100 - - - -
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Tablo 8. P. aeruginosa (26 izolat) Kirby-Bauer Disk diftizyon antibiyotik duyarhhk testi sonucu
elde edilen zon caplarimin, CLSI Kkriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli
antibiyotiklere karsi elde edilen duyarhlik sonucglar

Antibiyotik Direncli (R) Orta duyarl (1) Hassas (S)
Say1 Yizde % Say1 Yiizde % Say1 Yiizde %

AMIKASIN 19 73.07 - - 7 26.92
AMPISILIN SULBAKTAM 26 100 - - - -
SEFEPIM 16 61.53 7 26.92 3 38.46
SEFOPERAZON-
SULBAKTAM 18 69.23 7 26.92 1 3.84
SEFTAZIDIM 16 61.53 6 23.07 4 15.38
SIPROFLOKSASIN 18 69.23 - - 8 30.76
KOLISTIN - - - 26 100
GENTAMISIN 17 65.38 - - 9 34.61
NETILMISIN 16 61.53 6 23.07 4 15.38
IMIPENEM 26 100 - - -
LEVOFLOKSASIN 18 69.23 - - 8 30.76
MEROPENEM 25 96.15 1 3.84 - -
PIPERASILIN 2 76.92 6 23.07 - -
TETRASIKLIN 26 100 - - -
TIGESIKLIN 25 96.15 1 3.84 - -
TRIMETOPRIM 26 100
SULFAMETOKSAZOL ) ) ) )
PIPERASILIN/TAZOBAKTAM 26 100 - - - -
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Tablo 9. K.peumoniae (9 izolat), Kirby-Bauer Disk diftizyon antibiyotik duyarhhk testi sonucu elde
edilen zon caplarinin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli antibiyotiklere
kars: elde edilen duyarhhik sonuglar:

Antibiyotik Direngl.i. (R) Orta duyfll’h ) Hassai (S)
Say1 | YUzde% | Sayr | Yizde % | Sayr | Yizde %
AMIKASIN 4 44.44 5 55.55 - -
AMPISILIN 9 100 - - - -
AMOKSISILIN- KLAVULANIKASIT 9 100 - - - -
SEFEPIM 8 88.88 1 11.11 - -
SEFOKSITIN 9 100 - - - -
SIPROFLOKSASIN 9 100 - - - -
KOLISTIN 3 33.33 - - 6 66.66
ERTAPENEM 9 100 - - - -
GENTAMISIN 7 71.77 - - 2 22.22
IMIPENEM 8 88.88 1 11.11 - -
MEROPENEM 9 100 - - - -
: . k. 8 88.88
TRIMETOPRIM -SULFAMETOKSAZOL - - 1 11.11
PIPERASILIN/TAZOBAKTAM 9 100 - - - -

Tablo 10. E. coli (3 izolat), Kirby-Bauer Disk diflizyon antibiyotik duyarhhk testi sonucu elde
edilen zon caplarinin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli antibiyotiklere
karsi elde edilen duyarhihk sonuglan

. . Direncli (R) Hassas (S)
pTIBEPK Sayi Yiizde% Sayi Yizde%
AMIKASIN 2 66.67 1 33.33
AMOKSISILIN- KLAVULANIKASIT 3 100 - -
AMPISILIN 3 100 - -
SEFOKSITIN 3 100 - -
SEFTRIAKSON 3 100 - -
SEFUROKSIM 3 100 - -
SIPROFLOKSASIN 3 100 - -
ERTAPENEM 3 100 - -
FOSFOMISIN - - 3 100
GENTAMISIN 2 66.67 1 33.33
IMIPENEM 3 100 - -
MEROPENEM 3 100 - -
NITROFURANTOIN 3 100 - -
PIPERASILIN -TAZOBAKTAM 3 100 - -
TRIMETOPRIM -SULFAMETOKSAZOL 3 100 - -
KOLISTIN - - 3 100
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Tablo 11. Chryseobacterium indologenes (2 izolat) Kirby-Bauer Disk diflizyon antibiyotik duyarhhk
testi sonucu elde edilen zon c¢aplarinin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu
cesitli antibiyotiklere kars: elde edilen duyarhhk sonuglar

. . Direncli (R) Hassas (S)

ANTIBIYOTIK Sayi Yuzde% Yuzde%
AMIKASIN 2 100 - -
TIKARSILIN KLAVULANIK ) 100 i i
ASIT
SEFTAZIDIM 2 100 - -
SEFOPERAZON SULBAKTAM 2 100 - -
SIPROFLOKSASIN - - 2 100
KOLISTIN 2 100 - -
SEFAZOLIN 2 100 - -
ERTAPENEM 2 100 - -
SEFEPIM 2 100 - -
SEFOKSITIN 2 100 - -
GENTAMISIN 2 100 = -
IMIPENEM 2 100 - -
LEVOFLOKSASIN - - 2 100
MEROPENEM 2 100 - -
PIPERASILIN TAZOBAKTAM 2 100 - -
TRTMETOPRTM i ; 2 100
SULFAMETOKSAZOL
AZTREONAM 2 100 = -

Tablo 12. Proteus mirabilis (lizolat), Kirby-Bauer Disk diflizyon antibiyotik duyarhlhk testi sonucu
elde edilen zon caplannmin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli
antibiyotiklere karsi elde edilen duyarhlik sonuclarn

ANTIBIYOTIK Direngli (R)- Orta duyarli (1)- Hassas (S)

AMIKASIN S

AMPISILIN SULBAKTAM

SEFEPIM

SEFOPERAZON/ SULBAKTAM

SEFTAZIDIM

SIPROFLOKSASIN

KOLISTIN

GENTAMISIN

IMIPENEM

LEVOFLOKSASIN

MEROPENEM

NETILMISIN

PIPERASILIN

PIPERASILIN /TAZOBAKTAM

TETRASIKLIN

TIGESIKLIN

DD DO DN NN TN — DO —D

TRIMETOPRIM SULFAMETOKSAZOL
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Tablo 13. Enterobacter cloacae (lizolat), Kirby-Bauer Disk diflizyon antibiyotik duyarhhk testi
sonucu elde edilen zon caplarimin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli
antibiyotiklere karsi elde edilen duyarhlik sonucglar

ANTIBIYOTIK Direngli (R)- Orta duyarh (I)- Hassas (S)

AMIKASIN R

AMPISILIN SULBAKTAM

SEFEPIM

SEFOPERAZON/ SULBAKTAM

SEFTAZIDIM

SIPROFLOKSASIN

KOLISTIN

GENTAMISIN

IMIPENEM

LEVOFLOKSASIN

MEROPENEM

NETILMISIN

PIPERASILIN

PIPERASILIN /TAZOBAKTAM

TETRASIKLIN

TIGESIKLIN

| »w| Dl | I O O W O | WO w O I O O

TRIMETOPRIM SULFAMETOKSAZOL

Metallo-p-laktamazlarin ayrim: igin yapilan fenotipik calismalarin ardindan
karbapenemaz genlerinin Kkarakterizasyonunu tespit etmek amaciyla genotipik
calismalara gecilmis ve bu amacla siklikla gortlen B-laktamaz genlerini hedefleyen in-
house PCR ve Multiplex-PCR metodlar: ile amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir.
Daha sonra tespit edilen metallo-p-laktamaz genleri daha spesifik primerlerle amplifiye
edilerek dizi analizleri yapilmis ve sub-tip dizeyinde tanimlandirilmistir. Tarler
icerisinde B-laktamaz gen profillerini tanimlayan PCR sonuglar: ve dizi analizi yapilan
genlerin profilleri (Tablo-14,15,16,17,18) de verilmistir.
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Tablo 14. PCR sonucu A. Baumanii (88) izolatlarinda amplifiye edilen g-laktamaz genleri.

B-laktamaz genleri Sayi Yuzde %
OXA-51-Like 88 100
OXA-23-Like 54 61.36
OXA-24-Like 15 17.04
NDM 2 2.28
TEM 20 22.73
OXA-48-Like 3 3.40
GES 5 5.69
CTX-M 6 6.82
CTX-M 1 1 1.14
CTX-M 2 1 1.14
CTX-M 9 2 2.28

Tablo 15. PCR sonucu P. aeruginosa (26) izolatlarinda amplifiye edilen p-laktamaz genleri.

B-laktamaz genleri Sayi Yuzde %
OXA-23-Like 4 15.38
OXA-48-Like 4 15.38
GES 2 7.70
CTX-M 1 3.85
VIM-1 1 3.85

Tablo 16. PCR sonucu K.peumoniae (9) izolatlarinda amplifiye edilen g-laktamaz genleri.

B-laktamaz genleri Sayi Yuzde %
OXA-48-Like 4 44 .44
OXA-24-Like 2 22.22
CTX-M 4 44.44
CTX-M 9 4 44.44

Ayrica yapilan diger PCR analizleri sonucunda 3 E.coli izolatlarinin bir
tanesinde NDM, 2 izolatta OXA-48-Like geni ve 1 Enterobacter cloacae izolatinda
NDM, OXA-48-like ve CTX-M1 genleri tespit edilmistir.
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Tablo 17. Multiplex-PCR sonucu kdkenlerde amplifiye edilen p-laktamaz genlerinin dagilimu.

Kod Tur B-laktamazlar Kod Tur B-laktamazlar
OXA-51-like+OXA-
1 . baumannii | OXA-51-like + OXA-24-like 66 A. baumannii
23-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+
2 . baumannii 67 A. baumannii OXA-51-like+NDM-1
OXA-24-like
OXA-51-like+TEM+
3 . baumannii | OXA-51-like+OXA-24-like 68 A. baumannii
OXA-23-like
OXA-51-like+GES+
4 . baumannii | OXA-51-like+ OXA-24-like 69 A. baumannii
OXA-23-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+ OXA-51-like+ OXA-
5 . baumannii 70 A. baumannii
OXA-24-like 23-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+ OXA-51-like+ OXA-
6 . baumannii 71 A. baumannii
OXA-24-like 23-like
OXA-51-like+ OXA-23-
7 . baumannii 72 A. baumannii OXA-51-like+CTX-M9
like+OXA-24-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+ OXA-51-like+ OXA-
8 . baumannii 73 A. baumannii
OXA-24-like 23-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+ OXA-51- like +TEM+
9 . baumannii ] 74 A. baumannii .
OXA-24-like GES +OXA-23-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+ OXA-51-like+CTX-M+
10 . baumannii 75 A. baumannii
OXA-24-like OXA-23-like
OXA-51-like + TEM +
11 . baumannii | OXA-51-like+CTX-M2 76 A. baumannii OXA-23-lik e+ OXA-
48-like
OXA-51-like+ OXA-
12 . baumannii | OXA-51-like+ OXA-24-like 77 A. baumannii
23-like
OXA-51-like+ OXA-
13 . baumannii | OXA-51-like 78 A. baumannii
23-like
OXA-51-like+OXA-
14 . baumannii | OXA-51-like 79 A. baumannii ]
23-like
OXA-51-like+ OXA-
15 . baumannii | OXA-51-like 80 A. baumannii
23-like +OXA-24-like
OXA-51-like+OXA-
16 . baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 81 A. baumannii
23-like+ OXA-24-like
OXA-51-like+ OXA-
17 . baumannii | OXA-51-like 82 A. baumannii
24-like
18 . baumannii | OXA-51-like 83 A. baumannii OXA-51-like
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OXA-51-like+ CTX-

19 | A. baumannii | OXA-51-like 84 A. baumannii M9+ OXA-23-like+
OXA-24-like
OXA-51-like+ OXA-23-like+
20 | A. baumannii 85 A. baumannii | OXA-51-like
OXA-48-like
21 | A.baumannii | OXA-51-like 86 A. baumannii | OXA-51-like
OXA-51-like+GES+
22 | A. baumannii | OXA-51-like 87 A. baumannii
OXA-23-like
23 | A. baumannii | OXA-51-like 88 A. baumannii | OXA-51-like+CTX-M1
24 | A.baumannii | OXA-51-like 89 P. aeruginosa | -
25 | A. baumannii | OXA-51-like+GES 90 P. aeruginosa | -
OXA-51-like+TEM+0OXA-
26 | A. baumannii 91 P. aeruginosa | OXA-23-like
23-like
27 | A. baumannii | OXA-51-like+ TEM 92 P. aeruginosa | OXA-48-like
OXA-51-like+ TEM+ OXA-
28 | A. baumannii 93 P. aeruginosa | OXA-48-like
23-like
29 | A.baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 94 P. aeruginosa | -
OXA-51-like+ TEM+ OXA-
30 | A. baumannii 95 P. aeruginosa | VIM-1
23-like
31 | A.baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 96 P. aeruginosa | -
32 | A. baumannii | OXA-51-like 97 P. aeruginosa | GES
33 | A. baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 98 P. aeruginosa | -
34 | A. baumannii | OXA-51-like 99 P. aeruginosa | -
35 | A. baumannii | OXA-51-like+ TEM 100 P. aeruginosa | CTX-M
36 | A. baumannii | OXA-51-like+ TEM 101 P. aeruginosa | OXA-48-like
37 | A. baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 102 P. aeruginosa | -
38 | A. baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 103 P. aeruginosa | OXA-48-like
39 | A. baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 104 P. aeruginosa | -
OXA-51-like+TEM+
40 | A. baumannii 105 P. aeruginosa | OXA-23-like
OXA-23-like
OXA-51-like+NDM-1+
41 | A. baumannii 106 P. aeruginosa | -
OXA-23-like
42 | A.baumannii | OXA-51-like 107 P. aeruginosa | -
OXA-51-like+TEM+
43 | A. baumannii 108 P. aeruginosa | OXA-23-like
OXA-23-like
| OXA-51-like+TEM+ OXA- .
44 | A. baumannii 109 P. aeruginosa | -
23-like
45 | A. baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 110 P. aeruginosa | -
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46 | A. baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 111 P. aeruginosa | GES
47 | A baumannii | OXA-51-like+- OXA-23-like | 112 P. aeruginosa | OXA-23-like
48 | A baumannii | OXA-51-like+ TEM 113 P. aeruginosa | -
49 | A baumannii | OXA-51-like 114 P. aeruginosa | -
OXA-48-like + CTX-
50 | A.baumannii | OXA-51-like 115 | K. pneumoniae Mo
OXA-51-like+ OXA-23-like+ OXA-48-like + CTX-
51 | A. baumannii 116 | K. pneumoniae
OXA-24-like M9
52 | A.baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 117 | K. pneumoniae | -
53 | A. baumannii | OXA-51-like+OXA-23-like 118 | K. pneumoniae | OXA-48-like
54 | A.baumannii | OXA-51-like 119 | K. pneumoniae | IMP
55 | A.baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 120 | K. pneumoniae | -
OXA-24-like +-CTX-
56 | A.baumannii | OXA-51-like+ TEM 121 | K. pneumoniae Mo
OXA-51-like+ TEM+ OXA- OXA-24-like + CTX-
57 | A. baumannii 122 | K. pneumoniae
23-like M-9
OXA-51-like+TEM+OXA-
58 | A. baumannii i 123 | K. pneumoniae | OXA-48-like
23-like
OXA-51-like+ TEM+OXA-
59 | A. baumannii 124 E.coli OXA-48-like
23-like
OXA-51-like+CTX-
60 | A.baumannii ) 125 E.coli NDM-1
M+OXA-23-like
61 | A.baumannii | OXA-51-like+ OXA-23-like 126 E.coli OXA-48-like
| OXA-51-like+ TEM+OXA- Chryseobacteri
62 | A. baumannii . 127 ) -
23-like um indologenes
OXA-51-like+ TEM+ OXA- Chryseobacteri
63 | A. baumannii . 128 . -
23-like um indologenes
OXA-51-like+GES+OXA- Enterobacter | NDM-1+OXA-48-like
64 | A.baumannii 129
23-like cloacae + CTX-M-1
OXA-51-like+ TEM+ OXA- Proteus
65 | A.baumannii ) ) 130 S -
23-like+ OXA-48-like mirabilis
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100bp’lik marker

Sekil 6. K. pneumoniae izolatina ait
281 bp’lik OXA-48 geninin bant

profilini gosteren jel gorintisu.

Tablo 18. Dizi analizi yapilan karbapenemaz genlerinin sub-tip sonuclar

399 bp’lik GES geninin bant

profilini gosteren jel géruntisu.

Sekil 7. A. baumannii izolatina ait  Sekil 8. E.coli izolatina ait
129 bp’lik NDM-1 geninin bant

profilini gosteren jel gérintisu.

OXA-48 GES VIM NDM
A. baumannii 3* OXA-48 5*GES-11 - 2*NDM-1
P. aeruginosa 4* OXA-48 1*GES-11+1*GES-12 1*VIM-1 -
K. pneumoniae 4* OXA-48 - - -
E.coli 2* OXA-48 = - 1*NDM-1
Chryseobacterium indologenes - - - -
Enterobacter cloacae 1* OXA-48 1*NDM-1
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Sekil 9. Dizi analizi sonucu elde edilen E.coli izolatinda NDM-1tipi karbapenemaz geninin BLAST

taramasi
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Calismamizda hastane ve toplum kokenli metallo-p-laktamaz Ureten suslarin
filogenetik iliskileri tespit etmek amaciyla, PFGE ile elde edilen DNA profillerini
degerlendirmek ve yorumlamak igin bilgisayar programi yardimi ile benzerlik
katsayisina dayal: kiime (cluster) analizi yapilmistir. Bu amagla Gel-compar 11 software
yazilim programi ile suslarin benzerlik siniflandirmasini  gdsteren soyagagclari
(dendogram) elde edilmistir. Suslar arasi iliskinin degerlendirmesi icin Gel-compar Il
software programi ile Dice benzerlik katsayisi kullanilmistir. Dice benzerlik katsayisina
gore, >%85 benzerlik orani , >3 bant farkliligina karsilik gelmektedir ve yakin iliskili
olarak degerlendirilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda hastane ve toplum kokenli metallo-f-laktamaz treten
suslarin filogenetik iliskileri degerlendiridiginde;

1. Metallo-B-laktamaz direncli  Acinetobacter baumannii izolatlarinin (n:88)
filogenetik iliskileri irdelendiginde, yakin iliskili olarak 17 kiime icerisinde dagildiklarz,
bu kiime icerinde yer alan Al, A2, C1, D, F, H3, L1, N, O1, 02, P1, P2 ve R kiimelerini
olusturan suslarin %100 benzer olduklari, en buyik kiimeyi 4 alt Uye ile L kiimesinin,
( L1-9%100, L1-L2 %96.8, L2-L3 %96, L3-L-4 %94), ikinci blyik kiimeyi 4 alt tye ile
C kiimesinin (C1-%100, C1-C2 %95.8, C2-C3 %93.3, C3-C4 % 87.9) olusturdugu
tespit edilmistir. PFGE yoOntemiyle yakin iliskili olarak degerlendirdigimiz
Acinetobacter baumannii izolatlarinda p-laktamaz genlerinin dagilimini irdeledigimizde
A kimesinde bulunan dyelerin OXA51-OXA24, B-C-D kiumelerinde OXA51-OXA23-
OXA24, E kiimesi OXA51-TEM, F-G-H-1-J kiimeleri OXA51-TEM-OXA23, K-N-O-P
kiimelerinde OXA51- OXA23, L kimesinde OXA51-OXA48- OXA23, M kiimesinde
ise OXA51-GES-OXA23 genlerinin yer aldigi tespit edildi. OXA-51 geni 88
Acinetobacter baumannii izolatinda tespit edilmisti ancak yakin iliskili izolatlarda ikinci
siklikta OXAZ23 geni, daha sonra TEM ve OXA24 genlerinin izledigi goruldi. Ayrica
Acinetobacter baumannii izolatlarinin hastanemizde persisite oldugu ve bu izolatlarin
hastanemizin farkli kliniklerinde yerlestigi ve gesitli hastane kokenli enfeksiyonlara

sebep oldugu tespit edildi.
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Sekil 10. PFGE sonucu elde edilen Acinetobacter baumannii izolatlarinin filogenetik iliskileri
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2. P. aeruginosa izolatlarinin (n:26) filogenetik iliskileri degerlendiriliginde
yakin iligkili olarak 6 kiime (A-B-C-D-E-F) icerisinde dagildiklari, C1 kimesinin
%2100 benzer oldugu ve en biyuk kimeyi olusturan 3 alt tye (C1%100, C1-C2 %91.4)
C kimesinin olusturdugu analiz edilmistir. Ayrica C kimesinde yer alan Uyelerin,
OXA-48, D kimesinde GES, E ve F kimesinde bulanan uyelerin ise OXA-23
betalaktamaz genlerine sahip oldugu gorilmustur.
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Sekil 11. PFGE sonucu elde edilen P. aeruginosa izolatlarinin filogenetik iliskileri

3. Son olarak K. pneumoniae izolatlarinin (n:9) filogenetik analizi sonucunda ise
yakin iligkili iki kimeye (A-B) dagildiklari, en blyik kimeyi olusturan dort dyeli A
kiimesinin alt Gyesi olan Al ve A2 kiimesinin %100 benzer oldugu, Al kiimesinin A2
kiimesiyle %94.1 oranla yakin iligkili oldugu ve B kiimesini olusturan B1-B2 yelerinin
% 92.1 yakin iligkili oldugu tespit edilmistir. A1 kiimesinde yer alan tyelerde OXA48-
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CTXM9, A2 kimesinde OXA24-CTXM9 ve B kimesinde yer alan (yelerde ise
OXAA48 betelaktamaz genlerinin dagildig: tespit edilmistir.

o 0T ) TD Tl ) e % Bl 00 R et ]

?‘ ‘_E = f‘ __§ &
=™ NI Kl OXA48-CTXM9
I N T T OXA4E-CTXMS
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7.8 A2 11 LI K4 OXA24 CTXM9
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Sekil 12. PFGE sonucu elde edilen K. pneumoniae filogenetik iliskileri
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5. TARTISMA

Antibiyotiklere karsi direng gosteren bakteriler diinyada ve Ulkemizde blyik
sorun haline gelmistir. Antibiyotiklerin yanhs ve bilingsizce kullanim: ¢oklu direngli
Gram-negatif basiller gibi bakterilerin artmasina neden olmustur. Ozellikle Gram-
negatif basillerde gorilen p-laktam direnci en ¢ok calisilan ve en cok ilerleme
kaydedilen alandir. B-laktam direncine yol agan mekanizmalarin ¢ogu acikhiga
kavusturulmus olup hiicre duvart modifikasyonlarina ek olarak en 6nemli direng
mekanizmasinin enzimatik diren¢ oldugu tespit edilmistir. B-laktamazlar ilk baslarda
dar spektrumlu olmasina karsin, butiin p-laktamlara ve diger antibiyotiklere direng
kazandirabilen enzimler haline gelmistir ve spektrumu genisleyen bu enzimlere
Genislemis Sektrumlu B-Laktamazlar ismi verilmis ve daha sonra karbapenem grubu
antibiyotikler ortaya ¢ikmistir. Karbapenem grubu antibiyotikler giinimuzde insanligin
bakterilere kars1 verdigi micadelede en gdzde antibiyotikler arasinda yerini almistir.
Ancak bakterilerin bu antibiyotiklere de direng gelistirmesi uzun sirmemistir.
Karbapenem direncinden sorumlu mekanizmalar arasinda karbapenemazlar enzimleri
birinci sirada olmamakla birlikte aktarilabilir genlerle kodlandiklarindan dolay: hizl bir
yayilim goOstermektedir. Karbapenemazlar bazen klinisyenelere tedavide secenek
birakmayacak kadar tehlikeli olabilen, direng spektrumu ¢ok genis olabilen enzimlerdir
ve guniimiz mikrobiyoloji ve enfeksiyon arastirmacilarinin en yogun c¢alistigi alandir.
Ancak tlkemizde bu konuyla ilgili yapilmis ¢alisma sayisi ¢ok azdir.

Calismamizda tir tamimlama islemlerinden sonra calismaya dahil edilen
izolatlarda karbapenem direncinin dogrulanmas: amaciyla yapilan MHT” i VITEK I
sistemiyle Kkarsilagtirllmistir. VITEK 11 sistemi daha ¢ok rutin labaratuvarlarda hizl
identifikasyon amaciyla kullanilan ve son gelistirmelerle direnc analizleride yapabilen
bir sistemdir ancak karbapenem direnci konusunda VITEK |1 sisteminin ¢ok fazla yanls
pozitif sonug verdigi belirtilmistir'. Bunun yaninda bazi enterik bakteri tiirlerinde
imipenem ve meropeneme kars1 yanhs duyarlilik dereceleri verdigi de gésterilmigtir’™,
Genellikle kabul gormis olan dogru bir hastada karbapenemlere kars1 azalmis duyarlilik
belirlendiginde karbapenem direncinin mumkinse ilk 6nce hizli molekiler testlerle
dogrulanmas: eger bu mumkin degilse MHT, APB, (3-aminophenylboronic acid)-
Meropenem kombine disk, Dipikolinik asit- Meropenem kombine disk veya Imipenem-

70



EDTA kombine disk testlerinin en az ikisinde birden karbapenem direncinin
gosterildikten sonra izolat: Karbapenem direncli kabul etmektir™. MHT ise %95-100
gibi yuksek sensitivite oranlarina sahip ancak uygulama zorlugu ve bazi minor
karbapenemaz genlerini kacirabilme gibi dezavantajlara sahip bir fenotipik testtir bunun
yaninda bazi CTX-M veya AmpC tipi pB-laktamaz sentezleyebilen izolatlarda azalmis
veya kaybedilmis porin ekspresyonu nedeniyle MHT spesifite oranlarini yanhs pozitif
sonuclarla  dustirebilmektedir. Nordmann ve Poirel karbapenem direncinin
belirlenmesi (zerine yaptiklari yogun arastirmalar sonucu 2013 yilinda yayinladiklar
calismalarinda kendi gelistirdikleri Carba NP ve SUPERCARBA testlerinin MHTnin
dezavantajlarini  ortadan kaldirdigint  ve rutinde bu testlerin  kullanilmasin
onermislerdir’®.

Yang ve ark 10 yillik bir surveyans calismasinda 23 merkezde hem toplum
kokenli hemde nozokomiyal kokenli 3074 E. coli, 1025 K. pneumoniae izolatinda gesitli
antibiyotiklere karst duyarlilik testleri yapmis, ertapenem, imipenem, amikasin ve
piperasilin/tazobaktam’in 10 yil boyunca yuksek bir aktivite gosterdigini ancak E. coli
izolatlarinda 10 yil suresince sefalosporinlere, florokinolonlara ve ampisilin/sulbaktama
kars1 direncin dramatik bir sekilde arttigint bu veriler yaninda cahstiklar: izolatlar
arasinda GSBL sentezleme oranimin 2002-2003 vyillarinda 9%19.1 iken 2010-2011
yillarinda bu oranin %66.6’ya yiikseldigini bildirmislerdir’”. Cografik olarak bize yakin
bir tlke olan Yunanistan’dan Falagas ve ark.’nin 2010 tarihli ¢alismasinda ise MDR
(Multi Drug Resistant) ve XDR (Extremely Drug resistant) Enterobacteriaceae
izolatlariyla antibiyotik duyarlihigini arastirdiklar: calismada en az 3 antibiyotik grubuna
direncli izolatlart MDR, bir veya iki grup harig diger tiim antibiyotik gruplarina direncli
izolatlar1 ise XDR olarak siniflandirmis, MDR izolatlara kars: en etkili antibiyotikleri
duyarlilik oranlar sirasiyla fosfomisin (%92.8), tigesiklin (%92.1) ve kolistin (%73)
olarak belirlemisler bunlari imipenem (%35.5), tetrasiklin (%20.4), gentamisin (%19.7),
trimetoprim/sulfametaksazol  (%12.5) ve siprofloksasin  (%10.5)’in izledigini
belirtmislerdir’®. 2009°da Lee ve ark.” min Tayvan’ da imipenem’e duyarliligim
kaybetmis Acinetobacter izolatlarinda antibiyotik duyarlihg: arastirdiklari galismada
izolatlarin sadece Tigesiklin ve Kolistin® e anlamli derecede hassas bulundugunu
bildirmislerdir™. Tiirkiye’de ise heniiz Karbapenem direncli izolatlarin antibiyotik

duyarliliklar: Uzerine yapilmis genis capl ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu az
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sayidaki calismalardan biri olan Ergin ve ark.’nmin 2013 yilinda yayinladiklari makalede
Istanbul’daki MDR A. baumannii izolatlar1 cahsilmis ve izolatlarimin %98’inin
Kolisitin’e, %94’ inlin Tigesiklin’e hassas oldugunu bu antibiyotikleri ise sirasiyla %17,
%17 ve %18 oranlar ile Imipenem, meropenem ve doripenem’in izledigini
bildirmislerdir®. Bir baska yerel calismada ise Sari ve ark. 2013 yilinda izmir Dokuz
Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesindeki bir MDR A. baumannii salginim
belirlemis ve calisilan izolatlarin timinin Seftazidim, Imipenem, Meropenem,
Piperasilin/Tazobaktam, Siprofloksasin, Gentamisin, Tobramisin, Trimetoprim/
Sulfametaksazol ve Sefaperazon/Sulbaktam antibiyotiklerine direngli olduklarin
bildirmislerdir®. Ankara’dan Kili¢ ve ark.” nin 2011 yilinda 7 aylik bir dénem sonunda
515 klinik Enterobacteriaceae izolati arasindan izole ettikleri 4 Karbapenem direncli
susta yaptiklar: antibiyotik duyarlilik testleri sonucu izolatlarinin Amikasin’ e %100,
Aztreonam’ a %50, Sefepim’ e %50, Siprofloksasin’ e %50, Levofloksasin’e %50,
Kolistin’e ve Polimiksin B’ye %75, Tetrasiklin’e %50, Tigesiklin’e %100 ve
Trimetoprim/Stilfametaksazol’e %50 duyarli olduklarini  bildirmislerdir®®. Bizim
yaptigimiz bu calismada meropenem’e % 99.23 (129/130), imipenem’e % 98.46
(128/130), siprofloksasin’e %88.46 (115/130), sefepim ve ampisillin-sulbactama %
86.92 (113/130) , tetrasiklin grubu antibiyotiklere %70 (91/130) ve Kolistine karsida
%5.38 (7/130) diizeyine direng gelistigi tespit edildi.

Calismamiza dahil edilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinin
ardindan saglanan direncin genotipik temellerinin irdelenmesi amaciyla genotipik
olarak bilinen karbapenemaz genleri arastinlmistir. Direng saglayan genlerin
identifikasyonu amaciyla ardarda yapilan Multiplex-PCR, in-house PCR ve dizi analizi
calismalari sonucu cesitli B-laktamaz genleri tespit edilmistir.

Calismamizda A. baumannii (n:88)izolatlarinin  tamaminda, OXA-51-like
(%100), 54 izolatta OXA-23-like (%61.36), 20 izolatta TEM (%22.73), 15 izolatta
OXA-24-like (%17.04), 6 izolatta CTX-M (%6.82), 5 izolatta GES (%5.69), 3 izolatta
OXA-48-like (%3.40), 2 izolatta NDM-1 (%2.28) tipi B-laktamaz enzimleri identifiye
edilmistir. Ulkemizde Ergin ve ark.’min yaptig1 genis olcekli arastirmada karbapenem
direncine sebep olan genlerin %31 OXA-23-like, %23 OXA-58-like kalanlarinda OXA-
51-like oldugu, izolatlarin %54’ Gnde genlerin birarada aym izolatta bulundugunu

bildirmislerdir®. Ergin ve ark.’min yaptigi bu calisma bizim calisma ile
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kiyasladigimizda OXA-51-like ve OXA-23-like genin vyillar icerisinde daha prevelan
hale gegtigi gorulmistur. Bizim c¢alismamizdaki bir diger ilging bulgu 5 izolatta
(%5.69) GES-11 tipi A grubu karbapenemazin tespit edilmesi idi. Ulkemizdeki ilk GES
enzimini Ureten izolat Belgika’ya transfer olmus bir hastada Bogaerts ve ark. tarafindan
2010 yihinda gésterilmistir®. Daha sonra 2013 yilinda Cicek ve Zeka’min grublar
tarafindan iki farkli arastirmada A. baumannii izolatlar1 tarafindan GES enzimi

848 Bu cahigmalarda identifiye edilen GES enzimlerinin

sentezlendigi bildirilmistir
subtipleri GES-11 ve GES-12 idi. Bizim caligmamizda izole ettigimiz 5 GES-11
sentezleyen izolatla birlikte dustnildiginde Ulkemizde GES enzimi sentezleyen A.
baumannii izolatlarinin varliginin g6z 6niinde bulundurulmas: gerektigi distndlmelidir.
Bizim ¢alismamizdaki A. baumannii izolatlar: dustintldiglnde gorilen yiksek direng
oranlarin1 saglayan mekanizmalar ya aktivitesi yuksek karbapenemaz genleri yada
kombine halde bulunan daha duisik aktiviteli p-laktamazlar sayesinde gelistigi
yorumlanabilir ancak ileride karbapenemaz genlerinin karakterizasyonu yaninda porin
proteinlerinin gecirgenligine ve efflux sistemlerine yoOnelik calismalar yapilmas: bu
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi agisindan dnemlidir.

Calismamiza dahil edilen bir baska non-fermentatif Gram-negatif basil
morfolojisindeki tir P.aeruginosa idi. Bu tiirde identifiye edilen B-laktamaz genleri
sayisi ve sirasi ile su sekilde idi: 4 izolatta OXA-23-like, 4 izolatta OXA-48, 1 izolatta
GES-11, 1 izolatta GES-12, 1 izolatta CTX-M, 1 izolatta VIM-1 geni tespit edilmistir.
Breidenstein ve ark. P.aeruginosa’daki direng tzerine yaptiklar: literatiir derlemesinde
bu mikroorganizmanin diger Gram-negatif basillere gore antimikrobiyallere ¢ok daha
direncli olmasinin sebebini intrinsik olarak bulundurduklari azalmis dis membran
gecirgenligi, gelismis efflux sistemleri, diger bakterilerden farkli porin say: ve yapilar
gibi cesitli diren¢ mekanizmalarina baglamlstlr%. Ornegin P.aeruginosa hiicre duvari
E.coli’ye gore 12-100 kat daha az gecirgen oldugunu gosteren calismalar literatiirde
mevcuttur®. Fernandez ve ark. ise P.aeruginosa’yr bu yeteneklerinin yamisira
antibiyotik baskisi, besin azligi, yetersiz Greme ortami gibi cesitli cevresel stres
faktorlerine kars: diger bakterilere gore daha iyi uyum saglayabilen bir mikroorganizma
olarak tanéimlamustir®®. Bu tiir degisimler genomda bulunan crc, lon, psrA, ampD, gyrA,
nalA, nfxB, mexZ, phoQ gibi genlerle kontrol edilmektedir®®. Bu bilgiler g6z dniinde

bulunduruldugunda ¢alismamizda 26 P. aeruginosa izolatimin 11’ inde B-laktamaz
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genlerinin identifiye edilmis olmasinin sebebi olarak, suslarda goérulen karbapenem
direncinin mekanizmalarinin enzimatik direnc disindaki efflux sistemleri yada membran
gecirgenligi modifikasyonlar: ile olabilecegi disunulmustir. Calismamizda tanimlanan
A sinift karbapenemaz olan GES enzimi 2 izolatta tanimlanmig subtip dagilhimi 1
izolatta GES-11, 1 izolatta ise GES-12 seklinde belirlenmistir. GES enzimleri daha 6nce
lilkemizde birkac calismada A. baumannii izolatlarinda gosterilmis®®®, ancak P.
aeruginosa suslari icin yapilan literatir taramasinda lkemizde Giran ve ark. tarafindan
2014 yilinda yaptiklar: ¢calismada P.aeruginosa izolatlarinda GES enziminin varligin:
ilk kez tespit etmislerdir®®. Diinyadaki calismalara bakildiginda P.aeruginosa suslarinda
GES enzimlerinin yaygin oldugu pek cok calismayla gosterilmistir®®®. Bizim
calismamizdaki %7.70” lik oran, Guran ve ark. tarafindan %8.2’ lik oranla yaptiklar
calismanin ardindan GES enziminin Ulkemizde prevalan oldugu sonucuna varilabilir.
Bir diger MBL olan VIM enzimi (VIM-5) ise llkemizde ilk kez Bahar ve ark.
tarafindan 2004 yilinda tanimlanmistir. Dinyada IMP ile birlikte en sik P. aeruginosa
turlerinde goérilen MBL olan VIM enzimleri daha sonra 2008’de Yakupogullar ve ark.
ve Poirel ve ark. tarafindan gosterilmis dolayisi ile bu enzimlerin varhig: tlkemizde
bilinmektedir. Guran ve ark. tarafindan yapilan calismada Karbapenem direncli P.
aeruginosa suslari icin giderilmis VIM enzimlerinin prevelanst %5.5 olarak tespit
edilmistir®. Bizim calismamizda tanimlanan VIM-1 subtipinde enzim prevalans: %3.85
olarak degerlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen Karbapenem direncli 9 K. pneumoniae izolatlarinin
4’iinde OXA-48 (%44.44), 2’sinde OXA-24 (%22.22), 4’ tinde CTX-M (%44.44) ve 4’
unde CTX-M9 genleri tamimlanmistir. Giiran ve ark. 2011 yilinda yaptig: bir ¢alismada
Toplum kdkenli K. pneumoniae izolatlarinda CTX-M genlerinin sikligr % 88,8 olarak
tespit etmisler® ancak 2014 yilinda yaptiklar: benzer calismada Karbapenem direncli K.
pneumoniae izolatlar1 arasindaki toplam CTX-M sikhgint %52 (13/25) olarak
bulmuslardir®®. Bizim yaptigimiz bu calismada ise CTX-M sikhg % 44.44
bulunmustur. Calismamizdaki K. pneumoniae izolatlarinda en sik gorilen pB-laktamaz
genleri %44.44 oranlariyla OXA-48 ve CTX-M genleri idi. Alp ve ark. 2013 yilinda
Karbapenem direngli 94 K. pneumoniae izolatlarinda yaptiklar1 epidemiyolojik
arastirmada OXA-48 gen prevelansinin %91.5 oldugunu bildirmislerdir®®. Nazik ve ark.

ise 2011 yilinda 22 izolatla yaptiklari calismada K. pneumoniae izolatlar1 arasinda
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OXA-48 gen prevelansinin %100, 2012 yilindaki ¢alismalarinda ise 10 K. pneumoniae
izolatinin 8’inde (%80) OXA-48 geni bildirmislerdir®®®. Yine Kilic ve ark.” min 2011
tarihli yayininda karbapenem direnci tespit edilen 3 K. pneumoniae izolatinin 3’ tindede
OXA-48 genlerini tespit etmislerdir®,

Calismamizdaki 3 E.coli izolatlarinin bir tanesinde NDM-1, 2 izolatta oxa 48
like geni hem multiplex-PCR ile hemde dizi analiziyle tespit edilmistir. Turkiye’de ilk
kez bir K. pneumoniae izolatinda 2001 yilinda tanimlanan OXA-48 enzimi daha sonraki
yillarda cesitli Enterobacteriaceae tiirlerinde ve E. coli’de gosterilmistir®®®. Tiirkiye
OXA-48 enzimi icin artik endemik kabul edilen bir Glkedir ve bu enzimi tasiyan
kokenlerin artik toplum igerisinde sirkiilasyona girdigi belirtilmektedir®. Calismamizda
ayrica 1 Enterobacter cloacae izolatinda NDM-1, OXA 48 like ve CTX-M1 genleri
tanimlanmustar.

Gunimuzde karbapenemaz enzimleri tim dinyaya yayilmis bir sekilde toplumu
tehdit etmektedir. Karbapenemaz enzim tiplerinin, tercih edilen antibiyotiklerin
kullanim sikliklarina bagli olarak bolgeler veya Ulkeler arasi farkliliklar gostermektedir.
Karbapenemaz enzimi Ureten suslarin toplum ve hastane icerisindeki hareketlerini
izleyecek genotip diizeyinde hizli sonug veren molekdler epidemiyolojik metodlarin
yardimi ile hareket alaninin sinirlandiriimas: ve yeni direng gelisiminin minimize
edilmesi gerekmektedir. Molekiler epidemiyolojik yontemlerle yapilan calismalarda
prevalans sonuglari incelendiginde, gelismekte olan ulkeler basta olmak Uzere bir ¢ok
ulkede gerek hastane gerekse toplum kokenli enfeksiyonlardan izole edilen Gram-
negatif basillerde karbapenemaz enzimi Ureten suslarin prevalansinda bilyik artis
oldugu gorulmustdr.

Yang ve arkadaslarinin Kore’de Karbapenem direncli 49 A.baumannii izolat ile
2009 yilinda yaptiklar: ¢calismada, PFGE yontemi ile suslarin tamaminin klonal iliskili
oldugu belirlenmistir’. Buna karsin, Pournaras ve arkadaslarinin Yunanistan’da
yaptiklari ¢alismada 17 Karbapenem direncli A.baumannii izolatinin PFGE ile
incelenmesi sonucu 6 farkli klon tespit etmislerdir®. On Ulkeyi kapsayan (Cin,
Hindistan, Endonezya, Thayland, Kore, Taiwan, Singapur, Austuralya, Hong Kong ve
Filipinler) 2009 yili SENRTY surveyans calismasinda 6zellikle OXA-23 geni tasiyan
Karbapenem direncli A. baumannii izolatlarinin PFGE calismas: sonucunda bu Ulkeler

icin epidemik bir potansiyele sahip oldugu vurgulanmistir % Amerika'da yapilan baska

75



bir calismada ise benzer sekilde OXA-23 geni tasiyan Karbapenem direngli A.
baumannii izolatlarinin hastane enfeksiyonlari i¢in 6nemli bir tehdit oldugu ifade
edilmistir °°. A. baumannii izolatlarinin prevelansina tilkemizde yapilan calismalarda;
Ergin ve arkadaslari kan kilttrinden izole ettikleri ¢oklu ilag diren¢li A. baumannii
izolatlarinda %31 oraninda OXA-23like ve %23'Unde OXA-58like geni varlig
belirlemislerdir. Yedi yillik verilerin degerlendirildigi c¢alismada OXA-23 oraninin
yillar icinde artis gosterirken, OXA-58 geninde ise baskilanmanin oldugu
gozlemlemislerdir. Klonalite ¢alismasinin REP-PCR ile yapildigi bu calismada uzun
dénem varligini siirdiiren gok varyanth patern tespit etmislerdir®™. Vahapoglu ve ark
(2006)" nin alti merkezden elde ettikleri 72 Karbapenem direncli A. baumannii izolat
ile yaptiklar: ¢calismada PFGE ve plasmid analiz ¢alismas: sonucunda, genlerin plasmid
kaynakl1 olup, coklu klonalite gosterdigi ifade edilmistir'™".

Guney Kore’de yapilmis bir calismada Ulke genelinden 664 P. aeruginosa izolati
toplanmig ve izolatlarin 224’inde karbapenem direnci tespit edilmistir. Karbapenem
direncli izolatlarin 35’inde IMP-6 tespit edilmistir. IMP pozitif 35 izolatin hepsi PFGE
ile %85 ve Uizerinde klonal iliskili bulunmustur. Ulke genelinde tek bir izolatin yayihm
gostermis oldugu gorillmustir *°. Pitout ve ark. 2002-2006 yillar: arasinda Gicii eriskin
biri pediatrik olmak (zere dort farkli hastaneden toplanmig 518 tanesi hasta
orneklerinden 10 tanesi cevre orneklerinden izole edilmis 528 karpanem direncli P.
aeruginosa izolatinda MBL Uretimini ve klonal iligski varligint arastirmislardir. 178
izolatta VIM-2, yedi izolatta ise IMP-7 tespit etmislerdir. 178 VIM pozitif izolat iki
yakin iligkili patern gostermistir ve bunlarin 154’0 bir grup olustururken 21’°i farkli bir
grup olusturmustur. Ug VIM pozitif izolatin ise bu paternler ile iliskisiz oldugunu tespit
etmislerdir. IMP pozitif izolatlarin ise bu gruplardan farkli bir grupta oldugunu
bildirmislerdir .

Bizim de hastane ve toplum kokenli karbapenemaz enzimi dreten suslarin
prevalansini ve hareketlerini izlemek amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada Acinetobacter
baumannii izolatlarinin (n:88), yakin iligkili olarak 17 kiime icerisinde dagildiklari, bu
kiime icerinde yer alan Al, A2, C1, D, F, H3, L1, N, O1, O2, P1, P2 ve R kiimelerini
olusturan suslarin %100 benzer olduklari ve en sik dagilan betalaktamaz genlerinin
OXA-51, OXA-23, TEM, OXA-24 oldugu , P.aeruginosa izolatlarinin (n:26) yakin
iliskili olarak 6 kime (A-B-C-D-E-F) icerisinde dagildiklari, C1 kimesinin %2100
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benzer oldugu, C kiimesinde yer alan Uyelerin, OXA-48, E ve F kiimesinde bulanan
uyelerin ise OXA-23 betalaktamaz genlerine sahip oldugu, K.pneumoniae izolatlarinin
(n:9) ise yakin iligkili iki kimeye (A-B) dagildiklari, en biyik kimeyi olusturan dort
uyeli A kumesinin alt tyesi olan Al ve A2 kiumesinin %100 benzer oldugu, yakin
iliskili K.pneumoniae izolatlarinda OXA48-CTXM9 betalaktamaz genlerinin bulundugu
tespit edildi.

Yaptigimiz bu ¢alismanin sonucu dogrultusunda tum dinyada oldugu gibi
bolgemizde de klinik dneme sahip non-fermenter basil ve Enterobacteriaceae suslar
arasinda neredeyse tum antibiyotiklere kars1 yiksek derecede direng oldugu belirlenmis,
karbapenemaz aktivitesine sahip suslarin prevalansinda artis oldugu, tedavisi ¢cok zor
NDM-1 tipi karbapenemaz sentezleyen suslarin Ulkemizde arttigi gorulmustir. Bu
baglamda bolgemizde veya her ulkede yapilacak epidemiyolojik siirveyans ¢alismalar
verileri dikkate alinarak acil 6nlem alinmasi, yeni ve daha etkinli kontrol tedbirlerinin
gelistirilmesi, mevcut kontrol tedbirlerinin de gdzden gecirilerek revize edilmesi ve
gelecege dair daha akilci, disipline dayal stratejiler gelistirilip uygulanmasi ¢ozim igin

azami gereklidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bolgemizdeki hastalardan izole edilen Karbapenem direncgli Gram-negatif
basillerde fenotipik-genotipik yontemlerle MBL’larin varliginin arastiriimasi, metallo-
B-laktamaz Ureten suslarin prevalansi, dirence neden olan enzimlerin hastane veya
toplum kokenli olanlar1 ayristirilarak filogenetik iliskileri tespiti ve muhtemel
kaynaklarin belirlenerek bulas zincirirnin kirilmasinda faydali olacak veri saglanmasi

amaciyla yapilan bu tez ¢alismasi sonunda;

1. Calismaya dahil edilen suslar arasinda meropenem’e % 99.23, imipenem’e %
98.46, siprofloksasin’e %88.46, sefepim ve ampisillin-sulbactama % 86.92,
tetrasiklin grubu antibiyotiklere %70 ve Kolistine karsida 9%°5.38 dilizeyine
direng gelistigi,

2. Bu direncin genetik mekanizmalarinin irdelenmesi sonucunda tim izolatlarda en
sik gorilen karbapenemaz genlerinin, OXA-51 OXA -23-Like ve OXA-24-Like
gibi D grubu karbapenemazlari kodlayan genlerin goruldigi bunlart TEM
,CTX-M, OXA-48-Like enzimlerini kodlayan genlerin izledigi ve bazi
izolatlarda GES, NDM enzimleri ve son olarakta P.aeruginosa izolatinda VIM
gibi enzimleri kodlayan gen ekspresyonunun gorildiga,

3. Bolgemizde klinik 0neme sahip non-fermenter basil ve Enterobacteriaceae
suslar1 arasinda neredeyse tim antibiyotiklere karsi yiiksek derecede direng
oldugu, tedavi edilemeyen infeksiyonlarda ise Kolistin’ in son secenek olarak
kullanilabilecegi,

4. Calismamizda suslarin  klonal iliskisini irdeledigimizde Acinetobacter
baumannii izolatlarinin (n:88), yakin iliskili olarak 17 kime icerisinde
dagildiklari, bu kiime icerinde yer alan Al, A2, C1, D, F, H3, L1, N, 01, 02,
P1, P2 ve R kimelerini olusturan suslarin %100 benzer olduklari ve yakin
iliskili izolatlar en sik dagilan betalaktamaz genlerinin OXA-51, OXA-23, TEM,
OXA-24 oldugu, P. aeruginosa izolatlarinin (n:26) yakin iliskili olarak 6 kiime
(A-B-C-D-E-F) icerisinde dagildiklari, C1 kiimesinin %100 benzer oldugu ve
ayrica C kumesinde yer alan uyelerin, OXA-48, E ve F kimesinde bulanan
uyelerin ise OXA-23 betalaktamaz genlerine sahip oldugu, K. pneumoniae
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izolatlarimin (n:9) ise yakin iligkili iki kiimeye (A-B) dagildiklari, en biyuk
kiimeyi olusturan dort Uyeli A kiimesinin alt Gyesi olan Al ve A2 kiimesinin
%100 benzer oldugunu ve yakin iligkili olarak degerlendirdigimiz K.pneumoniae
izolatlarinda OXA48-CTXM9 betalaktamaz genlerine de sahip oldugu,

5. PFGE yontemiyle yakin iligkili olarak degerlendirdigimiz klonlarin persiste
oldugunu, bu klonlarin hastanemizin farkli kliniklerinde yerlestigini ve cesitli
hastane kokenli enfeksiyonlara sebep oldugu,

6. Persiste izolatlarin hastane ic¢i hareketlerinin takibinin istikrarli bir sekilde
strdirilmesi, persistansinin 6nlenmesi amaciyla gerekli 6nlemlerin alinmasi ve
siirveyans calismalarinin daha kapsamli yapilmasina ihtiya¢ oldugu sonucuna

varilmastir.

Sonug olarak Glkemizde yapilan/ yapilacak epidemiyolojik stirveyans calismalar
verileri dikkate alinarak acil 6nlem alinmasi, epidemiyolojik ¢alismalarin artirilmasinin
yanmsira diren¢ ve yayihm mekanizmalari (zerine yogunlasan ¢alismalarin
desteklenerek sayisinin ve Kalitesinin artirilmas: gerektigi, gelecege dair rasyonel ve

disipline dayal stratejiler gelistirilip uygulanmasi kanaatine varilmistir.
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