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OZET

Bicak¢igil A., Kan kiiltiriinden izole edilen karbapenem direngli
Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli suglarinda karbapenemaz
varliginin fenotipik ve molekiiler yontemlerle arastirilmasi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Uzmanhk
tezi, Ankara, 2018. Karbapenem grubu antibiyotikler ¢ok ilaca direncli
Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda o6nemli bir tedavi segenegi olarak
kabul edilmektedirler. Ancak, gunumuzde bu grup ilaglari hidrolize eden
enzimlerin ortaya ¢ikmasiyla karbapenemlere karsi direng sikga goriimeye
baslanmigtir. Dlnya genelinde bu direngten sorumlu tutulan en dAnemli
karbapenemazlar ve metallo-beta-laktamazlar KPC, OXA-48, NDM, VIM ve
IMP enzimleri olarak bildiriimektedir. Direngle ilgili onemli bir konu da
heterojen direng kavramidir. Heterojen diren¢ kavrami tam anlagilamamakla
birlikte tedavi basarisi Uzerinde 6nemli etkisi oldugu dusunudlmektedir. Bu
calismada kan kdlturlerinden izole edilen K.pneumoniae ve E.coli
izolatlarinin ~ karbapenem  direnci farkli  yontemlerle  arastiriimis,
karbapenemaz enzim varligi fenotipik ve molekuller yontemler kullanilarak
saptanmigtir. Ayrica karbapenemlere karsi heterojen direng varlidi da

arastirnlmistir.

Calismamiza Ocak 2016 ve Agustos 2018 tarihleri arasinda
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvari
Bakteriyoloji Unitesine génderilen kan kuiltiirli 6rneklerinden izole edilen 105
E.coli ve 196 K.pneumoniae olmak Uzere toplam 301 Enterobacteriaceae
susu dahil edilmistir. Karbapenem direncine gradient test, disk diflizyon
yontemi, sensititre mikrodilisyon, Phoenix otomatize sistemleri ile bakilirken,
karbapenemaz varligi CIM (Karbapenemaz inaktivasyon Metodu), MHT
(Modifiye Hodge Testi) ve Rosco konfirmasyon diski kullanilarak
degerlendirilmigtir. KPC, VIM, IMP, NDM-1 ve OXA-48 karbapenemazlarini
kodlayan gen bolgeleri de polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi

kullanilarak arastiriimistir.



izolatlarin 160'Inda en az bir ydntem ile karbapenemlere azalmis
duyarliik veya direng saptanmistir. Karbapenem orta duyarli veya direngli
bulunan izolatlarin 147'sinde (%91,8), karbapenemaz kodlayan genlerden en
az birinin varhigi belirlenmistir. Karbapenemaz enzimlerinden en sik OXA-48
(142/160;%88,7) saptanmis ve bunu sirasiyla NDM-1 (14/160;%8,7), VIM
(5/160;%3,1) ve KPC (1/160;%0,6) izlemistir. izolatlarin hi¢ birinde IMP

enzimi gozlenmemistir.

Karbapenemaz varligini tespit etmek igin kullanilan MHT ve CIM
testlerinin duyarhlik ve 6zgulluigu sirasiyla, %93,1-%94,1 ve %69,3-%97,4
bulunmustur. Karbapenemaz konfirmasyon disk sonuglari ile PZR sonuglari

karsilastinldiginda ise uyum %93,2 olarak saptanmistir.

Calismada yer alan 21 izolat (%6,9) karbapenem heterodirengli olarak
bulunmus ve bu izolatlarin 18'inde (%85,7) OXA-48 enzimi saptanmistir.
Heterojen direncgli bulunan suslarin 16'si K.pneumoniae ve 5'i E.coli
izolatidir. Bizim calismamiz OXA-48 pozitif K.pneumoniae izolatlarinda
yapilmisg ikinci heterojen direng calismadir. OXA-48 pozitif E.coli izolatlarinda

ise karbapenem heterodirencinin gosterildidi ilk galigmadir.

Anahtar Kelimeler: Karbapenemler, karbapenemazlar, heterodireng

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje

Birimi

Proje no: TSA-2017-16275
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ABSTRACT

Bicakcigil A., Investigation of the presence of carbapenemase in
K.pneumoniae and E.coli strains isolated from blood culture by
phenotypic and molecular methods. Hacettepe University Faculty of
Medicine, Thesis In Medical Microbiology, Ankara, 2018. Carbapenem
group antibiotics admitted as a significant treatment option in multi-drug
resistant Enterobacteriaceae infections. Unfortunately, resistance to
carbapenems has started to be seen frequently with showing up enzymes
which hydrolyze this group of drugs. It is reported that carbapenemase
enzymes such as KPC, OXA-48, NDM, VIM and IMP are responsible for this
resistance mostly in the worldwide. Heteroresistance concept is another
important issue about carbapenem resistance. Although, the mechanism of
heteroresistance is not fully understood, it is thought to be effective on
treatment success. In this study, carbapenem resistance of K.pneumoniae
ve E.coli strains isolated from blood culture were investigated by different
methods. The presence of carbapenemases were also determined by using
phenotypic and molecular methods. In addition, the presence of carbapenem
heteroresistance was investigated.

A total of 301 Enterobacteriaceae strains, including 105 E.coli and
196 K.pneumoniae blood isolates, which sent to the Bacteriology Laboratory
of Hacettepe University Hospital between January 2016 and August 2018,
were included in the study. Carbapenem resistance was evaluated by using
gradient test, disk diffusion test, sensititre microdilution test and Phoenix
automated systems. The presence of carbapenemase was investigated by
using CIM (Carbapenem Inactivation Method), MHT (Modified Hodge Test)
and Rosco confirmation disc. Polymerase chain reaction (PCR) was used for
the detection of the KPC, VIM, IMP, NDM-1 and OXA-48 gene regions.

Resistance or decreased susceptibility to carbapenems was detected
in 160 blood isolates by at least one method. The presence of at least one

carbapenemase gene were detected in 147 (91.8%) of the isolates that were



vii

intermediate or resistant to carbapenem. OXA-48 (142/160; 88.7%) was the
most common carbapenemase enzyme, following by NDM-1 (14/160;%8,7),
VIM (5/160;%3,1) and KPC (1/160;%0,6). IMP enzyme was not observed in

any of the isolates.

The sensitivity and specificity of the MHT and CIM tests were found
as 93.1%-94.1% and 69.3%-97.4%, respectively. When the carbapenemase
confirmation disc results were compared with PCR results, the compliance

was detected as 93,2 %.

In this study carbapenem heteroresistance was detected in 21 (16
K.pneumoniae and 5 E.coli) isolates (6,9%). In 18 (85,7%) of these isolates
OXA-48 enzyme was obtained. Our study is the second study showing
carbapenem heteroresistance in OXA-48 positive K.pneumoniae isolates.
However, this is first study about carbapenem heteroresistance detected in

OXA-48 positive E.coli isolates.

Keywords: Carbapenems, carbapenemases, heteroresistance
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1.GIRIS

Enterobacteriacea Uyeleri bakteriyemi ve gesitli enfeksiyonlara sebep
olmalar acisindan olduk¢ga oOnemlidir. Bu bakterilerde beta-laktam grubu
ilaglara karsi gorulen en onemli direng mekanizmalarindan birisi genis
spektrumlu beta-laktamaz Uretilmesidir. Bu da bu bakterilerle meydana gelen
enfeksiyonlarin  tedavisinde karbapenemlerin tercih edilmesine yol
agmaktadir. Buna bagli olarak 6zellikle K.pneumoniae ve E.coli izolatlarinda
olmak Uzere Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem direngli izolatlarin

sayisinda giderek artis saptanmaktadir (1).

Karbapenemazlar; penisilinleri, genellikle sefalosporinleri ve degisen
derecelerde olmak Uzere karbapenemleri ve monobaktamlari hidrolize eden
beta-laktamazlardir. Avrupa’da karbapenemaz Ureten izolatlarin artmasi
1990'h yillarda baslamis ve ilk olarak da Pseudomonas aeruginosa’da
g6zlenmistir. Bunu takiben Yunanistan’da K.pneumoniae izolatlarinda bir
Verona integron aracili metallo-beta-laktamazi (VIM) salgini ortaya ¢ikmisg,
bunu bir K.pneumoniae karbapenemazi (KPC) salgini izlemistir. GUnimuizde
KPC, Avrupa ulkelerinde Enterobacteriaceae Uyelerinde en sik saptanan
karbapenemazdir. Bunlarin diginda 06zellikle Hindistan ve Orta Dogu
ulkelerinde prevalansi yuksek olan ve Avrupa Ulkelerine yayllan New Delhi
metallo-beta-laktamaz (NDM) ile Turkiye'de ve cesitli Avrupa ulkelerinde
yaygin olarak goérilen OXA-48 benzeri beta-laktamazlar sikga karsimiza
clkan karbapenemazlar arasinda yer alir (1).

Karbapenemazlar, tium beta-laktam grubu ilaglara karsi direng
olusturduklari icin tedavi agisindan endise vericidirler. Karbapenemaz Ureten
suslar genellikle diger direng mekanizmalarini da tasidiklari igin ¢oklu ilag
direnci gosterirler. Ayrica karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae
uyeleriyle meydana gelen enfeksiyonlarda yuksek mortalite hizlar da dikkat
cekmektedir (2).



Bu calismada kan kulturlerinden izole edilen K.pneumoniae ve E.coli
izolatlarinin  karbapenem diren¢ durumu farkh yéntemler kullanilarak
arastinimis, direng tespit edilen suslarda ise karbapenemaz varli§i fenotipik
ve molekller yontemler kullanilarak saptanmistir. Bunlara ek olarak

karbapenemlere karsi heterojen direng varhgr arastiniimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbapenemler

Karbapenemler gunimuzde beta-laktam grubu antibiyotikler icerisinde
en genis spektrumlu, gram pozitif ve negatif bakterilere karsi etkili
antibiyotikler olarak kabul edilmektedirler (3,4). Diger beta-laktam grubu
antibiyotiklerde oldugu gibi peptidoglikan tabakasi Uzerinden etki

gOstermektedirler.

Karbapenemler ilk kez 1976'da Streptomyces cattleya tarafindan
uretilen ve “thienamycin” ismi verilen bilesigin GUzerinde amino ve hidroksil
gruplarinda degisiklikler yapilarak olusturulmustur (3,5). Yapisal olarak diger
beta-laktamlardan farkli olup karbapenemler 6 pozisyonundaki trans
konfiglrasyonda bir hidroksietil yan zincirine sahiptirler ve bu yapi sayesinde

beta-laktamazlara karsi dayaniklihk géstermektedirler (3).

imipenem ve meropenemin 1980°li vyillardan bu yana ciddi
enfeksiyonlarda guvenle kullanimini takiben 2001 yilinda ertapenem ve daha
sonra doripenemin ve diger Uyelerin gruba dahil olmasi ile karbapenem

grubu genisleme gdstermistir (4).
2.1.1. imipenem

Karbapenem grubu antibiyotiklerin ilk Uyesi olan imipenem bir N-
formimidoyl tienamisindir (3,4,6). imipenem gram pozitif, gram negatif, aerop
ve anaerop mikroorganizmalari igine alan ¢ok genis bir etki spektrumuna
sahiptir (7).

imipenem proksimal renal tubuler  hucrelerde bulunan
dehidropeptidaz- | (DHP-I) enzimi tarafindan bobreklerde metabolize edilerek
inaktive edilmektedir (3,4). Metaboliti nefrotoksik oldugu icin silastatin ile
birlikte kullaniimaktadir (3,4,7). Silastatin sodyum, DHP-I'in kompetitif,

reversibl ve 6zgul inhibitéradar (7).



imipenem diger beta-laktam grubu antibiyotikler gibi hiicre duvar
sentezini inhibe ederek etki gdsteren, bakterisidal etkili bir antibiyotiktir.
Etkisini gram pozitif ve gram negatif bakterilerin yliksek molekil agirlikli
penisilin baglayan protein (PBP)lerine yuksek afinite ile baglanarak
gOstermektedir (3). Baglanma once PBP2'ye ve daha sonra PBP1a’ya
olmaktadir (7).

2.1.2. Meropenem

Meropenem karbapenem grubunun ikinci Gyesidir. Karbapenem
halkasina 1-B-metil grubu eklenerek elde edilmektedir (3). Sahip oldugu bu
yap! sayesinde DHP-I enzimiyle inaktivasyona kargi dayanikhligi artmaktadir
(3,7). Bu nedenle kullanim sirasinda imipenemden farkli olarak DHP-I

inhibitorane ihtiya¢ duymamaktadir (3,4).

Meropenem, imipeneme benzer bir etki spektrumuna sahip olmakla
birlikte Ozellikle P.aeruginosa olmak Uzere gram negatif bakterilere karsi
daha etkilidir (6).

2.1.3. Ertapenem

Ertapenem 2001 vyilinda geligtiriimis karbapenem grubu bir
antibiyotiktir.  Meropenem gibi 1-B-metil yan zincirine sahiptir (3). Ayni
meropenem gibi DHP-I enzimine dayanikhdir ve inhibitore gerek kalmadan

kullanilabilmektedir.

imipenem ve meropeneme kiyasla daha dar bir etki spektrumuna
sahiptir. Enterobacteriaceae ailesinde yer alan bakterilere ve anaeroplara
karsi etkilidir (3). Ancak P.aeruginosa, Acinetobacter, enterokoklar ve

penisilin direngli pnémokoklara etkili degildir (3,4).

Ertapenem, yarilanma omrindn uzun olmasi ve yuksek oranda
proteinlere baglanmasi gibi farmakokinetik 6zelliklerinden dolay!r gunde bir
kez uygulamaya olanak vermektedir (3,4). Bu da tedavide diger ilaclara

oranla daha sik tercih edilmesine neden olmaktadir.



2.2. Karbapenemlerde Direng Mekanizmalari

Enterobacteriacea grubu bakteriler gerek toplum kaynakli gerekse
hastane kaynakli enfeksiyonlarda en oOnemli etken olarak karsimiza
citkmaktadir. Bu bakterilerde AmpC ve genis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) enzimlerinin uretimi direncin baglica sebebi olarak kabul
edilmektedir. Karbapenemlerin etki spekturumun genis olmasi, bakteriyal
membranlardan hizlica gegebilmesi, AmpC ve GSBL enzimlerine karsi
dayanikli olmasi gibi sahip oldugu o6zellikler nedeniyle ¢oklu ilag direnci
gorulen gram negatif bakterilerin tedavisinde ilk sirada tercih edilmektedirler
(6,7). Ancak karbapenemlerin sik kullanimi nedeniyle bu ilaglarda da giderek

artan oranlarda olmak Uzere direng gorilmeye baslanmistir (2).
Karbapenemlere karsi Ug farkli diren¢ mekanizmasi gézlenmektedir.

2.2.1. llacin Hiicre icinde Etkin Konsantrasyona Ulasmamasi

2.2.1.1. Porin Degisimleri

Bu direng mekanizmasi Ozellikle P.aeruginosa izolatlarinda karsimiza
cikmaktadir. P.aeruginosa suslarinda bulunan ve OprD olarak adlandirilan
karbapenem grubu antibiyotikler igin 6zellesmis bir porin bulunmaktadir.
OprD kaybi sonucunda karbapenemlere karsi direng gelismektedir. Bu porin
kaybi Ozellikle imipenem tedavisi sirasinda goérulmektedir. Bir haftalik
imipenem tedavisinin uygulanmasi sonucunda P.aeruginosa suslarinin
%50’sinde oprD geninde mutasyonlarin olustugu saptanmistir (8).
P.aeruginosa’da OprD kaybi ile olusan imipenem direnci sadece kromozomal
AmpC beta-laktamaz korundugunda ve tanimlandiginda fonksiyon gorar.
Enterobacter spp.'de porin kaybi ve kromozomal AmpC beta-laktamazinin
yuksek miktarda yapimi ile olusan imipenem direnci tanimlanmistir (9).
K.pneumonia’da ise porin kaybi ile birlikte plazmid kaynakli AmpC beta-
laktamazin (ACT-1) bulunmasi durumunda imipenem direnci ortaya
cikmaktadir (10).



2.2.1.2. Aktif Pompa Sistemlerinin indiiklenmesi

Karbapenemlere karsi en onemli diren¢g mekanizmalarindan bir digeri
bakteri hlicresinden antibiyotikleri disari atan aktif pompa sistemleridir. Gram
pozitif ve gram negatif bakterilerde c¢esitli pompa gruplarinin varhgi
bilinmektedir. Bu diga atim pompa sistemlerinin gogunlugu dis membranda

yer almaktadir.

P.aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-OprJ ve MexXY olmak Uzere
aktif disa atim pompa sistemleri tanimlanmis ve karbapenem direnci ile iligkili
oldugu tespit edilmistir (11). Bu pompalarin farkli substrat 6zgullikleri vardir

ve karbapenem direnci Uzerine farkl oranlarda etkinlikleri bulunmaktadir (11).

Tek basina atim pompalarinin varligi yuksek dizeyde karbapenem
direncine yol agmamakla birlikte diger direng mekanizmalari ile birlikte
gorulduklerinde direncin artmasinda 6nemli bir etkileri oldugu da kabul
edilmektedir (12).

2.2.2. Hedef PBP Degisimleri

Karbapenemlere duyarl olan bakterilerde PBP'ler de meydana gelen
degisikliklerle ortaya ¢ikan direncin bir kag sekli vardir; bir PBP'nin yuksek
miktarda Uretimi, dlsuk afiniteli yabanci bir PBP kazaniimasi, ve PBP'lerde
afinite azalmasina yol agan nokta mutasyonlarin olusmasidir (3). Tek basina
nadir goérulen bir diren¢ mekanizmasidir ve genellikle diger direng

mekanizmalari ile birlikte gérulmektedir.
2.2.3. Beta-laktamlari Hidroliz Eden Enzimlerin Varlig: (Beta-laktamazlar)

1940 yilinda ilk beta-laktamaz olan penisilinazlarin saptanmasini
takiben tanimlanan beta-laktamazlarin sayisi her gegcen gun artmaktadir. Bu
artis dogal olarak beta-laktamaz enzimlerinde bir siniflandirma yapilmasi
gerekliligini de beraberinde getirmistir. Bu amacgla gunimuze degin farkli
siniflandirmalar yapilmistir. Gunumuzde temel olarak kabul goéren iki

siniflandirma sistemi bulunmaktadir. Bunlardan ilki Ambler siniflandirmasidir.



Ambler, beta-laktamazlari amino asit ve nukleotid dizilerinin benzerligine gore

dort molekller gruba ayirmaktadir (13,14).

Sinif A: Ozellikle penisilinleri hidrolize eden ve aktif bélgelerinde serin amino
asiti tasiyan beta-laktamazlardir. Bu nedenle serin penisilinazlar olarak

adlandirilirlar.

Sinif B: Metallo-beta-laktamazlar olarak adlandiriimaktadirlar. Aktivasyon
gOsterebilmek igin ise ¢inko iyonuna bagli tiyol gruplarina gereksinim

duymaktadirlar.

Sinif C: Kromozomal Amp C geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle Amp C
enzimler olarak da adlandirilan baslica sefalosporinazlardan olusan
enzimlerdir. Sinif A'ya benzer sekilde aktif bolgelerinde serin amino asiti

tasimaktadirlar.
Sinif D: Oksasilini hidrolize eden serin beta-laktamazlardir.

GuUnumuzde kullanilan en yeni siniflandirma ise 1995 yilinda Bush,
Jacoby ve Medeiros tarafindan gelistiriimistir. Bu siniflandirma beta-
laktamazlari substrat profillerine ve biyokimyasal Ozelliklerine gore
gruplandirmaktadir (15). Tablo 2.1’de beta-laktamazlarin fonksiyonel ve

molekuler siniflandirmasi gértlmektedir.



Tablo 2.1. Beta-laktamazlarin siniflandiriimasi

Bush- Molekiiler Substrat Klavulanik Tanimlayici Enzimler
Jacoby Sinif asit veya ozellik
grup tazobaktam
ile inhibisyon
Benzilpenisiline gore E. coli AmpC
sefalosporin hidrolizi P99
1 C Sefalosporinler - daha guglu; ACT-1
sefamisinleri hidrolize CMY-2
edebilirler FOX-1
MIR-1
Seftazidim ve siklikla GC1
diger oksimino-B- CMY-37
le C Sefalosporinler - laktamlarin da artmig
hidrolizi
Sefalosporinlere gore
2a A Penisilinler + benzilpenisilin hidrolizi | PC1
daha guglu
Penisilinler, Sefalosporin ve TEM-1
2b A erken + benzilpenisilin hidrolizi | TEM-2
sefalosporinler benzer SHV-1
Geniglemis TEM-3
spektrumiu Artmis oksimino-@3- SHV-2
2be A sefalosporinler + laktam hidrolizi CTX-M-15
ve PER-1
monobaktamlar VEB-1
Klavulanik asit,
2br A Penisilinler - sulbaktam ve TEM-30
tazobaktama direng SHV-10
Geniglemis Klavulanik asit,
spektrumiu sulbaktam ve
sefalosporinler tazobaktama direng ile
2ber A ve - kombine artmig TEM-50
monobaktamlar oksimino-B-laktam
hidrolizi
2c A Karbenisilin + Artmis karbenisilin PSE-1
hidrolizi CARB-3
2ce A Karbenisilin, + Artmis karbenisilin, RTG-4
sefepim sefepim ve sefpirom

hidrolizi




Tablo 2.1. Beta-laktamazlarin siniflandiriimasi (Devami)

Bush- Molekiiler Substrat Klavulanik Tanimlayici Enzimler
Jacoby Sinif asit veya ozellik
grup tazobaktam
ile
inhibisyon
Kloksasilin veya
2d D Kloksasilin Degisken oksasilin artmig OXA-1
hidrolizi OXA-10
Geniglemis Kloksasilin veya
2de D spektrumlu Degisken oksasilin ve OXA-11
sefalosporinler oksimino-B-laktam | OXA-15
hidrolizi
Kloksasilin veya
2df D Karbapenemler Degisken oksasilin ve OXA-23
karbapenem OXA-48
hidrolizi
Genislemis Sefalosporinleri
2e A spektrumlu + hidrolize eder, CepA
sefalosporinler aztreonam ile
inhibe olmaz
Artmis KPC-2
2f A Karbapenemler Degisken karbapenem, IMI-1
sefamisin ve SME-1
oksimino-B-laktam
hidrolizi
Karbapenemler IMP-1
dahil VIM-1
3a B(B1) Karbapenemler - genis spektrumlu CcrA
hidroliz fakat IND-1
monobaktam
hidrolizi yok
Karbapenemler L1
dahil CAU-1
B(B3) Karbapenemler - genis spektrumlu GOB-1
hidroliz fakat FEZ-1
monobaktam
hidrolizi yok
3b B(B2) Karbapenemler - Tercihen CphA
karbapenem Sfh-1

hidrolizi
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Karbapenemazlar, karbapenem grubu ilaglar hidrolize eden beta-
laktamazlar olarak tanimlanabilmektedir (16). Karbapenemazlar, Ambler
siniflamasinda A, B ve D sinifi beta-laktamazlari iceren genis bir grubu
olusturmaktadir (17). Bunlar sadece karbapenemleri degil neredeyse tim
beta-laktam grubu antimikrobiyalleri hidrolize edebilen en gugli beta-
laktamazlardir (18). Bu nedenle karbapenem grubundaki beta-laktam
antibiyotiklere diger beta-laktamlara oranla daha ylksek afinite gosteren
metalloenzimler "karbapenemaz" olarak adlandirilmaktadir. Sayilari diger

beta-laktamazlarin sayisi ile karsilastirildiginda daha duasuktur (19).

1990 6ncesinde tanimlanmis olan tim karbapenemleri hidrolize eden
enzimlerin kromozomal olarak bilinmesine ragmen yakin gecmiste
Japonya'dan plazmid araci MBL'lar bildirilmistir (20). Karbapenemazlar

intrinsik (kromozomal) veya ekstrinsik (kazaniimig) olabilmektedir.
2.2.3.1. Kromozomal (Dogal) Karbapenemazlar

Ambler Sinif B'ye ait beta-laktamazlar kromozomal olarak
kodlanmakta ve Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas salmonicidia,
Aeromonas hidrophila, Aeromonas sobria, Myroides (Flavobacterium)
odoratum, Elizabethkingia meningosepticum, Chryseobacterium indologenes,
Legionella gormanii ve Bacillus cereus gibi bakterilerde yaygin olarak
bulunmaktadir (21). Bu enzimler diger gruptakilerden farkli olarak aktif
bdlgelerinde c¢inko bulundurmaktadir. Katalitik aktivite ¢inko iyonuna baghdir
ve EDTA ile inhibe olmaktadir (22). A, C ve D sinifina ait beta-laktamazlar
¢inko iyonunu igermeyip, serin bazli mekanizmalara sahiptirler. Birkag istisna
disinda bu gruplarin kromozomal karbapenemaz etkinlikleri bulunmamaktadir
(23).

2.2.3.2. Kazanilmig Karbapenemazlar

Genellikle Ambler siniflandirmasindaki A, B ve D grubundaki enzimler
bu siniflandirma igerisinde yer alabilmektedir (24). Kazanimis

karbapenemazlar oOzellikle Enterobacteriaceae uyelerinde olmakla birlikte
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diger bakteri gruplarinda da gorulmekte ve her gegen gun sayilari

artmaktadir.

Enterobacteriaceae ailesinin bazi Uyelerinde kromozomal, bazilarinda
ise plazmid aracili karbapenemazlar bulunmaktadir. Enterobacteriaceae

ailesinde sik gorulen karbapenemazlar Tablo 2.2'de goruimektedir.

Tablo 2.2. Enterobacteriaceae ailesinde gorilen karbapenemaz aktivitesine

sahip beta-laktamaz enzimler

Molekiiler sinif Gen bolgesi Enzimler Organizmalar
(Fonksiyonel Grup)
Kromozomal Sme-1,Sme-3, IMI-1, | S.marcescens ve
IMI-3, NmcA, SFC-1, | E.cloacae
A (2f)
Enterobacteriaceae,
Plazmid KPC-2, KPC-13, P.aeruginosa,
A.baumannii
Enterobacteriaceae,
Plazmid GES-1, GES-20 P.aeruginosa,
A.baumannii
Kromozomal/ IMP-1, IMP-33, Enterobacteriaceae,
B (3) Plazmid VIM-1, VIM-33, P.aeruginosa ve
NDM-1, NDM-6, diger non-fermentatif
SPM-1, SIM, GIM, bakteriler
IND-1, IND-7, AIM,
DIM, KHM
OXA-23 grup (OXA-
23, OXA-27, OXA-
49)
Kromozomal/ Enterobacteriaceae,
D (2df) Plazmid OXA-24 grup (OXA- | P.aeruginosa,
24, OXA-25, OXA- A.baumannii
26, OXA-40, OXA-
72)
OXA-40 grup (OXA-
40, OXA-143, OXA-
58)
OXA-48 grup (OXA-
48, OXA-54, OXA-
181)
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Sinif A Karbapenamazlar

Beta-laktam antimikrobiyaller Gzerinde genis hidrolitik etkinlige sahip
olan sinif A karbapenemazlar, serin beta-laktamaz yapisindadir. Bu enzimler
karbapenemlere ek olarak aztreonami, penisilinleri ve sefalosporinleri de
hidrolize edebilirler (25). Bu enzimler klavulanik asit ve tazobaktam gibi beta-
laktamaz inhibitorleri ile kismen inhibe olabilirler (1). Enterobacteriaceae
ailesinde tanimlanan en 6nemli tipleri IMI/NMC, SME, GES ve KPC'dir (26).

IMI (“Imipenem-hydrolyzing”) enzim ailesi genellikle Nmc-A (“Not
metalloenzyme carbapenemase”) enzimiyle birlikte bulunmaktadir. IMI-1 ilk
kez 1996'da Enterobacter cloaceae izolatinda, IMI-2 ise 2005 yilinda
Enterobacter asburiae izolatinda tanimlanmistir (27,28). IMI/NMC enzim

kimesi kromozomal olarak kodlanmaktadir (27).

SME enzimleri ismini ilk olarak izole edildigi Serratia marcescens
bakterisinden almistir (29). Kromozomal olarak kodlanan SME enzimleri
arasinda sadece bir aminoasit farkhligi bulunmaktadir. Bu enzimler Amerika
kitasinda bulunan Ulkelerde karbapenem direnci agisindan problem
yaratmaktadir ve bu nedenle tarama testlerinin yapilmasi 6nerilmektedir (30-
32).

SME ve IMI/NMC enzim kimesi Bush sinif 2f grubu igerisinde
siniflandinimaktadir (32,33). GES (“Guiana Extended Spectrum”) enzimleri
de bu grup igerisinde yer alip plazmid aracili kodlanmaktadir. GES-1
karbapenemaz aktivitesine sahip olmamakla birlikte bu grupta yer alan diger
dyelerin de zayif da olsa karbapenemaz aktivitesi gézlenmektedir (34). GES
enzimleri P.aeruginosa ve K.pneumoniae izolatlarinda tanimlanmistir (35).
P.aeuriginosa’da tanimlanan GES-2 enzimi nokta mutasyonu sonucunda
GES-1'den olugmus bir enzimdir (24). GES-3 ve GES-4 enzimleri
aztreonama  gosterdikleri diren¢  nedeniyle  digerlerinden  farklilik
gOstermektedir (36).
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A sinifi karbapenemazlarin en dnemli ve en yaygin gorulen Uyesi
KPC grubu enzimlerdir. KPC enzimi ilk olarak 1996'da Kuzey Carolina’da
K.pneumoniae klinik izolatinda tanimlanmigtir (37). Daha sonraki yillarda
New York sehrinde KPC pozitif K.pneumoniae ile meydana gelmis bir salgin
bildirilmistir (38.) Amerika'dan sonra israil'de ve Yunanistan'da da KPC
kaynakli hastane salginlari bildiriimistir (39,40). KPC enzimleri ile iligkili
olgularin Giney Amerika ve Cin'den de rapor edilmesi ile KPC global bir
problem haline dontismaustlir (41). Bunun Uzerine yapilan c¢alismalarda
K.pneumoniae ST258 klonunun KPC enziminin dinya genelindeki yuksek
insidansina katkida bulunmus olabilecegi bildirilmistir (42,43). KPC
enzimlerinin hepsi plazmid aracili kodlanmakta olup tim beta-laktam grubu

antibiyotiklere karsi direng gosterirler (37).
Sinif B karbapenemazlar: Metallo-beta-laktamazlar

Klinik olarak degerlendirildiginde sinif B karbapenemazlar en dnemli
enzim grubudur. Aktif bolgelerinde cinko iyonu bulundurduklari igin metallo-
beta-laktamaz (MBL)lar olarak da isimlendirilirler. Bu karbapenemazlar
Ambler Sinif B veya Bush Grup 3'de yer almaktadir (44). Sahip olduklari
metal iyonu sayesinde bu enzimler EDTA, dipikolinik asit gibi metal selatorleri
ile inhibe edilirler ve bu 6zellikleri tanimlanmalarinda kullanilir (45). Tum
dinyada yaygin olarak gorulen ve Klinikte problem yaratan B grubu

karbapenemazlarin en bilinen tyeleri IMP, VIM ve NDM enzimleridir.

Metallo-beta-laktamazlarin  yayilimini gosteren pek ¢ok calisma
yapilmistir. ilk olarak bu enzimler B.cereus, Aeromonas spp. ve S.maltophilia
gibi enfeksiyon etkeni olarak daha az siklikta karsilagilan suslarda
gOsterilmigtir  (46-48). Daha sonra vyapilan c¢alismalarda pek ¢ok
Enterobacteriaceae ailesi Uyesinde, A.baumannii ve P.aeruginosa gibi non-
fermentatif bakterilerde de bu enzimlerin varhgi tespit edilmistir (49,50). Bu
grup icerisinde yer alan karbapenemazlarin hem kromozomal hem de
plazmid aracili aktarilabilmesi dunya Uzerindeki yayginliklarinin en énemli

nedeni olarak gorulmektedir.
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IMP-1 beta-laktamazi ilk olarak Japonya’da bir P. aeruginosa
izolatindan daha sonra da bir S.marcescens susundan izole edilmistir
(51,52). Bundan ¢ok kisa bir slire sonra Asya ve Avrupa'dan da IMP tipi
karbapenemazlar bildirilmigtir (53-55). IMP enzimlerinin sinif 1 integronlarla
iligkili oldugu dogrulanmig bazi sporadik olgularda sinif 3 integronlarla iligkisi
de bildirilmistir (56).

Bir diger metallo-beta-laktamaz enzim ailesi Uyesi VIM enzimleridir.
Bunlar ilk kez 1997'de italya'da bir P.aeruginosa izolatinda tanimlanmistir
(57). Ismini de Verona sehrinden almistir. Daha sonra VIM-2 Fransa ve
Yunanistan'da, VIM-3 ise Tayvan'da yine P.aeruginosa izolatlarinda
gosterilmistir (58). ABD, Kuzey Avrupa, Tunus, Glney Kore, Venezuela gibi
dunyanin cesitli yerlerinde VIM enzimlerinin bildirildigi ¢calismalar yapilmistir
(59-61). Ancak bu enzimler o6zellikle Akdeniz bdlgesinde yaygin olarak
g6rilmis ve Yunanistan'da O6nemli bir saglik problemi haline gelmistir
(62,63).

NDM enzimleri son donemlerde tum dunyanin ilgisini ¢eken diger bir
metallo-beta-laktamaz grubudur. NDM-1 enzimi ilk olarak 2007 yilinda
isvec'te Hindistan'a seyahat dykiisii olan ve orada hastanede yatis dykiisii
bulunan bir hastada gdsterilmistir (64). Enzim grubu adini da bu hastanin ilk
olarak tedavi edildigi New Delhi kentinden almistir. Ozellikle Hindistan,
Pakistan ve bu Ulkelerden sikga g6¢ alan ingiltere gibi Ulkelerden bu enzim
bildirilmistir (65). Bunun yani sira son yillarda tim dinyada NDM pozitif

izolatlar tanimlanmaya baglamistir (66,67).

NDM-1 plazmidi, karbapenemlerin yani sira diger antibiyotiklere karsi
direng gelisiminde etkili olmasina ragmen, bulundugu bakterinin sadece
tigesiklin, fosfomisin ve kolistine karsi azalmis duyarllik gostermesine neden
olmaktadir (68). NDM-1 enzimi siklikla K.pneumoniae izolatlarinda
saptanmasina ragmen son yillarda 6zellikle toplum kdkenli E.coli izolatlarinda
da tespit edilmektedir (69). NDM enzimleri sadece K.pneumoniae ve E.coli
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izolatlarinda degil Enterobacteriaceae ailesinde yer alan diger bakterilerde de
saptanmaktadir (65,70).

Bu grup icerisinde sayillan IMP, VIM ve NDM enzimlerinin dunya
uzerindeki yayilimi hizla artmaktadir ve bu da direngle beraber tedavi

problemlerini de gindeme getirmektedir (71).
Sinif D karbapenemazlar: Oksasilinazlar

Bir diger serin beta-laktamaz grubu olan oksasilinazlar, fonksiyonel
olarak oksasilin ve kloksasilini hidrolize edebilen penisilinazlar olarak
tanimlanmaktadir (16). Bu enzimler Bush ve Jacoby'nin yaptiklar
siniflandirmada 2df grubunda yer alan ve karbapenemaz aktivitesi bulunan

OXA (oksasilinaz) enzimleri olarak da tanimlanabilmektedir (15) .

Bu enzim grubunda karbapenemaz aktivitesi ilk kez 1993'de
A.baumannii izolatinda tanimlanmistir ve ARI-1 (“Acinetobacter resistant to
imipenem”) olarak adlandirilmistir (72). Ancak daha sonra DNA dizi analizi
sonucunda bu enzimin OXA grubuna ait oldugu tespit edilmis ve OXA-23

olarak adlandiriimigtir (73).

Bu enzim ailesinin en 6nemli Gyeleri OXA-23, 24, 27, 25, 26, 40, 48,
51, 58, 66, 69 ve 143’tur. Bu grup icerisinde 6zellikle gram negatif basillerde
gosterilmis bir ¢cok varyant enzim mevcuttur. Genellikle kromozomal olarak
kodlanmasina ragmen OXA-23 ve OXA-48'in plazmidlerle de tasinabildigi
gOsterilmigtir (74,75).

Enterobacteriaceae ailesinde en sik gorllen oksasilinaz OXA-48'dir.
ik olarak 2001 yilinda Tirkiye'den izole edilen bir K.pneumoniae susunda
gosterilmigtir (76). Daha sonra Turkiye'den hastane salginlari da bildirilmistir
(77). OXA-181 ise OXA-48 geninin nokta mutasyonu ile olugsmus, plazmid
aracili kodlanan diger bir onemli enzimdir (78,79). Dunyanin farkh
cografyalarindan OXA-48 izolasyonlarinin bildirilmesi bunun global boyutta
bir problem oldugunun en belirgin 6rnegidir (80-82). Bu enzimin Avrupa'daki

yayllimindan konjugatif bir plazmid sorumlu tutulmasina ragmen OXA-48
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sentezleyen K.pneumoniae ST395 susunun Fas, Fransa ve Hollanda'da

tanimlanmasi klonal yayilimin da olabilecegini distindirmektedir (74,75).

OXA-48 enziminin ilk kez Ulkemizde tanimlanmis olmasi ve Avrupa'da
ulkemizin epidemiyolojik durumunun ozellikle OXA-48 tipi karbapenemaz
direnci icin dizey 5 olarak belirlenmesi Ulkemizde bu direncin 6nemini
artirmaktadir (16).

2.3. Turkiye'de Karbapenemaz Epidemiyolojisi

Karbapenemazlarin ve bunlara bagli gelisen antibiyotik direncinin tim
dinyada var oldugu bilinmektedir. Dinya genelinde epidemi boyutlarina
ulasan yayilimi géz onune alindiginda Ulkemizde de karbapenemaz Ureten
suglarin varhgl yadsinamaz bir gergektir. Turkiye'de bu konuyla ilgili yapilan
calismalar ne yazik ki oldukga sinirli sayidadir. Sayisi oldukga az olan bu
calismalara ve yurt disindaki merkezlerle ortak yapilan c¢alismalara
bakildiginda Ulkemizde de karbapenemazlarin énemli bir saglik problemi

haline donustugu gorulmektedir.

Ulkemizde karbapenemazlar ile ilk tanisma 2001 yilinda istanbul'da 54
yasindaki bir hastanin idrar kdltirinden izole edilen K.pneumoniae 11978
susu ile olmustur (76). Bu izolat tim dinyada rapor edilen oksasilinaz
sentezleyen karbapenem direncgli ikinci Enterobacteriaceae Uyesidir. 2003
yihinda ise Elazig'dan karbapenemaz pozitif bir P.aeruginosa izolati
raporlanmistir (83). Bu c¢alismalan takip eden slregte Toraman ve ark.
Pseudomonas ve Acinetobacter suglarinda metallo-beta-laktamaz sikligini
arastirdiklari  calismalarinda, @ Pseudomonas suslarinin  %24’Unde,
Acinetobacter suslarinin ise %21’'in de metallo-beta-laktamaz enzimi

saptamiglardir (84).

Bu olgulari takip eden yillarda Turkiye’den karbapenem direnci ve
karbapenemaz tipleri Uzerinde yapilan arastirmalara devam edilmistir ve
cesitli calismalarda farkli karbapenemaz tipleri raporlanmaya baglanmistir.

2003 yilinda Bahar ve ark. tarafindan kardiyovaskuler cerrahi gecgirmis 53
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yasindaki bir hastanin solunum yolundan alinan ornekte VIM-5 tipi metallo-
beta-laktamaz ureten P.aeruginosa sugu raporlanmigtir (85). 2005 yilinda
yayinlanmis baska bir calismada ise onceki yillara ait izolatlarda VIM-5
enziminin varligi tespit edilmistir (86). Yapilan bu g¢aligmalar ile gosterildigi
uzere Ulkemizde daha onceki yillarda da klinik drneklerdsen izole edilen
suslarin karbapenemaz enzimlerini igerdigi anlagiimaktadir. Ulkemizde
karbapenem direncinin yuksek olmasi bu alanda yapilacak galismalarin ne

kadar 6nemli oldugunu da géstermektedir.

Aktas ve ark. tarafindan 2003 yilinda bir yasindaki néroblastomal bir
hastanin kan kultirinden izole edilen K.pneumoniae sugsunda IMP-1 enzimi
gosterilmistir (87). SENTRY programinin 2006 yilinda yayinladigi duyarllik
raporunda da ulkemizden giden 11 tane E.cloaceae susunda IMP-1

enziminin tespit edildigi raporlanmistir (88)

Diger karbapenemaz enzimlerine bakildiginda NDM enzimi ile ilgili
yapilan calismalar daha sinirli sayida kalmaktadir. 2015 yilinda yayinlanan
bir galismada Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinde NDM-1 prevalansi %10,5
olarak raporlanmistir (89). 2015 yilinda yapilan baska bir calismada da
K.pneumoniae izolatlarinda NDM-1 enziminin genel dagilimdaki orani %19
olarak raporlanmistir (90). Yapilan bu calismalarda gorildigu gibi NDM-1

enzimi artan oranlarda yayilim gostermektedir.

A sinifi karbapenemazlara bakacak olursak, bu grubun en 6nemli
temsilcisi olan KPC enzimi 2014 yilina kadar Ulkemizden bildiriimemigtir.
Labarca ve ark. Turkiye'den 80 yasindaki bir hastadan izole edilen ve KPC-2
sentezleyen bir K.pneumoniae izolatini 2014 yilinda bildirmiglerdir (91).
Gahismacilar OXA-48 enziminin endemik oldugu bir bélgede KPC-2 varliginin
tespit edilmesini endigse verici olarak degerlendirmislerdir. A sinifi
karbapenemaz grubunun diger bir Gyesi olan GES enzimi ise 2010 yilinda
Tarkiye’den Belgika'ya giden bir hastadan izole edilen A.baumannii susunda
gosterilmigtir (92). Daha sonraki yillarda farkli galismalarda da A.baumannii

izolatlarinda GES enziminin varligi gosterilmistir (93,94).
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Yapilan c¢aligmalarla Tuarkiye'de farkli karbapenemaz tiplerinin
bulundugu ortaya koyulmustur. Ancak yapilan bir ¢cok galismada gosterildigi
gibi Glkemizde en yaygin gorilen enzim OXA-48dir (77,95,96). 2012 yilinda
yayinlanan bir derlemede ulkemiz OXA-48'in endemik oldugu bir bolge olarak

tanimlanmistir (74).
2.4. Karbapenemazlarda Heterojen direng

Heterojen direng kavraminin tum mikroorganizmalari kapsayan
belirgin bir tanimi olmamasina ragmen bu kavram olduk¢a yaygin
kullaniimaktadir. Basitge tanimlayacak olursak, geleneksel in-vitro antibiyotik
duyarlilik yontemleri ile genellikle duyarh bulunan bakteri populasyonunun bir
alt kimesinin ayni ilaca kargi duyarlhginin azalmasi ya da direng
gOstermesidir. Cesitli faktorler bu alt populasyonun proliferasyonuna ve bunu
takiben tamamen direngli bir susun ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir
(97). Antibiyotik direncinin giderek arttigi ginimuzde bir cok ¢calisma, direncli
suglarin ortaya cikmasina neden olabilecek prekursor evre olarak kabul

edilen heterojen direng fenomeni tzerinde durmaktadir (98).

Heterojen direng tanimi, bir bakteri populasyonunun farkli direng
duzeylerine sahip alt populasyonlari igerdigi anlamina gelir, ancak bir
antibiyotige karsi tum populasyonun duyarl ya da direncli oldugu durumliari
kapsamaz (99). Sekil 2.1’de goéruldugu Uzere, bir bakteri populasyonunun
timi bir antibiyotige karsi duyarliyken farkli MiK degerlerine sahip alt gruplar
icerebilir. Bu alt gruplarin hepsi o antibiyotige karsi hala duyarlihk sinir
degerleri icindedir (D). Ayni sekilde bir bakteri populasyonunun timi bir
antibiyotige karsi direngliyken farkli MiK degerlerine sahip alt gruplar
icerebilir. Bu alt gruplarin hepsi de o antibiyotige kargi direnglidir (F). Bu
durumlarin saptanmasi klinik agidan daha az dnem teskil etmektedir. Ancak
bakteri alt populasyonlarinin bir kisminin duyarh bir kisminin direngli (E)

olarak saptanmasi tedavi basarisizligi agisindan son derece 6nemlidir.
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Antibiotic concentrations at 2-fold increments

Sekil 2.1. Bakterilerin antibiyotiklere karsi heterojen ya da homojen sekilde

g6rilen cevabi (99)

Staphylococcus aureus, koagulaz negatif stafilokok (100),
A.baumannii (101), Mycobacterium tuberculosis (102), Streptococcus
pneumoniae (103), Enterococcus faecium (104) ve Cryptococcus
neoformans (105) gibi birgok bakteride heterojen diren¢ fenomeni
gorulmustur. Heterojen direncin sikhigi turler arasinda farklilik goéstermekle
birlikte her 107 — 10 -2 de bir siklikta olmak (izere direngli bir subpopiilasyon
iceren suglar goruldugu belirtiimektedir (103).

Heterojen direng ile ilgili birgok in-vitro ¢alisma yapilmasina ragmen,
bu direncin klinik 6nemi tam olarak agiklanamamistir. Bunun nedeni, susun
belirli bir antibiyotige karsi in-vitro direncinin gosteriimesine ragmen Klinik
olarak 6neminin henudz tam olarak anlagilamamasidir (97). Charles ve
ark.’larinin yaptigi bir ¢alismada, vankomisine heterojen direngli S.aureus
izolatlarinin neden oldugu bakteriyemilerin vankomisine duyarli MRSA
(Metisiline Direngli S.aureus) bakteriyemilerine oranla daha ylksek bakteri
yukuyle seyrettigi (p=0.001); bu bakteriyemilerin daha yuksek oranda
vankomisin tedavi basarisizligiyla sonuglandidi (p<0.001) gdsterilmigtir (106).
Salmonella Typhimurium suslari Gzerinde yapilan baska bir calismada ise in-
vitro olarak antibiyotige diren¢ gdsteren suslarin avirilan oldugu tespit
edilmistir (107). Bu nedenle, heterojen direngli suslarin tedavi basarisindaki

roli tam olarak 6n gorulememektedir. Direngli suslarin in-vitro olarak ortaya
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¢clkmasi, mutlaka terapotik etkilere sahip olmayabilir. Bakteriler antibiyotik

direncini kazanirken virulans 6zelliklerini kaybedebilirler.

Karbapenem grubu ilaglar oOzellikle diger antibiyotiklere direng
gOsteren Enterobacteriaceae suslari igin 6nemli bir tedavi segenegidir. Ancak
bu antibiyotiklerin yogun kullanimina bagli olarak artan oranlarda direng
gorulmektedir. Dogal olarak heterojen direng kavrami karbapenemler icin de
arastirlmaya baglanmistir. Pournaras ve ark. 2005 yilinda yayinladiklari bir
calismada A.baumannii suslar arasinda karbapenemlere karsi heterojen
diren¢ oldugunu saptamiglardir (108). 2010 yilinda yaptiklari bagka bir
calismada ise meropeneme duyarli K.pneumoniae izolatlarinda
karbapenemaz (KPC) Ureten ve meropeneme heterojen direngli alt

populasyonlar oldugunu gostermislerdir (109).

Enterobacteriaceae ailesinde heterojen direncin arastirildigi sinirh
saylda c¢alisma bulunmaktadir. Bunlar iginde en sik K.pneumoniae
izolatlarinda heterodireng varhgi arastiriimistir. GunUmuzde
Enterobacteriaceae ailesinde yer alan ve VIM-1, KPC, OXA-48, NDM-1
olmak Uzere farkh karbapenemaz enzimlerine sahip olan izolatlarda

heterojen direng varli§i raporlanmistir (63,109,110).

Yapilan calismalar heterojen direncin varligini ortaya koyarken ayni
zamanda bu konu ile ilgili yeni c¢alismalarin yapilmasi gerekliligini de
vurgulamaktadir. Hem direncin yayihmi hem de tedavi basarisi agisindan
heterojen direng arastirimasi gereken yeni bir kavram olarak kargimiza

ctkmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. izolatlar

Ocak 2016 — Adustos 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiltesi Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvari Bakteriyoloji Unitesine
gonderilen kan kadltiri orneklerinden izole edilen 301 E.coli ve
K.pneumoniae izolati calismaya dahil edilmistir. Bu izolatlar c¢alisma
suresince %15 gliserollu BHIB (“Brain Heart Infusion Broth”) besiyeri

icerisinde -20°C'de saklanmistir.
3.2. Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

Calismaya dahil edilen her izolata, EUCAST ("European Committee
for Antimicrobial Susceptibility Testing”) (111) énerileri dogrultusunda Kirby-
Bauer disk difizyon ydntemiyle ertapenem, imipenem ve meropenem
antibiyotik duyarhliklarina bakilmigtir. Es zamanli olarak gradient test yontemi
(Etest, bioMérieux, Fransa), Sensititre® mikrodilisyon (ThermoScientific,
USA) ve Phoenix (Becton Dickison, USA) cihazi ile de antibiyotik
duyarhliklari tespit edilmistir.

Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922 ve K.pneumoniae ATCC
700603 suglari kullaniimigtir.

3.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontem igin 10 pg ertapenem, imipenem ve meropenem igeren
antibiyotik  diskleri  (Becton Dickison, USA) kullaniimistir.  Diskler,
kullanihincaya kadar +4°C'de muhafaza edilmigtir.

Kirby-Bauer disk difizyon yodntemi igin, 0.5 McFarland bulanikliginda
hazirlanan bakteri sUspansiyonu Mueller Hinton agar (MHA) (Becton
Dickison, USA) Uzerine steril bir ekuvyon yardimi ile yayilmigtir. Agar
yuzeyinin kurumasi beklendikten sonra, oda sicakligina getirilmis antibiyotik

diskleri besiyerinin ylzeyine yerlestiriimistir. Etlivde 35+2°C'de 18-24 saat
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inkiibe edildikten sonra disk cevresinde olusan inhibisyon zon c¢aplari

Olculmustur

Elde edilen zon caplart EUCAST kilavuzu onerileri dogrultusunda

degerlendirilmigtir (111).
3.2.2. Gradient Test Yontemi

Ertapenem, imipenem ve meropenem MiK degerlerinin gradient test
yontemi ile saptanmasi igin 0.002-32 ug/ml araliginda ertapenem, imipenem
ve meropenem igeren gradient test seritleri (Etest, bioMérieux, Fransa)

kullanilmigtir. Bu seritler, kullanilincaya kadar -20°C'de muhafaza edilmistir.

Gradient test yontemi icin, 0.5 McFarland bulanikhdinda hazirlanan
bakteri suspansiyonu MHA besiyeri Uzerine steril bir ekivyon yardimi ile
yayllmistir. Agar yuzeyinin kurumasi beklendikten sonra, oda sicakligina
getirilmis gradient test seritleri besiyerinin ylzeyine yerlestirilmistir. Etlvde
351+2°C'de 18-24 saat inkibe edildikten sonra ertapenem, imipenem ve
meropenem MIK sonuclari degerlendirilmistir. Elips seklindeki inhibisyon
zonunun gradient test seridi ile kesistigi bélgedeki deger, MiK degeri olarak

kabul edilmistir.

Elde edilen MIK degerleri EUCAST kilavuzu 6nerilerine gére
degerlendirilmistir (111).

3.2.3. Sensititre® Mikrodilusyon Yontemi

Meropenem MIiK degerinin belirlenmesi icin, ticari olarak Uretilmis
Sensititre® antibiyotik duyarlihk mikroplaklari (ThermoScientific, USA)
kullanilmigtir.  Mikroplaklar  0.12-16  pg/ml  aralidinda meropenem

icermektedir.

Panel igerisinde bulunan distile su kullanilarak 0.5 McFarland
bulanikliginda hazirlanan bakteri suspansiyonundan 30 pl alinarak 11 mi
Sensititre® Mueller-Hinton sivi  besiyeri iceren tuplere eklenmigtir.

Hazirlanan bu stspansiyon Sensititre® mikroplak kuyucuklarina 50 pl olacak
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sekilde dagitiimistir. Etivde 351+2°C'de 18-24 saat inklibe edildikten sonra
MiK sonuglari degerlendiriimistir. Uremenin olmadigi son kuyucuk MiK degeri

olarak kabul edilmistir.
3.2.4. Otomatize Sistem

Calismaya dahil edilen tim izolatlarin karbapenem duyarhliklar
Phoenix (Becton Dickinson, USA) otomatize sistemi ile de calisiimistir. Bu
amacla NMIC panelleri kullanilmistir. Paneller ve g¢alisma igin kullanilacak
buyyonlar kullanilana kadar oda isisinda muhafaza edilmistir. AST indikator

ise +4°C'de saklanmistir.

Calismaya baslamadan ©once her seferinde Phoenix Spec
Nephelometer cihazi kalibre edilmigtir. ID Buyyon kullanilarak hazirlanan
bakteri suspansiyonlarinin bulanikliklarinin dlgimd bu cihaz kullanilarak
yapilmistir. AST indikatorl oda isisina getirildikten sonra bir damla AST
Buyyon igerisine damlatiimis ve homojen olacak sekilde karigsmasi
saglanmistir. 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanan ID Buyyondan 25 pl
alinarak AST Buyyon igerisine ilave edilmistir. Hazirlanan AST Buyyon NMIC
paneline aktariimistir. Kapagdi kapatilan panel dik konumda ve 30 dk.
icerisinde Phoenix cihazina yerlestirilmigtir. Yirmi dort saat sonra sonuglar

degerlendirilmistir.
3.3. Karbapenemaz Aktivitesinin Belirlenmesi
3.3.1. Karbapenem inaktivasyon Metodu (CIM Testi)

Karbapenemaz varliginin hizli tespit edilebilmesi i¢cin CIM testi
uygulanmistir. incelenen izolatlardan bir éze dolusu bakteri kolonisi alinarak
400 pl distile su igerisinde suspansiyonlari hazirlanmis ve 10 ug’lik
meropenem diski bu siispansiyon icerisine eklenmistir. Iki saat 35+2°C'de
inkiibe edildikten sonra meropenem diskleri bakteri sUspansiyonlarinin
icerisinden cikarilmigtir. Karbapenem duyarli E.coli ATCC 25922 izolatinin
0.5 McFarland bulanikhdginda suspansiyonu hazirlanarak MHA plagina

yayllmistir. Agar yuzeyinin kurumasi beklendikten sonra meropenem diskleri
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yerlestiriimisti. MHA plaklari 35+2°C'de =6 saat inklibasyon suresinin
ardindan degerlendirilmigtir. Disk ¢evresinde inhibisyon zonu gorulmeyen
izolatlar icin CIM testi pozitif, inhibisyon zonu goérilenler icin ise negatif

olarak yorumlanmisgtir.
3.3.2. Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testi CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) kilavuzu onerileri dogrultusunda uygulanmistir (112).

E.coli ATCC 25922 susunun 0,5 McFarland standart sispansiyonu
1/10 oraninda sulandirilarak MHA plaginin ylzeyine disk difuzyon
yonteminde oldugu gibi steril ekvyon kullanilarak yayiimigtir. Agar yuzeyinin
kurumasi beklendikten sonra 10 pg'lik meropenem diski plagin merkezine
yerlestirilmistir. Test edilecek izolat, diskin kenarindan baslayarak plagin
disina dogru 6ze ile diz bir hat boyunca gizgi seklinde ekilmigtir. Plaklar

351+2°C'de 16-20 saatlik inkiibasyonun ardindan degerlendirilmistir.

Karbapenem diski etrafinda olusan inhibisyon zonunun test edilen
izolatin ekim cizgisine dogru girinti yapmasi ya da yonca yaprag!
goéruniminuin  olugsmasi, “karbapenemaz  Uretimi  pozitif’  olarak

degerlendirmistir.
3.3.3. Karbapenemaz Konfirmasyon Disk Diflizyon Yontemi

Karbapenemaz varligini ve tipini tespit etmek icin kullanilan ticari
olarak Uretilmis konfirmasyon kitleri bulunmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda
ise “KPC/MBL and OXA-48 Confirm Kit” (Rosco Diagnostica, Danimarka)
kullaniimigtir. Kit icerisinde 10 ug'lik meropenem, meropenem + dipikolinik
asit, meropenem + fenilboronik asit, meropenem + kloksasilin ve 30 ug'lik
temosilin olmak Uzere 5 farkli disk bulunmaktadir. Bu yontemde disk difizyon
yonteminde oldugu gibi 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri
suspansiyonu MHA besiyerine vyayillmigtir. Agar yuzeyinin kurumasi
beklendikten sonra, kit igerisindeki antibiyotik diskleri besiyerinin ylzeyine
yerlestiriimistir. Etlivde 351+2°C'de 18-24 saat inkibe edildikten sonra disk
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gevresinde olugan inhibisyon zon caplari 6lgtiimustir. Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda inhibisyon zon caplari arasindaki farklara goére
karbapenemaz enzimlerinin tiplendiriimesi yapilmistir. Karbapenemaz
konfirmasyon disk difuzyon yontemiyle elde edilen sonuglarin

degerlendiriimesinde kullanilan kriterler Tablo 3.1'de gosterilmigtir.

Tablo 3.1. Karbapenemaz konfirmasyon disk difizyon yontemiyle elde edilen
sonuglarin degerlendiriimesinde kullanilan kriterler

MRPBO | MRPDP | MRPCX Teggos'“”
Mg

ﬁcr:'?nck;ybl MRP10 2 4mm < 3mm 2 5mm 2 12mm
Sosr?nLkJraybl MRP10 < 3mm < 3mm < 3mm 2 12mm

MRP10 = 4mm <3mm <3mm Degigken
KPC

MRPCX = 4mm i i i
MBL MRP10 <4mm = 5mm <3mm Degigken

MRP10 < 3mm < 3mm < 3mm inhibisyon
OXA-48 - - B zonu yok

MRP10: Meropenem 10pg, MRPBO: Meropenem 10ug+fenilboronik asit,
MRPDP: Meropenem 10ug+dipikolinik asit, MRPCX: Meropenem 10ug+kloksasilin

3.4. Karbapenemazlarin Genotipik Yontemle Arastiriimasi

Calismaya dabhil edilen izolatlardan DNA izolasyonu yapildiktan sonra
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ydntemi kullanilarak OXA-48, NDM-1,
KPC, VIM ve IMP olmak Uzere 5 farklhh karbapenemaz enzim varlig

arastiriimistir.
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3.4.1. Bakteriyel DNA’nin Ekstraksiyonu

DNA izolasyonunda kullaniimak Uzere, g¢alismaya baslamadan énce
suslarin timu -20°C'den cikariimig, kanli agar besiyerine en az iki kez

subkaultarleri yapilmigtir.

Taze pasajlari yapilan bakteri izolatlarindan DNA izolasyonu igin
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullaniimigtir. Kit
icerisindeki DNA izolasyon protokolu uygulandiktan sonra elde edilen bakteri
DNA'sinin  bulundugu sivi, steril ependorflara alinmigtir. PZR iglemi

uygulanana kadar DNA ekstraksiyonlari -20°C'de saklanmistir.
3.4.2. Primerlerin Hazirlanigi

OXA-48, NDM, VIM, IMP ve KPC gen bdlgelerinin amplifikasyonu igin
bes farkli primer seti kullaniimistir. Liyofilize halde bulunan primerlerin
sulandirma iglemi Uretici firma talimatlari dogrultusunda protokole uygun
olarak yapimis ve 100 pmol/ul konsantrasyonda stok primerler elde
edilmistir. Calismamizda kulanilacak primerlerin konsantrasyonu 10 pmol/ul
olarak planlanmistir. Bunun i¢in 100 pmol/pl konsantrasyonda stok primerden
10 ul ahinarak 90 ul distile su ile toplam hacim 100 ul olacak sekilde tekrar

sulandirniimis, ependorflara ayrilip -20°C’de muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan primerler Monteiro ve ark (113) ile Ellington ve
ark. (114)nin c¢aligmalarina uygun olarak belirlenmistir. Karbapenem
direncini kodlayan genlerin arastiriimasinda kullanilan primerlerin dizilimleri

Tablo 3.2'de verilmistir.



Tablo 3.2. Karbapenem direncini kodlayan genlerin arastiriimasinda

kullanilan primer dizileri

Hedeflenen | Hedef Primer Primer dizilimi (5'-3") PZR iriininiin
gen Adi biiyliklugii (bg)
bolgesi

blaOXA-48 | OXA-48-F TGTTTTTGGTGGCATCGAT 177
OXA-48-R GTAAMRATGCTTGGTTCGC

blaNDM-1 NDM-F TTGGCCTTGCTGTCCTTG 82
NDM-R ACACCAGTGACAATATCACCG

blakPC KPC-F TCGCTAAACTCGAACAGG 785
KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC

blaVIM VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 390
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG

blaIMP IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 188
IMP-R ICCAAACYACTASGTTATCT

3.4.3. PZR ile Gen Bélgelerinin Amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu karigimi ve dongu kosullari Monteiro ve
ark. (113) ile Ellington ve ark. (114)'nin calismasina uygun sekilde secilmistir.
PZR karisimi icin Tag PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
kullanilmigtir. Tag PCR Master Mix, Taq DNA Polimeraz, PZR Tamponu ve
dNTP'leri icermektedir. Calismada kullanilan PZR reaksiyon karigimi Tablo

3.3'de verilmigtir.

Elde edilen PZR Urdnlerinin buyuklikleri Tablo 3.2’de baz cifti (bg)

olarak verilmistir.




28

Tablo 3.3 PZR reaksiyon karigimi

Master Mix 12,5 ul
Coralload 2,5 ul
Primer Forward 1l
Primer Reverse 1 ul
DNase Free Water 7 ul
DNA 1 ul
TOPLAM 25 pl

Her gen Dbolgesi igin belilenmis olan primerler kullanilarak
amplifikasyon islemi gergeklestiriimistir. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik

donguleri Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Tum gen boélgesi i¢in kullanilan PZR protokolu

94°C 3 dk 1 siklus
94°C 30 sn
60°C 30 sn

35 siklus
72°C 1dk
72°C 10 dk 1 siklus

3.4.4. Agaroz-Jel Elektroforez

Amplifikasyon islemi sonucunda elde edilen PZR Uurlnleri agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilarak incelenmigtir. Bunun icin % 1,5’lik agaroz jel
kullaniimistir. Jeli hazirlamak i¢in TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) ¢dzeltisinden

150 ml alinarak igerisine 2,25 g agaroz eklenmistir. Hazirlanan ¢ozelti 3-5 dk
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mikrodalga firinda kaynatilarak agarozun tam olarak ¢6zulmesi saglanmigtir.

Daha sonra igerisine 5 ul etidyum bromar (Sigma, USA) eklenmisgtir.

Yatay jel elektroforez tablasinin igine yukleme kuyucuklarinin olugsmasi
icin taraklar yerlestirildikten sonra sivi haldeki jel karigsimi tablanin igerisine
yavascga, kabarcik olusturmayacak sekilde dokulmustur. Jel katilagsmasi igin

oda sicakhginda 30 dk. bekletilmigtir.

Katilasan jel icerisinden taraklar yavasca c¢ikariimis ve jel elektroforez
tankinin icerisine yerlestirilmigtir. Jel yerlestirildikten sonra elektroforez tanki
jel yuzeyini drtecek sekilde TAE tamponu ile doldurulmustur. Hazirlanan PZR
aranleri kuyucuklara S'er pl yuklenmigtir. Molekuler belirte¢ ve orneklerin jele
yukleme igslemi tamamlandiktan sonra elektroforez tankinin kapadi
kapatilarak glic kaynagina baglanmistir. Ornekler 120 V elektrik akiminda
45-50 dakika yaratalmustar.

Yurutme iglemi tamamlandiktan sonra jel transilluminator cihazina
(UVP BioSpectrum Multispectral Imaging System, USA) yerlestirilerek
ultraviyole 1sik altinda degerlendirilmistir. PZR sonucunda elde edilen
amplifikasyon drunlerinin buyukldklerinin - degerlendiriimesinde molekuler
belirte¢ olarak 50 bp DNA ladder (ThermoScientific, USA) kullaniimistir.

3.5. Heterojen Direng Gosteren izolatlarin Saptanmasi

Calismaya dahil edilen tum izolatlarin disk difflzyon testi ve gradient
test yontemi sonuglari degerlendirilmistir. Bunun sonucunda ertapenem,
imipenem ve/veya meropenem disk inhibisyon zonu iginde ya da ertapenem,
imipenem ve/veya meropenem gradient seritlerinin etrafinda olusan
inhibisyon bolgesi i¢inde koloni olugsumu gorulen izolatlar heterodireng

agisindan deg@erlendirmeye alinmistir (63, 109, 115-117).
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3.5.1. ‘Popiilasyon Analiz Profili’ (PAP) Yontemi

Popullasyon analiz profili yonteminde (PAP), test edilmek istenen
suglarinin  sivi besiyerinde hazirlanan  suspansiyonlarindan, artan
konsantrasyonlarda meropenem ve ertapenem iceren (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2,
4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 pg/ml) MHA besiyerlerine ekimler yapilmistir.
Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC 700603 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 suslari kullaniimistir.

Test edilecek izolatlardan 3 farkh koloni alinarak Mueller Hinton sivi
besiyerine (MHB) ekilmis 35°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra “108 cfu/ml
(A) (0.5 McFarland) bakteri iceren slUspansiyonlari hazirlanmigtir. Ayri bir
tarafta 1.5 ml’lik steril mikrosantrifij tiplerine (Eppendorf) 900’er pl serum
fizyolojik (SF) dagitilmistir. Her bir izolat i¢cin 5 adet, 900 ul SF iceren
mikrosantriflj tapu kullaniimistir. Ana bakteri sUspansiyonu vorteks ile
karistinilmis ve bu slUspansiyondan 100 ul alinarak, 900 pl SF iceren ilk
mikrosantriflj tiplne aktarilmistir. Bdylece bakteri sispansiyonu 10 kat
seyreltilerek ilk mikrosantrifiij tiplnin 107 cfu/ml kadar bakteri icermesi
saglanmistir. Bu mikrosantriflj tipu de vorteks ile karistirimig ve 100 ul
alinarak ikinci mikrosantrifij tlplune aktariimistir. Bu islem besinci
mikrosantriflij tipline kadar devam ettirilerek 107(B), 10%(C), 105(D), 10%4(E)
ve 103(F) cfu/ml’lik bakteri stispansiyonlari elde edilmistir. ‘F’ tlipiinden (103
cfu/ml) 100 pl, 'D' ve 'E' tipunden ise 10'ar ul alinarak antibiyotik igermeyen
(0 pg/ml) MHA besiyerlerine ekilmistir. Plaklar 48 saat 35+2°C'de inkube

edildikten sonra bakteri kolonileri sayilimistir.

Her bir test edilecek izolat igin ana bakteri siispansiyonundan (A) (108
cfu/ml) 100’er ul alinarak  ertapenem ve meropenem igceren MHA
besiyerlerine (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 pg/ml)

ekilmigtir. Bu islem tim heterojen diren¢ dugunulen suslar igin yapiimigtir.

Plaklar 48 saat 35+2°C'de inkibe edildikten sonra farkl
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren plaklarda Ureme gdsteren bakteri

kolonileri sayllmis ve heterojen direng populasyon sikhgr hesaplanmigtir.
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Heterojen direng populasyon sikligi; Uremenin goruldugu en yuksek ilag
konsantrasyonuna sahip plaktaki koloni sayisi, ila¢ igermeyen plaktaki koloni

sayisina boéllinerek hesaplanmigtir (109, 115, 117, 118).
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3.4. BULGULAR

Calismamiza Ocak 2016 - Agustos 2018 tarihleri arasinda olmak tzere
301 adet kan kalturd izolati dahil edilmigtir. Bunlarin 196's1 (%65,1)
K.pneumoniae ve 105'i (%34,8) ise E.coli izolatidir. Ayni hastadan ikinci kez

izole edilen suslar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Cahigmamiza dahil edilen 301 izolatin 230°u (%76,4) erigkin
hastalardan, 71’i ise (%23,6) ¢ocuk hastalardan izole edilmistir. Calismaya
alinan susglarin 167'si (%55) erkek, 134'U (%45) ise kadin hastalardan izole

edilmistir.

izolatlarin kliniklere gére dagihimina bakildiginda ise; &rneklerin
%22'sinin acil ve yine ayni oranda ornegin pediatri klinigine ait oldugu
g6zlenmistir. Orneklerin  %85,8'inin  dahili birimlerden, %14,2'sinin ise
anestezi ve cerrahi birimlerden goénderildigi tespit edilmistir. Calismaya dahil

edilen izolatlarin klinik birimlere gore dagihmi Sekil 4.1'de gérulmektedir.

incelenen 6rneklerin yogun bakim ve diger birimlere gére dagilimina
bakildiginda ise; 74 (%24,5) ornegin cesitli yogun bakim Unitelerinden
gonderildigi ve bunlarin 43'Gnudn (%58.1) eriskin hastaya ait iken 31'inin
(%41,9) cocuk hastaya ait oldugu belirlenmigtir. Yogun bakim ve diger

bolimlere gore cocuk ve erigkin hasta dagilimi Sekil 4.2'de gorulmektedir.
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Sekil 4.1. Orneklerin kliniklere gére dagilimi
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Sekil 4.2. Yogun bakim ve diger bolimlere gore ¢ocuk/erigkin hasta dagilimi

Calisilan izolatlarin Phoenix otomatize sistemiyle imipeneme 180'i
(%60) duyarl, 26's1 (%8,6) orta duyarli, 95'i (%31,4) direngli bulunmustur.
Ertapeneme, suslarin 145'i (%48,2) duyarl, 2'si (%0,6) orta duyarl ve 154'U
(%51,2) direngli bulunmustur. Meropenem igin ise suslarin 193'0 (%64,2)
duyarli, 10'u (%3,3) orta duyarli ve 98'i (%32,5) direncgli olarak tespit
edilmistir.
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Disk difuizyon yontemiyle ise imipenem igin izolatlarin 192'si (%63,7)
duyarli, 75'i (%25) orta duyarli, 34'GU (%11,3) direngli bulunmustur.
Ertapeneme izolatlarin 142'si (%47,1) duyarh, 10'u (%3,3) orta duyarli, 149'u
(%49,6) direncli bulunurken; meropeneme 170'i (%56,4) duyarli, 45'i (%15)
orta duyarli ve 86's1 (%28,6) direngli bulunmustur.

Gradient test yontemiyle imipeneme suslarin 218’i (%72,4) duyarli,
39'u (%13) orta duyarl, 44’G (%14,6) direngli bulunurken, ertapenem igin
155'i (%51,4) duyarh, 20’si (%6,6) orta duyarl ve 126’si (%42) direngli,
meropenem icin ise 208’i (%69,1) duyarl, 22’si (%7,3) orta duyarh ve 771’i
(%23,6) direncli seklindedir.

Sensititre mikrodilisyon yéntemiyle sadece meropenem duyarlihdina
bakilabilmistir. Bu yontem ile meropeneme izolatlarin 210'u (%69,8) duyarl,
11'i (%3,6) orta duyarli ve 80'i (%26,6) direncli olarak bulunmustur.

Farkli yontemlerle elde edilen imipenem, ertapenem ve meropenem

duyarlilik sonuglari sirasiyla Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.1. Phoenix, disk difizyon ve gradient test ile elde edilen imipenem

duyarlilik sonuglari

imipenem Phoenix Disk Difliizyon Gradient Test
n(%) n(%) n(%)

Duyarh 180(60) 192(63,7) 218(72,4)

Orta Duyarh 26(8,6) 75(25) 39(13)

Direngli 95(31,4) 34(11,3) 44(14,6)
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Tablo 4.2. Phoenix, disk difizyon ve gradient test ile elde edilen ertapenem

duyarlilik sonuglari

Ertapenem Phoenix Disk Difizyon  Gradient Test
n (%) n (%) n (%)

Duyarl 145(48,2) 142(47,1) 155(51,4)

Orta Duyarh 2(0,6) 10(3,3) 20(6,6)

Direncli 154(51,2) 149(49,6) 126(42)

Tablo 4.3. Phoenix, disk difizyon ve gradient test ile elde edilen meropenem

duyarlilik sonuglari

Phoenix Disk Gradient Sensititre
Difuzyon Test Mikrodillisyon
Meropenem n (%)
n (%) n (%) n (%)
Duyarl 193(64,2) 170(56,4) 208(69,1) 210(69,8)
Orta Duyarh 10(3,3) 45(15) 22(7,3) 11(3,6)
Direngli 98(32,5) 86(28,6) 71(23,6) 80(26,6)

Phoenix otomatize sistem ile elde edilen sonuclar ile disk difuzyon ve
gradient test yontemleriyle elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi Tablo 4.4,
4.5 ve 4.6'da verilmistir. Direngli suslarin duyarli olarak saptanmasi “cok
buyuk hata”, duyarl suglarin direngli olarak saptanmasi “buytk hata”, direncli
veya duyarh suglarin orta derece duyarli, ya da orta derece duyarli suslarin

direncli veya duyarli saptanmasi “kiguk hata” olarak kabul edilmigtir.
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Tablo 4.4. Ertapenem duyarhliginin saptanmasinda Phoenix otomatize
sistem ile elde edilen sonuglarin disk difizyon ve gradient test yontemiyle

elde edilen sonuglarla kargilastiriimasi

Phoenix Otomatize Sistem
Ertapenem | vum (%) | Gok Biiyiik |  Biiyiik Kiigiik
Hata (%) Hata (%) Hata (%)
Disk 281 (93,4) 4 (1,3) 4 (1,3) 12 (4)
Diflizyon
Gradient 265 (88) 1 (0,4) 13 (4,3) 22 (7,3)
Test

Tablo 4.5 imipenem duyarliliginin saptanmasinda Phoenix otomatize sistem
ile elde edilen sonuglarin disk difizyon ve gradient test yontemiyle elde

edilen sonuglarla karsilasgtiriimasi

Phoenix Otomatize Sistem
imipenem | yyum (%) | Cok Biiyiik | Biiyilk | Kiiciik Hata
Hata (%) Hata (%) (%)
Disk 220 (73) 1(0,4) 13 (4,3) 67 (22,3)
Diflizyon
Gradient 227 (75,4) 1(0,4) 22 (7,3) 51(16,9)
Test
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Tablo 4.6. Meropenem duyarliiginin saptanmasinda Phoenix otomatize
sistem ile elde edilen sonuglarin disk difizyon ve gradient test yontemiyle

elde edilen sonuclarla karsilastiriimasi

Phoenix Otomatize Sistem
Meropenem o . .
Uyum (%) | CGok Buyiik Buyuk Kigiuk

Hata (%) Hata (%) Hata (%)

Disk 247 (82) 5(1,7) 6 (2) 43 (14,3)

Difliizyon

Gradient 258 (85,8) 2 (0,6) 15 (5) 26 (8,6)

Test

Sensititre mikrodilisyon ydntemiyle elde edilen sonuglarin gradient test ve
disk difizyon yontemi ile elde edilen sonuglarla karsilastiriimasi ise Tablo

4.7'de gOsterilmigtir.

Tablo 4.7. Meropenem duyarlihidinin saptanmasinda Sensititre mikrodillisyon
yontemiyle elde edilen sonuglarin disk difizyon ve gradient test

yontemiyle elde edilen sonuglarla kargilastiriimasi

Sensititre Mikrodillisyon
Meropenem
Uyum (%) | Cok Buyiik Buylik Kiglik

Hata(%) Hata (%) Hata (%)
Disk 249 (82,8) 6 (2) 2 (0,6) 44 (14,6)
Diflizyon
Gradient 271 (90) 3(1) 4 (1,3) 23 (7,7)
Test
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Calismaya dahil edilen 301 izolattan 160" (%53,1) en az bir yontemle
uc ilagtan en az birine orta duyarl ya da direngli olarak bulunmustur. Bu
izolatlarin  144'G  (%90) K.pneumoniae ve 16'si (%10) E.coli olarak

belirlenmistir.

PZR yontemi ile direng genlerine bakildiginda izolatlarin 147'sinde en
az bir direng geni saptanirken 13'Unde bakilan bes genden herhangi biri

tespit edilememisgtir.

izolatlarda en sik OXA-48 gen varligi saptanmistir. OXA-48, izolatlarin
127'sinde (%79) tek basina, 15 izolatta (%9,3) ise NDM-1, VIM veya KPC
genleriyle birlikte gosterilmistir. Buna goére izolatlarin %88'inde (142/160)
OXA-48 geni saptanmistir.

Karbapenemaz genleri arasinda ikinci siklikta NDM-1 geni
saptanmistir. NDM-1, bes izolatta tek basina, dokuz izolatta ise OXA-48 ile
birlikte saptanmigtir. Toplam 14 izolatta NDM-1 varligi gosterilmistir.

VIM (n:5) ve KPC (n:1) genleri saptanan tim izolatlarda OXA-48 geni

de pozitif bulunmustur. IMP geni ise higbir izolatta saptanmamistir.

PZR yontemiyle saptanan genlerin dagilimi Sekil 4.3'de gosterilmigtir.

B OXA-48 ENDM-1 M OXA-48+NDM-1 M OXA-48+KPC M OXA-48+VIM M YOK

3%

6% 1%

Sekil 4.3. PZR yontemiyle saptanan karbapenemaz genlerinin dagihmi
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Calismaya dahil edilen 301 izolatin PZR yontemi ile 154'Unde (%51,1)
bakilan karbapenem direng genlerinden birine rastlanmaz iken 147'sinde
(%48,9) bir veya birden fazla diren¢ geni tespit edilmistir. PZR ydntemi ile
elde edilen sonuglarin antibiyotik duyarllik testleriyle elde edilen sonuglar ile

kargilastiriimasi Tablo 4.8'de verilmistir.

Tablo 4.8. PZR yontemiyle elde edilen sonuglar ile antibiyotik duyarlilik

testleriyle elde edilen sonuglarin kargilasgtiriimasi

Yoéntem Gradient Test Disk Difiizyon Phoenix Sensititre

n(%) n(%) n(%) Mikrodiliisyon

n(%)

PZR S R S R S R S R
Gen Yok | 154 | 145 4 5 138 6 10 141 2 11 149 3 2
n(%) (%94,1) | (%2,6) (%3,3) (%89,6) | (%4) (%6,4) (%91,5) | (%1,3) | (%7,2) (%96,7) | (%2) | (%1,3)
OXA-48 127 | 10 16 101 3 4 120 3 - 124 57 8 62
n(%) (%7,8) (%12,6) | (%79,6) | (%2,3) (%3,2) | (%94,5) | (%2,3) (%97,7) | (%45) (%6) | (%49)
NDM-1 5 - - 5 - - 5 - - 5 - - 5
n(%) (%100) (%100) (%100) (%100)
0XA-48 9 1 - 8 1 - 8 = - 9 1 - 8
+NDM-1 (%11) (%89) (%11) (%89) (%100) | (%11) (%89)
n(%)
OXA-48 1 - - 1 - - 1 - - 1 - - 1
+KPC (%100) (%100) (%100) (%100)
n(%)
0XA-48 5 - - 5 - - 5 - - 5 2 - 3
+VIM (%100) (%100) (%100) (%40) (%60)
n(%)

OXA-48 pozitif olan 142 izolatin 127’si (%89,4) K.pneumoniae iken
15’i (%10,6) E.coli olarak belirlenmistir. Hem K.pneumoniae hem de E.coli
izolatlarinda en sk saptanan karbapenemaz geni OXA-48dir.
Karbapenemaz varligi saptanan K.pneumoniae ve E.coli izolatlarinda

karbapenemaz tiplerinin dagihmi Tablo 4.9'da verilmistir.
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Tablo 4.9. Karbapenemaz varligi saptanan K.pneumoniae ve E.coli

izolatlarinda karbapenemaz tiplerinin dagilimi

Karbapenemaz K.pneumoniae E.coli Toplam
geni n(%) n(%) n(%)
OXA-48 114 (86,3) 13 (86,8) 127 (86.4)
NDM-1 5 (3,8) - 5 (3,4)
OXA-48 + NDM-1 8 (6,1) 1 (6,6) 9(6,1)
OXA-48 + VIM 5 (3,8) - 5(3,4)
OXA-48 + KPC - 1 (6,6) 1 (0,7)
Toplam 132 15 147

Modifiye Hodge testi sonuglari degerlendirildiginde PZR ile
karbapenemaz geni pozitif bulunan 147 izolatin 137’sinde pozitif sonug
bulunmustur (Sekil 4.4). Yalanci negatif sonug elde edilen on izolatin
hepsinde tek basina OXA-48 geni saptanmistir. PZR ile negatif bulunan 9
izolat ise MHT ile pozitif olarak belirlenmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonu

sonuglari ile MHT sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo 4.10’da verilmistir.

N

Sekil 4.4. MHT ile karbapenemaz varliginin gosteriimesi
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Tablo 4.10. Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglari ile Modifiye Hodge Testi

(MHT) sonuglarinin karsilastiriimasi

MHT
Yontem Toplam

+ (137 10 147
Karbapenemaz geni

-| 9 |145 154
Toplam 146 | 155 301

Karbapenemaz inaktivasyon metodu (CIM) sonuglari
degerlendirildiginde PZR ile karbapenemaz geni pozitif bulunan 147 izolatin
102 (%69.3)'sinde pozitif sonuc elde edilmistir (Sekil 4.5). Yalanci negatif
sonug elde edilen 45 izolatin 41’inde (%91,1) PZR ile tek basina OXA-48,
4’inde (%8,9) ise OXA-48+NDM-1 geni saptanmistir. PZR ile negatif
bulunan 4 izolat ise CIM testi ile pozitif olarak belirlenmigtir. Polimeraz zincir
reaksiyonu sonuglari ile CIM sonuglarinin karsilastiriimasi Tablo 4.11’de

verilmigtir.

Sekil 4.5. CIM testi ile karbapenemaz varliginin gésterilmesi



Tablo 4.11. Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglari ile karbapenem

inaktivasyon metodu (CIM) sonuglarinin kargilastiriimasi
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Karbapenemaz izolat CIM Pozitif CIM Negatif
geni Sayisi n(%) n(%)

OXA-48 127 86 (67,8) 41 (32,2)
NDM-1 5 5 (100) -
OXA-48 + NDM-1 9 5 (55,6) 4 (44,4)
OXA-48 + VIM 5 5 (100) -
OXA-48 + KPC 1 1 (100) -
Negatif 154 4 (2,6) 150 (97,4)
TOPLAM 301 102 45

Karbapenemaz konfirmasyon disk sonuglari degerlendirildiginde
fenotipik yontemlerle karbapenem direncli bulunan 160 izolatin 147'sinde
(%91,8) karbapenemaz enzimi saptanmigtir. PZR yoOntemiyle elde edilen
sonuglarla karbapenemaz konfirmasyon disk sonuglari karsilastirildiginda
108 izolatta uyum saptanmistir. Bunlardan 102’si OXA-48, 2’si NDM-1, 3’U
OXA-48+NDM-1 ve 1'i OXA-48+VIM olarak belirlenmigtir. PZR ile
karbapenemaz geni saptanan 10 izolatta konfirmasyon diskiyle
karbapenemaz enzimi tespit edilememistir. Konfirmasyon diski ile elde edilen

sonuglar ile PZR sonuglarinin karsilastiriimasi Tablo 4.12'de gdsterilmistir.
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Tablo 4.12. Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglari ile karbapenemaz
konfirmasyon disk sonuglarinin karsilastiriimasi

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!%!IIIIIIIIIIIIIIIII

OXA-48  NDM-1 OXA-48 + OXA-48 OXA-48
NDM-1 + KPC + VIM

102 - 4 - 4
OXA-48
2 2 1
MBL
1
KPC
Karbapenemaz
Konfirmasyon Diski JNGy¥N¥L:] 14 3 3 - 1
+ MBL
OXA-48
+ KPC
9 1
Yok
127 5 9 1 5

TOPLAM

GUnumuzde Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinde karbapenem
heterodirencinin saptanmasinda kullanilan gerek yontem gerekse o yonteme
ait kriterler konusunda bir fikir birligi bulunmamaktadir. Bu ¢calismada Sun ve
ark.larinin  (115) kullanmig oldugu kriterler kullanilarak karbapenem
heterodirenci saptanmistir. Buna gore disk difizyon ydntemiyle ve/veya
gradient test yontemiyle disklerin etrafinda olusan zon iginde ya da gradient
serit elipsi icinde Ureme gosteren her izolat karbapenem-heterodirencli
olarak kabul edilmistir. Birden fazla karbapeneme heterodireng saptanmasi
durumunda ko-heterodireng tanimi kullaniimistir (115). Karbapenem
heterodirencli olarak kabul edilen tim izolatlara PAP ydntemi uygulanmis ve

heterodireng sikligi saptanmistir.
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Calismaya dahil edilen 301 izolatin disk diffiizyon testi ve gradient test
yontemi sonuglari degerlendirilmistir. Sun ve ark.larinin kullandi§i kriterlere
gore zon ici ve/veya elips i¢i Ureme saptanmis 21 (%6,9) izolat heterojen
direngli kabul edilmistir (Sekil 4.6). Heterodireng sikli§i en fazla ertapenemde
(20/301; %6,6) gdzlenmistir. Bunu sirasiyla meropenem ( 16/301; %5,3) ve
imipenem (13/301; %4,3) izlemistir. Ko-heterodireng agisindan izolatlar
degerlendirildiginde ertapenem, imipenem ve meropenem heterodireng
birlikteligi 13 olguda saptanirken, ertapenem ve meropenem heterodireng

birlikteligi ise sadece iki olguda gorulmustar.

32
24
16
12
8
6
4
3
2

o

1
it

Sekil 4.6. Gradient testte inhibisyon elipsi i¢inde Ureme gosteren

K.pneumoniae ve E.coli izolati

Heterodireng saptanan 21 izolata hem ertapenem hem de meropenem
kullanilarak heterodirengli alt populasyon sikliginin tespit edilmesi amaciyla
PAP yontemi uygulanmigtir. Calismada elde edilen PAP analiz sonuglari

Tablo 4.13'de verilmistir



Tablo 4.13. Heterojen direngli izolatlar ve alt populasyon sikhgi
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Meropenem Ertapenem
PZR
izolat | Gradient PAP’da Frekans Gradient PAP’da Frekans
No Test saptanan en Test saptanan en
yiiksek yiiksek
konsantrasyon konsantrasyon

1 6 32 0,7x10° >32 64 0,6x10° | OXA-48
2 0,75 2 0,3x10° 0,38 4 2,8x107 | OXA-48
3 0,75 32 4,0x10” 1 128 2,0x107 | OXA-48
4 0,50 16 3,3x107 0,50 64 0,8x107 | OXA-48
5 0,0094 4 1,0x10” 0,125 16 0,5x10° -

6 0,0094 2 2,0x10” 0,023 2 2,0x10”7 -

7 0,75 32 6,0x10”7 0,75 64 1,3x107 | OXA-48
8 1 32 1,0x10”7 3 256 0,5x10° | OXA-48
9 0,38 4 0,8x10° 15 16 1,5x107 | OXA-48
10 0,38 8 3,7x10”7 1 64 0,6x107 | OXA-48
11 0,38 32 4,1x107 1 256 1,6x107 | OXA-48
12 0,032 8 2,6x107 0,016 64 0,6x107 -

13 0,50 16 0,6x107 1 32 0,6x10° | OXA-48
14 0,19 1 1,0x10°% 0,38 1 1,6x10°5 | OXA-48
15 0,25 16 7,5x107 0,38 256 3,3x107 | OXA-48
16 1 32 1,0x10”7 2 64 1,0x10°5 | OXA-48
17 4 4 0,7x10° 1 8 6,1x107 | OXA-48
18 8 256 0,8x10” 2 256 3,3x10°° | OXA-48
19 15 256 0,6x10° 15 256 2,0x107 | OXA-48
20 0,50 64 3,3x10® 1 256 0,6x10° | OXA-48
21 8 256 1,0x10% 3 256 1,0x105 | OXA-48
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Heterodirengli izolatlarin 11’i (7 K.pneumoniae, 4 E.coli) erigkin
hastadan, 10°u (9 K.pneumoniae, 1 E.coli) gocuk hastadan izole edilmisgtir.
Eriskin hastalarda %4,7(11/230) oraninda, ¢ocuk hastalarda ise %14 (10/71)
oraninda heterodirencli izolat saptanmistir. Heterodireng saptanan 21 izolatin
18 (%85,7) 'inde OXA-48 geni saptanmistir. Diger 3 izolat erigkin hastalara
ait olup, PZR ile bakilan bes karbapenemaz geninden herhangi biri

bulunmamistir.
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5.TARTISMA

Enterobacteriaceae Uyeleri hem hastane kaynakli hem de toplum
kaynakli enfeksiyonlarda karsimiza en sik ¢ikan etkenlerdendir. Gram negatif
bakteriler hucre duvar yapilarinda bulunani dis membran nedeniyle birgok
antibiyotige dogal direnclidir. Cok ilaca direngli mikroorganizmalarin sayisinin
gunden gune artmasi karbapenem grubu ilaglar tedavide onemli bir yere

tagsimistir.

Enterobacteriaceae ailesi bakteriyemi ve hayati tehdit eden cesitli
enfeksiyonlar acisindan oldukgca o6nemlidir. Bu tlr enfeksiyonlarda
karbapenemlerin sikga kullanilmasi bu grup ilaglara karsi direncin
gelismesine ve hizla artmasina neden olmaktadir. Karbapenem direng
oranlarinin ve dirence yol agan karbapenemaz enzimlerinin Glkeden Ulkeye,
hatta merkezden merkeze degisiklik gosterdigi gortlmektedir. Ancak direng
oranlarinin giderek artmakta olmasi her merkez igin kabul edilebilir bir
gergektir. Bu nedenle dirence yol agan enzimlerin ve direng profillerinin

belirlenmesi tedavi plani ve basarisi agisindan buyuk énem tagimaktadir.

Calismamiza dahil edilen 301 susun 230'u (%76,4) eriskin hastalardan
71'i (%23,6) ise ¢ocuk hastalardan izole edilmistir. Erigkin hasta grubuna ait
230 kan izolatinin 108’si (%46,9) karbapenem direngli olarak saptanmistir.
Cocuk hastalarda ise 71 kan izolatindan 52’sinde (%73,2) karbapenem

direnci tespit edilmigtir.

Cok ilaca direngli suslarla meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde
karbapenem kullaniminin artmasi direnci de beraberinde getirmektedir.
Yapilan galismalarda yillar igerisinde karbapenemlere kargi direng oranlarinin
giderek arttigl agikga gorulmektedir. 2004-2005 yillar arasinda alti merkezin
katihmiyla yapilan HITIT sirveyans c¢alismasinda E.coli izolatlarinda
imipeneme direng saptanmazken K.pneumoniae izolatlarinda imipenem
direng orani %3,2 olarak bulunmustur (119). Aral ve arkadaslarinin 2008-
2011 yillann arasinda 624 idrar izolatini dahil ettikleri g¢alismada,
K.pneumoniae izolatlarinda imipenem direnci %12,5 ve ertapenem direnci

%18,7 olarak bildirilmig, E.coli izolatlarinda ise imipenem direnci saptanmaz
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iken ertapenem direng orani %0,3 olarak tespit edilmistir (120). Ozger ve ark.
2012 yihinda yayinlanan c¢alismalarinda ise cgesitli klinik orneklerden izole
edilen K.pneumoniae izolatlarinda %29,2 oraninda ertapenem direnci
bildirmiglerdir (121).

Bizim ¢alismamizda ise K.pneumoniae izolatlarinda %67,3 ve E.coli
izolatlarinda  %14,2 oraninda karbapenem  direnci  saptanmistir.
K.pneumoniae izolatlarinda ertapenem, meropenem ve imipenem direng
oranlari sirasiyla %66,3, %50 ve %30,1 olarak belirlenmistir. E.coli
izolatlarinda ise meropenem ve imipenem direnci %5,7 ve ertapenem direnci
%14,2 olarak tespit edilmigtir. Her Ug¢ ilaca karsi da ylksek oranda direng
gorulmesinin, hastanemizde karbapenem grubu ilaglarin ampirik olarak sik¢a

kullaniimasiyla iligkili olabilecedi dusunulmektedir.

GUnumuzde, otomatize sistemler ve c¢esitli ticari  Granler
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde oldukga sik
kullaniimaktadir. Hizli sonug elde edilmesi ve kolay uygulanabilir olmalari bu
sistemlerin tercih edilmesindeki en 6nemli nedenler olarak gorulmektedir.
Yapilan c¢alismalarda otomatize sistemlerin karbapenem duyarliliklarini
saptamadaki basarisi farkliik gdstermektedir. 2006 yilinda yapilan bir
calismada sivi mikrodilisyon yontemi ile imipeneme orta duyarli/direncli
bulunan 15 K.pneumoniae izolatindan MicroScan otomatize sistemi ile 1
(%6,7), Phoenix ile 2 (%13,4), VITEK ile 10 (%67), VITEK 2 ile 5 (%33) ve
Sensititre ile 13 (%87) izolat imipeneme duyarli bulunmustur (122). Yapilan
baska bir ¢calismada ise 39'u karbapenemaz ureten ve 16'sl karbapenemaz
disi mekanizmalarla karbapeneme direngli olan 55 sus farkh otomatize
sistemlerle  incelenmis ve  karbapenem  direncini  belirlemedeki
duyarllik/6zglrlik oranlari Phoenix igin %100/%0, MicroScan NM36 igin
%85/%6, MicroScan NBC39 icin %82/%19 ve VITEK 2 igin %74 / %38
olarak saptanmistir (123).

Bizim calismamizda Phoenix otomatize sistem ve Sensititre

mikrodilisyon yonteminin diger antibiyotik duyarlihk yontemleriyle (disk
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difuzyon yontemi, gradient test yontemi) karsilagtirimasi sonucunda her u¢
karbapenem igin de ¢ok buyuk hata, buyuk hata ve kuguk hata tespit
edilmistir. Uyum %75,4 - %93,4 arasinda degdisen oranlarda gézlemlenmigtir.
En ylksek uyum ertapenemde saptanirken en dusik uyum orani
imipenemde gorulmuagtir. Bu durumun imipenemin diger karbapenemlere

gore etkinligini daha gabuk kaybetmesi ile iligkili olabilecegi dugunulmagtur.

Karbapenemaz ureten izolatlarinin hizli ve dogru olarak saptanmasi
hem uygun tedavinin belirlenmesi hem de enfeksiyon kontrol dnlemlerinin
alinabilmesi icin buyuk 6nem tagimaktadir. Ginimuzde karbapenemazlarin
saptanmasinda MHT, CIM, Carpa NP ve karbapenemaz konfirmasyon
diskleri olmak Uzere farkli fenotipik ydntemler kullaniimaktadir. Bu ¢alismada
karbapenemaz enzim varligini saptamak amaciyla fenotipik yontem olarak

MHT, CIM ve karbapenemaz konfirmasyon diskleri kullaniimigtir.

Modifiye Hodge testi, rutin laboratuvarlarda karbapenemaz varliginin
saptanmasi amaciyla yaygin olarak kullanilan fenotipik yontemlerden biridir.
Yapillan c¢aligmalarda bu yontemin duyarhihdr ve o6zgulligu farklilik
gOstermektedir. Girlich ve ark., 54 karbapenemaz pozitif izolatta yaptiklari
calismada MHT yodnteminin Sinif A ve D karbapenemazlari saptamada
yuksek duyarhliga, MBL enzimlerini (sinif B) saptamada ise disuk duyarhliga
sahip oldugunu bulmuslardir (124). Kim ve ark. tarafindan yapilan diger bir
calismada ise MHT yonteminin MBL enzimlerinin sadece %60,6'sini
saptayabildigi ancak testin duyarliiginin MBL enziminin tipiyle de yakindan
iligkili oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismada MHT yontemi VIM tipi enzimleri
saptamada NDM tipi enzimlere kiyasla daha basarili bulunmustur. Bunun
yanisira MacConkey agar kullaniminin veya MHA besiyeri icerisine ¢inko
ilave edilmesinin NDM enzimini saptamada duyarlih@r artirdig1 belirtilmistir
(125).

Tarkiye’den yapilan ¢alismalara bakildiginda; Us ve ark. 2010-2014
yilllari arasinda 112 Enterobacteriaceae izolatiyla yaptiklari g¢alismada
karbapenemaz geni pozitif olan 94 izolatin 87'sini (%92,6) MHT ile pozitif
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olarak saptarken; karbapenemaz geni negatif olan 18 izolatin 16'sinda
(%88,8) MHT ile yalanci pozitiflik bulmuslardir. MHT ile yalanci negatif
bulunan 7 izolattan 6'sinda OXA-48, 7’inde ise OXA-48+VIM enzimi
saptanmigtir (126). Pergin ve ark. 20 karbapenemaz pozitif (19 OXA-48, 1
IMP) K.pneumoniae izolatinin 19’'unda MHT ydntemiyle pozitif sonug¢ elde
ederken 13 karbapenemaz negatif K.pneumoniae izolatinin timiande negatif
sonug elde etmiglerdir. Yalanci negatif saptanan izolatin OXA-48 pozitif
oldugu belirtilmistir (127).

Bizim galismamizda tim izolatlara MHT yontemi uygulanmis ve 146
izolat pozitif, 155 izolat ise negatif olarak saptanmistir. Pozitif bulunan 146
izolatin 137'sinde (%93,8) karbapenemaz geni saptanirken 9'unda (%6,2)
karbapenemaz geni saptanmamistir. Ancak MHT ile pozitif bulunan PZR ile
karbapenemaz geni saptanmamis 9 izolatta ¢galismaya dahil ediimeyen diger
karbapenemaz enzimlerinin pozitif olabilecegi unutulmamaldir. MHT
yontemiyle negatif bulunan 155 izolatin ise 10'unda (%6,5) karbapenemaz
geni saptanirken 145'inde (%93,5) karbapenemaz geni saptanmamistir. MHT
yontemiyle yalanci negatiflik elde edilen izolatlarin hepsinde OXA-48 geni
saptanmistir. Calismamizda OXA-48 pozitif izolatlar igin duyarliik %93 diger
karbapenemaz enzimleri (NDM-1, VIM, KPC) icin ise %100 bulunmustur.
Diger calismalardan farkli olarak MBL grubu enzimleri saptamadaki
duyarlihdgin bu kadar yuksek olmasinin nedeni ¢alismaya dahil edilen MBL
pozitif izolatlarin sayilarinin OXA-48 Ureten izolatlara gore oldukga duslk
olmasi ve MBL pozitif bulunan izolatlarin ¢gogunun ayni zamanda OXA-48
pozitifligine de sahip olmasi ile agiklanabilir. Calismamizda MHT ydnteminin
%5,8 oraninda yalanci pozitiflik ve %6,8 oraninda yalanci negatiflik gosterdigi
saptanmistir. Buna ragmen OXA-48 Ureticilerini saptamadaki duyarhiliginin
yuksek olmasi ulkemiz gibi OXA-48 acisindan endemik olan bdlgelerde bu

testin tarama amaciyla kullanilabilecegini dustndturmektedir.

Karbapenem inaktivasyon metodu (CIM), karbapenemaz varliginin
saptanmasinda kullanilan kolay ve hizli uygulanabilen fenotipik bir yontemdir.

Bu yontemle karbapenemaz enziminin tipi saptanmamakla birlikte rutin
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mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda  tarama  amaciyla  kullanilabileceqgi
onerilmektedir. Zwaluw ve ark.lari 2015 yilinda vyaptiklari ¢alismada
karbapenemaz ureten Enterobacteriaceae izolatlarinin %100'Und CIM testi
ile pozitif saptamiglardir. Ayni yontemle nonfermentatif izolatlarda %98,8
oraninda pozitifik bulmuslardir (128). CIM ve Carba NP testlerinin
kargilastirildigi ve 256  Enterobacteriaceae izolatinin (93 karbapenem
direncli) dahil edildigi bir galismada her iki testin duyarliligi da %92,1 olarak
saptanmistir. Bu calismada CIM testi ile 3 tane NDM-1 pozitif izolatin ve 1
tane VIM-1 pozitif izolatin saptanamadigr vurgulanmigtir (129). Tijet ve
ark.'nin yaptigi baska bir calismada ise CIM testinin duyarlihidi %98,8 olarak
belirtilmistir (130).

Tarkiye'den yapilan calismalarda da CIM yontemi karbapenemaz
enzim varligini arastirmak amaciyla kullaniimis ve farkh sonuglar elde
edilmistir. Bayraktar ve ark. 2011-2017 yillarina ait 109 karbapenemaz
ureten Enterobacteriaceae izolati ve 1 pozitif ,15 negatif kontrol olmak Uzere
toplam 125 izolat dahil ettikleri calismada CIM testinin duyarhhgini %92,7 ve
Ozgullugunt %100 olarak saptamislardir (131). Tekintas ve ark. nin
karbapenemaz enzimi pozitif (33 OXA-48, 19 OXA-48 +NDM, 2 NDM) 54
K.pneumoniae izolatini dahil ettikleri calismalarinda sadece 25 izolat (%46.2)
CIM testi ile pozitif saptanmistir. CIM testi ile 26 OXA-48 (%79), 2 OXA-
48+NDM (%11) ve 1 NDM pozitif izolat saptanamamistir (132).

Bizim galismamizda tim izolatlara CIM testi uygulanmistir. CIM testi
ile pozitif bulunan 106 izolatin 102'sinde (%96,2) karbapenemaz geni
saptanirken 4'Unde (%3,8) karbapenemaz geni saptanmamigtir. CIM testi ile
negatif bulunan 195 izolatin ise 45'inde (%23,1) karbapenemaz geni
saptanmistir. Buna gore testin duyarlilik ve 6zgulligi sirasiyla %69,3 ve
%97,4 olarak saptanmistir. Yanhs negatif sonu¢ elde edilen 45 izolat
incelendiginde bunlarin 41'inin OXA-48 ve 4'Unun OXA-48 + NDM-1 Ureticisi
oldugu belirlenmigtir.  Bu veriler dogrultusunda imkanlari  kisitl

laboratuvarlarda CIM testinin karbapenemaz varligini hizli tespit igin
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kullanilabilecedi ancak negatif sonuglarin  dogrulanmasi  gerektigi

dusunulmektedir.

GUnumuzde karbapenemaz enzimlerinin saptanmasi amaciyla farkh
firmalar tarafindan karbapenemaz konfirmasyon diskleri Uretilmistir.
Uygulanabilirliginin daha kolay ve ucuz olmasi nedeniyle karbapenemaz
enzimlerini saptamak amaciyla kullanilan diger fenotipik yontemler arasinda
yerini almasina neden olmustur. Bu amagla c¢alismalarda en sik kullanilan
Rosco ve MAST konfirmasyon diskleridir. Yapilan farkh calismalarda elde
edilen duyarlihk ve o6zgullluk oranlarn birbirinden olduk¢a farklilik

gOstermektedir.

Bartolini ve  ark. karbapeneme  duyarli  olmayan 108
Enterobacteriaceae izolatini dahil ettikleri calismalarinda karbapenemaz
varhgi, MHT, MBL gradient test, AmpC gradient test, EDTA ile gift disk testi,
Rosco Diagnostica KPC ve MBL konfirmasyon kiti ile kloksasillin inhibisyon
testi olmak Uzere farkl fenotipik yontemlerle arastiriimistir ve %95 duyarlilik
ve %99 6zgullik ile Rosco konfirmasyon diskleri en basarili yontem olarak
bulunmustur (133). Peter ve ark.larinin ¢caligmasinda ise hem Rosco hem de
MAST konfirmasyon Kkitlerinin duyarlilhigi ve 6zgulligu dusuk saptanmistir.
Rosco konfirmasyon kitinin duyarhligi ve 6zgulligu sirasiyla %31,1 ve %69,3
bulunurken MAST konfirmasyon kitinin duyarliigi %28,8, o6zgullugu ise
%79,6 olarak bildirilmistir (134). Ambretti ve ark. nin ¢alismasinda ise 108
Enterobacteriaceae izolati incelenmig, Rosco konfirmasyon diskinin
duyarhih@r %100, 6zgulligu ise %98 olarak belirtiimistir. Ayrica bu disklerin
MBL ve KPC enzimlerini belirlemede MHT yonteminden daha Ustin oldugu
vurgulanmisgtir  (135). MAST ve Rosco konfirmasyon disklerinin
karsilastinldigi diger bir calismada ise 114 karbapenemaz (49 KPC, 27 NDM,
19 VIM, 14 OXA-48 benzeri, 5 IMP) pozitif, 28 karbapenemaz negatif
Enterobacteriaceae izolati degerlendiriimis ve duyarlilik ve 6zgullik oranlari
MAST diskleri icin %78;%93, Rosco igin ise %80;%93 olarak saptanmistir.
(136).
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Karbapenemaz konfirmasyon diskleri Turkiye’den yapilan galismalarda
da kullaniimistir. Cakar ve ark.larinin yaptiklari ¢alismada karbapenemaz
enzimi saptanan toplam 143 E.coli ve K.pneumoniae izolatinda Rosco
konfirmasyon kitiyle elde edilen sonuglar ile PZR sonuglari arasinda %100
uyum saptanmigtir (137). Tekintas ve ark.nin yaptigi ¢alismada ise Mast
konfirmasyon diski kullaniimis ve PZR ile karbapenemaz geni saptanan 54

izolatin hepsinde uyumlu sonug elde etmiglerdir (132).

Calismamizda 147 karbapenemaz geni pozitif izolata Rosco
konfirmasyon diski uygulanmis ve 137'sinde (%93,2) karbapenemaz enzim
tiplendirmesi yapilmigtir. Tiplendirme yapilamayan 10 izolatin (%6,8) 9'unun
OXA-48 ve 1'inin OXA-48 + NDM-1 pozitif oldugu saptanmistir. Rosco
konfirmasyon diskinin OXA-48 geni pozitif izolatlar1 %91,3 oraninda saptadigi

gOrulmustar.

OXA-48 ilk olarak Turkiye'den izole edilmis bir K.pneumoniae susunda
gosterilmis ve daha sonraki yillarda artan siklikta bildirimler yapilmistir (76).
Carrer ve arkadaslari 2008 yilinda Istanbul'da bir Gniversite hastanesinde
OXA-48 ureten K.pneumoniae kaynakli bir salgini bildirmislerdir (77).
Ulkemiz OXA-48 endemik bir tlke olarak kabul edilmektedir. Bicmen ve ark.
2012 yilinda yaptiklari  calismada  karbapenem  direngli 197
Enterobacteriaceae izolatinin molekuler ydntemlerle direng mekanizmalarini
arastirmis ve izolatlarin %93,4'Unde OXA-48 pozitifligi saptamislardir (138).
Alp ve ark. 2010-2011 arasinda karbapenem direngli 94 K.pneumoniae
izolatinin %91,5'inde OXA-48 , %1'inde NDM-1 ve %3,2'sinde OXA-48 +
NDM-1 pozitifligi saptamiglardir (139). Cakar ve ark.nin 2013-2014 yillari
arasinda yaptiklari gok merkezli bir calismada %84,6 OXA-48, %6,3 NDM-1,
%2,8 VIM, %1,4 IMP, %2,1 OXA-48+NDM-1, %2,1 OXA-48+VIM ve %0,7
VIM+NDM pozitifli§i saptanirken higbir izolatta KPC pozitifligi tespit
edilmemistir (137). Ocak-Nisan 2013 tarihleri arasinda istanbul'da bir
Universite hastanesinde karbapenem direngli 22 Enterobacteriaceae
izolatinda karbapenemaz genleri arastirilmis ve izolatlarin 12'sinde NDM-1,
8'inde OXA-48 ve 2'sinde ise KPC-2 saptanmistir (140).
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Tarkiye'den vyapilan diger c¢alismalara benzer olarak bizim
calismamizda da %86,3 OXA-48, %3,4 NDM-1, %6,1 OXA-48+NDM-1, %3,4
OXA-48+VIM ve %0,7 OXA-48+KPC pozitifligi saptanmistir. Higbir izolatta

ise IMP pozitifligine rastlanmamistir.

Heterojen direng kavrami, bir bakteri populasyonunda bulunan
subgruplarin belirli bir antibiyotide karsi farkli duyarliik sergiledigi bir
fenomeni tanimlamaktadir. Ne yazik ki heterojen direnci belirlemede
kullanilacak standart yontemlerin eksikligi bu terimin uygunsuz kullaniimasina
yol agmaktadir (99). Ayni izolatin hem direngli hem de duyarli alt
populasyonlari ayni anda bulundurmasi olarak degerlendirildiginde heterojen
direng tedavi basarisizligi acisindan onemli bir risk olarak gorulmektedir
(141).

Heterojen direng birgok farkli bakteri grubunda saptanmakla birlikte
Enterobacteriaceae ailesinde gorulen karbapenem heterodirenci yeni bir
kavram olarak karsimiza c¢ikmaktadir. GUnumuzde ne vyazik Ki
Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem heterodirencinin arastirildig sinirh
sayilda calisma bulunmaktadir. Dolayisiyla Enterobacteriaceae ailesi
uyelerinde karbapenem heterodirencinin saptanmasinda kullanilan gerek
metot gerekse o metota ait kriterler konusunda bir fikir birligi

bulunmamaktadir.

Karbapenem heterodirenci konusunda yapilan g¢alismalarda ug¢ farkli
yaklasim 6ne c¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi Sun ve ark.larinin kullandigi
algoritmadir. Bu calismada disk difizyon yontemiyle ve gradient test
yontemiyle disklerin etrafinda olusan zon iginde ya da gradient serit elipsi
icinde Ureme gosteren her izolat karbapenem-heterodirengli olarak kabul
edilmistir. Tum izolatlara PAP yontemi uygulanmis ve heterodireng sikhgi
saptanmigtir. Buna gore bizim galigmamizdaki 21 izolatin timunu heterojen

direncli kabul edersek heterojen direng orani %6,9 olarak saptanmaktadir.

Heterodireng saptanmasinda kullanilan bir baska kriter El-Halfawy ve

ark.lar tarafindan tanimlanmistir. Bu tanima gore PAP yapildiginda en
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yuksek inhibisyon etkisinin goruldugu antibiyotik konsantrasyonu, hi¢
inhibisyon gorulmeyen antibiyotik konsantrasyonundan en az 8 kat yuksek
ise bu izolat heterojen direncli olarak kabul edilmistir (99). Buna goére bizim
calismamizdaki zon i¢i Ureme saptanan 21 izolattan meropenem-PAP
bulgularina gore 21 (%6,9) 'i, ertapenem-PAP bulgularina goére ise 19'u

(%6,3) heterojen direngli olarak belirlenmistir.

Heterodireng saptanmasinda kullanilan bir diger kriter ise da Silva ve
ark. (142) ile Lopez-Camacho ve ark.larinin (116) yaptiklar caligmalarda yer
almaktadir. Bu iki galismada karbapenem MIK degeri ile PAP ydnteminde,
uremenin saptandigi en yuksek ila¢ konsantrasyonu arasinda 4 kat ve
uzerinde artis saptanmasi durumunda heterojen direng olarak kabul
edilmigtir. Bu kriter kullanildiginda 21 izolatin hem meropenem-PAP
bulgularina hem de ertapenem-PAP bulgularina gore 19'u (%6,3) heterojen
direncli  olarak  belirlenmistir. Her iki PAP sonuglari  birarada

degerlendirildiginde 21 izolatin hepsi heterodirencli olarak saptanmaktadir.

Karbapenem heterodirenci konusunda yapilan g¢alismalarda bu
fenomenin karbapenemaz genlerinin kazaniimasi ile iligkili olabilecegi
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda heterodireng saptanan 21 izolatin 18'inde
(%85,7) OXA-48 geni saptanmistir. Diger 3 izolat eriskin hastalara ait olup,
PZR ile bakilan bes karbapenemaz geninden herhangi biri bulunmamisgtir.
Yapilan diger calismalarda ise heterodireng gdsteren Enterobacteriaceae
ailesi uyelerinde VIM-1, KPC, OXA-48, NDM-1 olmak Uzere farkl
karbapenemaz enzimleri bildirilmigtir. OXA-48 pozitifligi sadece Lopez-
Camacho ve ark.larinin c¢alismasinda goésterilmis olup K.pneumoniae
izolatlarinda saptanmistir. Bizim g¢alismamiz OXA-48 pozitif K.pneumoniae
izolatlarinda yapilmis ikinci ¢alismadir. OXA-48 pozitif E.coli izolatlarinda ise

karbapenem heterodirencinin gosterildigi ilk galismadir.

Karbapenem heterodirenci gosteren ancak karbapenemaz geni
saptanmamis izolatlar da bulunmaktadir. Da Silva ve ark.larinin gcalismasinda
2 heterodirengli Enterobacter cloacae izolatinda PZR ydntemiyle

karbapenemaz geni gésterilememistir (142). ikonomidis ve ark.larinin
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karbapenem heterodirencgli A.baumannii izolatlarinda yaptiklari ¢calismada da
benzer sekilde karbapenemaz geni saptanmamistir (101). Bizim
calismamizda da karbapenem heterodirenci gdsteren (¢ izolatta
karbapenemaz geni saptanmamistir. Karbapenemaz geni negatif bulunan
heterodirengli 3 izolatta ¢calismaya dahil edilmemis olan diger karbapenemaz

enzimlerinin olma olasiligi da bulunmaktadir.

GuUnumuzde heterojen direng konusu ile ilgili sinirh sayida makale
olmasinin yanisira c¢alismalara dahil edilen izolat sayilari oldukga az
sayidadir. Calismamiz bu yonayle literatire énemli bir katkida bulunmustur.
Bizim calismamiza benzer sekilde yuksek sayida izolatin dahil edildigi bir
baska calisma Sun ve ark.larina aitti. Bu calismada 2011-2013 yillari
arasinda izole edilen 332 E.coli izolati incelenmis, imipenem, ertapenem ve
meropenem igin sirasiyla %25, %17,2 ve %3,9 olmak Uzere ylksek oranda
heterodirencg tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkl
olarak karbapenemaz gen varligi molektler ydntemlerle arastiriimamistir
(115).

Enterobacteriaceae ailesi icinde heterojen karbapenem direncinin
saptanmasi 6zellikle tedavi basarisi agisindan ¢ok énemlidir. Konvensiyonel
yontemlerle karbapenem duyarli bulunmus ancak heterodireng saptanmis
izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisi sorun yaratmaktadir.
Dolayisiyla gunumuizde bu izolatlarin klinik agidan degerinin ortaya

konulmasi giderek daha buyuk 6nem kazanmaktadir.

Karbapenem grubu ilaglara kargi gorulen heterojen direncin gergek
klinik etkisininin ve  karbapenem duyarll izolatlarda yer alan direngli
altpopusyonlarin ilag etkisi altindayken tam direncli hale donusme olasihiginin
belirlenmesi amaciyla daha ¢ok sayida izolatlarin dahil edildigi ¢alismalara
blayuk ihtiya¢ bulunmaktadir.
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