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OZET

Ailiken M, Escherichia coli izolatlarinda Ertapenem Direncinin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Ana Bilim Dali. Mikrobiyoloji Programi. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.2012.

Escherichia coli, basta iiriner sistem infeksiyonlar1 olarak birgok toplum ve
hastane kaynakli infeksiyonda etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda bu
etkende kinolon, ko-trimoksazol direnci disinda genis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) varligi da artmaktadir. Bu olgularda giderek artan karbapenem kullanimi
karbapenem direnci sorununu giindeme getirmistir. Biz bu g¢aligmada hastanemizde
infeksiyon etkeni olan Escherichia coli izolatlarinda ertapenem direnci sikligini ve bu
dirence neden olabilecek olasi direng mekanizmalarini belirlemeyi amagladik.

Bu amagla IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD Laboratuvarlari’'nda 2011 Mart-2012 Mayis
arasinda etken olarak iiretilen tiim Escherichia coli izolatlart incelendi. CLSI 6nerileri
ile GSBL taramasi ve ¢ift-disk difiizyon yontemi ile dogrulama yapildi. Ayrica ayni
rehber Onerileri ile ertapenem diski kullanilarak direng¢ arastirildi ve zonu 23 mm
altindaki tiim Escherichia coli izolatlar1 ileri incelemeye alindi. Bu bakterilerde E-test
ile ertapenem, imipenem, meropenem minimal inhibitdr konsantrasyonlar: (MIiK)
saptandi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile VIM, IMP, KPC, CTX-M, OXA-48, NDM
genleri arastirildi.

Uretilen toplam 4052 Escherichia coli izolatinda, 852 izolatta (%21) GSBL ve
22 (%0.54) izolatta ise disk difiizyonla ertapeneme direng belirlendi. Bu bakterilerde
ertapenem, imipenem, meropenem i¢in MIK 90 degerleri sirasiyla 32, 3, 2 mg/L
bulunmustur. Bu karbapenem direncinden sorumlu tutulan olasi1 direng mekanizmalari
olarak izolatlarin besinde (%22) OXA-48, 19 izolatta (%86) CTX-M geni (bes izolatta
diger direng genleriyle birlikte) varligi saptanmistir. Ayni hastaya ait iki farkli kan
kiiltiriinde tireyen Escherichia coli izolatinda ise KPC-2 geni saptanmistir. Bu enzim
iilkemizde ilk kez tanimlanmistir. VIM, IMP, NDM direng genleri saptanmamaistir.

Sonug olarak g¢alismamizda infeksiyon etkeni Escherichia coli izolatlarinda
ertapenem direnci sorunu bulunmaktadir. Laboratuvarlar mutlaka ertapenem ile tarama
caligmalar1 yapmalidir. Bu direngten baslica OXA-48, CTX enzimleri ve olasilikla
beraberinde dis membran protein defektleri sorumlu olabilir. NDM, VIM, IMP
calismamizda saptanmasa da KPC-2‘nin ilk kez saptaniyor olmasi ilerisi i¢in kaygi
vericidir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, antibiyotik direnci, ertapenem, KPC-2, OXA-48
Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birim tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 17546/2012
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ABSTRACT

Ailiken M, Evaluation of the Resistance to Ertapenem in the Escherichia coli Isolates
Strains. Istanbul University, Institute of Health Science, Medical microbiology
Departmant. Master thesis. Istanbul. 2012.

The Escherichia coli particularly cause the urinary tract infection that provide
from society and nosocomial infection as an agent appears to be. In the recent years out
of the resistance to the quinolone and co-trimoxazole the broad-spectrum of the beta-
lactamase (ESBL) production resistance is also increasing. The increase of carbapemen
uses in E.coli infection the resistance of it are increase and the problem are raises. In the
fact the use of carbapenem continue to increase the question of the resistance to
carbapenem is stil on the daily schedule.

In this study they aim to determined the frequency of the resistance to
Ertapenem and the possibly different sort of carbapenemase in cause of this resistance
in the infectious agent E.coli isolated in the Cerrahpasa Medical Faculty. For this
purpose we studied the whole isolates strains of the E.coli that isolated from the Istanbul
University Cerrahpasa Medical faculty Medical Microbiology and Infectious Disease
laboratories during the period from March 2011 to May 2012. The confirmation of the
test it is done according to the CLSI recommendation ESBL screening was made with
double —disc diffusion method. In addition, resistance was investigated using the same
guidelines CLSI and with the recommendations of ertapenem disk zone, 23 mm at the
bottom of all E.coli isolates were examined further. The Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) was determined using Ertapenem, Imipenem and Meropenem E-
test.

By using the polymerase Chain Reaction (PCR) VIM, IMP, KPC, CTX-M,
OXA-48 and NDM genes were determined. A total of 4052 isolates of E.coli, 852
isolates (%21) produced. ESBL, 22 (%0.54) isolates resistance to ertapenem was
determined. Ertapenem, Imipenem, Meropenem MICgq values respectively were 32, 3,
2 microgr/L. Among possible mechanisms causing resistance to carbapenem within this
result five out of isolates specimens (%22) OXA-48, 19 isolates specimens (%86) CTX-
M gene ( five isolates with other genes of resistance together) asset was detected. In the
E.coli isolates specimens grown by two different blood culture from the same patient
KPC-2 enzyme was detected. This enzyme was identified for the first time in Turkey.
ViM, IMP, NDM genes no detected.

The Ertapenem resistance of E.coli isolates have the problem and the
laboratories should necessarily make the screening with Ertapenem. OXA-48, CTX
enzymes mainly and possibly together with outer membranes protein defects should be
responsible of that resistance. In this study out of the detection of NDM, VIM, IMP, the
detection of KPC-2 for the first time was in concern.

Key words : Escherichia coli, Resistance to antibiotic, Ertapenem, KPC-2, OXA-4

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 17546/2012



1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra bakterilerde
direng ortaya ¢ikmustir. Gelistirilen her yeni antibiyotikle birlikte bakterilerde de yeni
diren¢ mekanizmalar1 tanimlanmistir. Bugiin c¢ok iyi bilinmektedir ki antibiyotiklerin
bilingsiz kullanilmasi direngli bakterilerin hizla yayginlasmasina yol agan en dnemli
faktordiir(1). Bakterilerdeki plazmide bagli antibiyotik direngliliginin kromozomal
direnglilikten ¢ok daha yaygin ve Onemli oldugu kanitlanmistir. Plazmid ve
transpozonlardaki genler kromozomdaki genlerden ¢ok daha hareketledirler. Bu yapilar

araciligi ile bu genler tiir i¢i, tiirler aras1 ve cinsler arasinda taginmaktadir(2).

Ertapenem, Tiirkiye’de eriskin hastalarda duyarli mikroorganizmalarin neden
oldugu orta ve siddetli infeksiyonlarin tedavisinde, ayrica etken mikroorganizma
bilinene kadar komplike intraabdominal infeksiyon, komplike deri ve yumusak doku
infeksiyonlari, osteomiyelit dis1 diyabetik ayak infeksiyonlari, komplike idrar yollar
infeksiyonlari, akut pelvik infeksiyonlar ve toplum kokenli pndomonilerin ampirik

tedavisinde endikasyon almis ve kullanimda olan bir antibiyotiktir(3).

Ertapenemin Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler ile anaeroplar dahil genis
bir etki spektrumu bulunmaktadir. Ertapenem, metallo-B-laktamaz ve bazi diger
karbapenemazlar hari¢ genis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) ve ampC tipi p-laktamaz
tiretenler de dahil olmak {izere betalaktamaz lireten Gram-negatif bakterilere oldukca

etkili bulunmustur(4,5).

GSBL iireten bakteriler karbapenemlere karsi nadiren direng gosterirler. Klinik
uygulamada ampirik olarak asir1 ve uygunsuz karbapenem kullanimi olabilmekte,
bunun sonucunda tedavi maliyeti artmakta ve bakteriler karbapenemlere direncli hale
gelebilmektedir. GSBL ireten suslar ile gelisen infeksiyonlarin tedavisinde
karbapenemler disinda  beta-laktam/beta-laktamaz  inhibitér  kombinasyonlart,
aminoglikozidler, sulfonamidler ve kinolonlar da kullanilabilemktedir. Ancak plazmid
araciliklit GSBL {ireten suslar aminoglikozidlere, sulfonamidlere ve kinolonlara kars1 da

direng gelistirebilir(6,7).
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Escherichia coli izolatlarinda ertapenem direnci konusunda veriler oldukga
kisithidir. Her ne kadar iilkemizde 6zellikle Klebsiella spp. izolatlarinda OXA-48 ile
gelisen karbapenem direnci konusunda veriler olsa da (8) ertapeneme direngli E.coli

izolatlarinda diren¢ mekanizmasi konusunda yeterince bilgi bulunmamaktadir.

Calismamizda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali Laboratuvari’nda saptanan infeksiyon etkeni
Escherichia coli bakterileri karbapenem direnci varligi yoniinden arastirilmistir.
Amacimiz bu direncin sikligi ve mekanizmalar1 konusunda bilgi edinip, miicadele,

tedavi secenekleri konusunda yeni 6neriler olusturabilimektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Escherichia coli

2.1.1. Biyokimyasal 6zellikleri

Escherichia cinsinde tibbi 6nemi olan E.coli biitiin insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda (digkilarinda) kommensal olarak bulunur. Gram negatif, sporsuz,
hareketli ve bazi suslar1 kapsiillidiir. Laktozu fermente eder. Hemen biitiin besi

yerlerinde ve fakiiltatif olarak {iirer (9,10).

E.coli’nin O, H, K antijenleri ve fimbria antijenleri vardir. O ve K antijenleri
bazi bagirsak patojeni E.coli’lerin belirlenmesi i¢in 6nemlidir. Cesitli K ve fimbria
antijenleri bakterinin bagirsakta kolonize olmasi veya idrar yollarinda epitele yapisip
yerlesebilmesini saglayarak, oOzellikle K antijenleri sistemik hastaliklara neden
olabilmesi yoniinden 6nemlidir(10). Hiicre duvarindaki endotoksin septik soka neden
olur. iki enterotoksin iiretilir. Istya dayaniksiz toksin (LT) ADP-ribozilasyonla adenilat
siklaz1 uyarir. Artan c-AMP, klor iyonlar1 ve suyun asir1 dis akimina neden olarak ishal
yapar. Istya direngli toksin (ST), olasilikla guanilat siklazi uyararak ishale neden olur.
Viriilans faktorleri arasinda mukozal yilizeylere tutunmada kullanilan pilumlar ve
fagositozu Onleyen bir kapsiil bulunur. Verotoksin (Shiga benzeri toksin), O157: H7
serotipi E.coli suslari tarafindan iiretilen bir enterotoksindir. Bu toksin az pismis et
yenmesine eslik eden kanli ishallere ve hemolitik- iiremik sendroma neden olur.
Verotoksin, insan ribozomlarinin 28S rRNA’sindan adenin koparak protein sentezini
inhibe eder(9,11). Mannoz direngli E.coli’lerde st {iriner sistem infeksiyonu, mannoz
duyarli E.coli’lerde alt iiriner sistem infeksiyonu gelismektedir. Bakteriyel adezyonu
bozan bazi iiriner maddeler de vardir. Uromukoid bunlardan en énemlisi olup iiriner
sistemin infeksiyona diren¢ sisteminde 6nemli bir yere sahiptir. Bakterilerin epitelyal
tutulmalarinda 6zel kan grubu antijenleri sorumludur. Uriner infeksiyon yapan E.coli
fimbrialar1 tutunma bakimindan fekal E.coli fimbriyasina oranla 8-10 kat daha fazladir.
Uriner infeksiyonunun degisik anatomik lokalizasyonuna gére E.coli fimbriya (P-pili)
oranlar1 sOyledir: Akut piyelonefrit %92-100, sistit %19 ve asemptomatik
bakteritiri %14°dir(11).

Kalin bagirsak florasinda daima bulunan E.coli basta idrar yollar1 olmak iizere

cesitli doku ve organlarda lokal ve genel infeksiyon yapabildikleri gibi bazi suslari
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bagirsak hastaliklarina yol agar. E.coli en ¢ok idrar yolu infeksiyonlarina neden olur.

Toplumda rastlanan idrar yolu infeksiyonlarinin %70-80’inde etken E.coli’dir(10,12).

Idrar yolu infeksiyonlar1 (IYI) sepsis, ameliyat yarasi infeksiyonlari, apse,
sinlizit gibi infeksiyonlar, neonatal menenjit ve “turist/seyyah ishali” en sik

rastlanilanlaridir.

Ortami insan kolonudur; vajen ve iiretray1 kolonize eder. Uretradan yukari dogru
tirmanip idrar yolu infeksiyonlarina neden olur. Neonatal menenjit dogum sirasinda

alinir; ishalde, diski-agiz yolu s6z konusudur(11).

Laboratuvar tanisi: Gram boyali yayma ve kiiltir. EMB veya MacConkey
agarda laktoz- fermente eden koloniler. Epidemiyolojik arastirmalar i¢in organizma,
bilinen anti-serumlar kullanilarak O ve H antijenlerine gore tiplendirilir. Hasta

serumundaki antikorlara yonelik serolojik testler yararsizdir.

Tedavi: idrar yolu infeksiyonlarinda ampisilin veya siilfonamidler. Menenjit ve
sepsis i¢in 3.kusak sefalosporinler. Seyyah ishalinde, kaybolan sivinin yerine konmasi
etkilidir; trimetoprim-siilfametoksazol belirtilerin siiresini  kisaltabilir. Antibiyotik

direnci bu uygulamada da sorun olusturabilecek boyutlara gelmektedir.

Korunma: Idrar yolu infeksiyonlarindan korunma, idrar kateterizasyonun siire ve
sikligint kisitlamayi igerir. Sepsisten korunma, damar i¢i uygulamalarda isleme hemen
son verme veya farkli bolgeleri kullanma ile saglanir. Seyyah ishalinden, bazi tilkelerde
sadece 1yi pismis yemek yeme ve kaynamis su igme ile korunulur. Profilaktik
doksisiklin veya Pepto-Bismol seyyah ishalini onleyebilir. E.coli’nin neden oldugu

hastaliklardan herhangi birisini 6nleyecek bir a1 bulunmamaktadir (9-11).

2.2. Uriner Sistem Infeksiyonlar

Uriner sistem infeksiyonlar1 (USI) hekimlerin en sik karsilastiklari, ciddi
maliyetlere neden olan bakteriyel infeksiyonlardir. USI erigkinlerde bakteriyel
infeksiyonlarin en sik goriillen sebebi olup her iki cins ve tiim yas gruplarinda
goriilebilmektedir. Bu infeksiyonlar kadinlarda hayat boyu erkeklerden daha sik
goriilmekte ve Kadinlarin yaklasik %10-35’i yasamimin her hangi bir déneminde USI
gecirmektedir. Bir kez USI geciren kadmlarin yaklasik %50’sinde infeksiyon
yenilenmektedir(12). USI komplike eden durumlar olmadiginda genellikle hizli
tedaviye yanit veren infeksiyondur. Komplike iiriner sistem infeksiyon denildiginde

tiriner sistemde darlik, tiimor, katater varligi ya da idrar akiminin yeterince olmayisi,
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rezidii idrar kalis1 anlagilir. Ayrica erkeklerde, genelde gocukluk c¢aginda gelisen USI
komplike olgular olarak tanimlanir. Bunlarin disinda diabet, immunsupresyon, gebelik,

altta yatan kronik hastaliklar da komplike edici faktor olarak tanimlanir(13,14).

Uroloji poliklinigi dzellikle komplike USI’nin sik gériildiigii ve bunlarin tedavi
sorunlarinin yasandigi birimlerin basindadir. Antibiyotik direnci tedavi sorununu daha
da karmasik hale getirmektedir(15). USi'de etken cogunlukla bakterilerdir. Bu
infeksiyonlarin %95 ten fazlasi tek bir bakteri ile gelismektedir. Ancak hastane kokenli
olgularda pek ¢ok mikroorganizma etken olabilmektedir. Komplike olmayan sistit ve
piyelonefritlerin %80’inden fazlasinda Escherichia coli etkendir. Koagiilaz negatif
stafilokoklar genellikle kontaminan olarak kabul edilmekle birlikte, Staphylococcus
saprophyticus 6zellikle gen¢ kadinlarda etken olabilmektedir. Komplike {iriner sistem
infeksiyonlarinda enterokoklar, Pseudomonas spp. ve diger gram-negatif bakterilerin
sikliginin artmasina karsin, bu grupta Escherichia coli’ye en sik rastlanir(13). (Tablo 2-
1)

Tablo 2-1 Uriner sistem infeksiyon etkenleri

Bakteriler Komplike Komplike olmayan
Escherichia coli %30 %80
Pseudomonas spp %20
Enterococcus spp %20
Koagiilaz negatif stafilokoklar %15
Klebsiella pneumoniae %5 %3
Proteus mirabilis %4 %2

Staphylococcus saprophyticus %10-15




2.3. Antibiyotikler

Antibiyotikler kullanima girmelerinden giliniimiize kadar uzun bir siireg
gecmemesine ragmen bu ilaglar ile ilgili gelismeler hizla artmis ayni zamanda
kullanimlar1 sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan 6nemli sorunlar da giindeme gelmistir.
Bu sorunlarin basinda ise antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng yer

almaktadir(16).

Antibiyotikleri ¢esitli kriterlere gore simiflandirmak miimkiindiir. Antibiyotikler,
mikroorganizmalar {izerindeki etki derecelerine, etki mekanizmalarina, kimyasal
yapilarina ve farmakokinetik oOzelliklerine gore olmak iizere gesitli sekillerde
smiflandirilabilirler.  Viicut  sivilarinda  olusturduklari ~ konsantrasyonlarda,
mikroorganizmalar lizerindeki etki derecelerine gore bakteriyostatikler ve bakterisidler

olmak tizere iki sekilde siniflandirilirlar(17,18). (Tablo 2-2)

Tablo 2-2 Antibiyotiklerin ana simiflar1 ve 6rnekleri
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2.3.1. Beta-laktam antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler yan etkilerinin azlig1 ve bakterisid olmalar1 nedeniyle
giniimiizde en sik kullanilan antibiyotik grubudur. Bakterilerin peptidoglikan
tabakasinin sentezini bozarak etki ederler. Bakterilerin hiicre duvarinda yer alan
peptidoglikan (miirein) tabakasi mikroorganizmanin yapisini ve biitiinliigiini saglar. Bu
tabaka c¢apraz baglanan kisa peptid zincirleri ile saglamlasir(19). Antibiyotiklerin klinik
kullanima girmesinden kisa bir silire sonra bakterilerde diren¢ ortaya ¢ikmistir.
Gelistirilen her yeni antibiyotikle birlikte bakterilerde de yeni diren¢ mekanizmalari
tanimlanmistir. Bugiin ¢ok iyi bilinmektedir ki antibiyotiklerin bilingsiz kullanilmasi
direngli bakterilerin hizla yayginlagsmasina yol agan en oOnemli faktordiir(1,18).
Gilintimiizde 06zellikle hastane infeksiyonlarmmin tedavisinde en sik kullanilan
antibakteriyel ajanlar beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. Ancak bu durum bu gruba
karsi gelisen direnci de arttirmaktadir. Bakteri hiicre duvarinin yapisinda bulunan
peptidoglikan tabakasi mikroorganizmaya sekil verir ve biitiinliigiini saglar. Beta-
laktam antibiyotikler yapilarinda bir beta-laktam halkas1 tasiyan ve hiicre duvar
sentezini engelleyen bakterisidal ajanlardir. Peptidoglikan zincirindeki pentapepditlerin
terminalinde yer alan D-alanil D-alanine yapisal benzerlikleri nedeniyle
transpeptidasyon islemini yiiriiten enzimlere (Penisilin baglayan protein (PBP)-
(transpeptidaz  ve  Kkarboksipeptidaz)) baglanarak  bakteri hiicre duvarinda
transpeptidasyonu engeller, boylece peptidoglikan sentezini inhibe ederler. Beta-laktam
antibiyotiklerin PBP ile reaksiyona girmelerinin nedeni kimyasal yapilarinin D-alanil D-
alanin molekiiliine ¢ok benzemesidir. D-alanil D-alanin molekiiliiniin yerini alarak
transpeptidasyonu engellemeleri sonucunda peptidoglikan sentezi bozulan bakteri

ozmotik diren¢ kaybina ugrayarak oliir (20,21).
Beta-laktam antibiotikler baglica 5 grupta toplanirlar:
1. Penisilinler
2. Sefalosporinler
3. Monobaktamlar
4. Karbapenemler

5. Beta-laktamaz inhibitdrleri (klavulonat, sulbaktam, tazobaktam)



2.3.1.1. Penisilinler

Pensilinlerin temel yapis1 bir beta-laktam halkasi, bir tiazolidin halkas1 ve bir yan
zincir igerir (6-aminopenisilanik). Yapilarinda bulunan beta-laktam halkasi nedeniyle
beta-laktam antibiyotikler olarak adlandirilirlar. Bakterilerde hiicre duvari sentezini
secici olarak inhibe ederler. Penisilinler en yiiksek etkiyi aktif olarak ¢ogalan bakteriler
tizerinde gosterirler. Boliinmeyen bakterilerde etkileri ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur.
Bakterisid etkilidirler. Temel yapiya farkli yan zincirlerin eklenmesi sonucu
antibakteriyal etki alanlar1 ve farmakolojik 6zellikleri farkli bircok penisilin tiirevi elde

edilir. Penisilinler bes grupta incelenir(22).
1. Dogal penisilinler (penisilin G, penisilin V)
2. Aminopenisilinler (ampisilin, amoksisilin, bakampisilin)
3. Karboksipenisilinler (tikarsilin, karbenisilin)
4. Ureidopenisilinler (azlosilin, piperasilin, mezlosilin)

5. Penisilinaza drengli penisilinler (metisilin, oksasilin, nafsilin)

2.3.1.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, Cephalosporicum acremonium isimli bir mantardan elde edilen
stirekli gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin kullanilan antibiyotik tiirlerinden
biridir(18, 23). Beta-laktam halkas1 yaninda penisilindeki bes iiyeli tiazolidin halkasi
yerine sefalosporinlerde alti1 iiyeli bir dihidrotiazin halkasi iceren bilesiklerdir. Bu
halkada fazladan bulunan karbon atomu nedeniyle ii¢lincii pozisyona yeni yan dallarin
eklenmesi yoluyla degisik tiirevler elde edilebilmistir. Sefalosporinler de bakteri hiicre
duvarinin peptidoglikan sentezini inhibe ederek bakterisidal etki gosterirler. Bunlar,
bazi bakteriler tarafindan tretilen beta-laktamaz enzimlerinin inaktive edici etkilerine
kars1 daha dayanikhidirlar. Sefalosporinler birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii kusak

olarak smiflandirilirlar(20,23). (Tablo 2-3)

Ayrica son yillarda 6zellikle metisiline direngli S.aureus (MRSA) etkinligi
nedeniyle bazi sefalosporinler besinci kusak olartak tanimlanmaktadir. Seftobiprol ve

seftarolin bu gruptaki baslica antibiyotiklerdir (24).



Tablo 2-3 Sefalosporinlerin siniflandiriimasi

SEFALOSPORINLER
1. Kkusak 2. kusak 3. Kkusak 4. Kkusak
Sefalotin Sefuroksim Sefotaksim Sefepim
Sefazolin Sefoksitin Seftizoksim Sefpirom
Sefaloridin Sefamandol Sefoperazon
Sefaleksin Sefonisid Seftriakson
Sefapirin Sefonarid Moksolaktam
Sefradin Sefaklor Seftazidim
Sefadroksil Sefotiam Sefsulodin
Sefasetril Sefmetazol Sefmenoksim
Seftezol Sefotetan Sefpiramid

2.3.1.3. Monobaktamlar

Aztreonam klinik kullanimdaki tek monobaktamdir. Diger beta-laktam
antibiyotiklerden farkli olarak yapisinda beta-laktam halkasina ekli bagka bir halka
bulunmaz. Sadece Gram-negatif bakterilere karsi etkinligi vardir. PBP3’e baglanarak
hiicre duvar sentezini inhibe eder. Ancak Gram-pozitif ve anaerobik bakterilere karsi
etkisizdir. Dar spektrumundan dolayr polimikrobiyal enfeksiyonlarda tek basina

kullanilmamalidir(20,23).

2.3.1.4. Karbapenemler

Beta-laktam grubu antibiyotikler igerisinde en genis etki spektrumlu grubu olan
karbapenemler de PBP’lere baglanarak hiicre duvari sentezini engellerler. Klinik olarak
onemli birgok Gram-negatif ve Gram-pozitif, aerob ve anaerob bakteriye karsi
etkilidirler. Klinik kullanimda bulunan iki tiyesi imipenem, meropenemdir.
Karbapenemler sentetik beta-laktam antibiyotiklerdir. Diger beta-laktam antibiyotikler
gibi bir beta-laktam halkasi igerirler ancak altinci pozisyonda trans baglantili bir
hidroksietil yan zinciri varligi ile diger beta-laktamlardan ayrilirlar. Bu yapisal farklari
nedeniyle metallo-beta-laktamazlar disindaki beta-laktamaz enzimlerine son derece
dayaniklidirlar. Ancak Stenotrophomonas maltophilia, metisilin diren¢li S. aureus
(MRSA) ve Enterococcus faecium’u imipeneme direglidir(20,23).
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2.3.1.5. Ertapenem
Ertapenem, 1-B-metil karbapenem yapisindadir. Kimyasal yapisindaki
farikliligindan dolayr plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanabilir ve yarilanma
omrii yaklasik 4.5 saat sitirmektedir(3). Klinik kullanim igin Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 2001, Avrupa’da 2002 ve Tirkiye’de 2008 yillarinda onay almistir.
Ertapenem, Tiirkiye’de eriskin hastalarda duyarlt mikroorganizmalarin neden oldugu
orta ve siddetli infeksiyonlarin tedavisinde, ayrica etken mikroorganizma bilinene kadar
komplike intra-abdominal infeksiyon, komplike deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
osteomiyelit dis1 diyabetik ayak infeksiyonlari, komplike idrar yollar1 infeksiyonlari,
akut pelvik infeksiyonlar ve toplum kokenli pnOmonilerin ampirik tedavisinde

endikasyon almistir(3).

Ertapenemin Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler ile anaeroplar dahil genis
bir etki spektrumu bulunmaktadir. Ancak anyonik karakteri, lipofilik ve yiiksek molekiil
agirhigr 6zelliginden dolayr bakterinin OprD porininden giremez. Bundan dolayr hem
Pseudomonas’lara hem de Acinetobacter gibi nonfermantatif bakterilere etkinligi yoktur
veya diigiiktiir. Bakterinin hedef molekiildeki degisiklikler ertapenem direncinde 6nemli
rol oynar. Penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklik sonucu olusan metisiline direngli

stafilokok tiirlerine etkisizdir(3-5).

GSBL iireten ve plazmid araciligi ile Amp-C sefalosporinaz yapan E.coli ve
K.pneumoniae suslarina karsi ertapenemin farmakodinamik 6zelliklerini imipenem,
seftriakson ve sefepim ile karsilagtiran bir calismada, bu bakteriler i¢in ertapenemin
MIK diizeyi diger antibiyotiklerden ¢ok diisiik bulunmustur. Ustelik sefalosporinlere
kars1 in-vitro duyarlifa ragmen, in-vivo antibakteriyal etkinligin yeterli olmadig
gozlenmis, ESBL ve Amp-C beta-laktamaz iireten E.coli ve K.pneumoniae suslari ile
olusan infeksiyonlarin tedavisinde ertapenemin ¢ok iyi bir segenek olabilecegi

sonucuna varilmistir (3,25).

2.4. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlar (GSBL)

Gram-negatif enterik basillerin biiylik cogunlugunda plazmid kontroliinde olan
‘genig’ spektrumlu beta-laktamazlar bulunmaktadir(26). Klinik kullanima 1980°1i
yillarda giren “genislemis spektrumlu” sefalosporinlerin 6zellikle nozokimyasal kokenli
Gram-negatif infeksiyonlarda yaygin bicimde kullanimi bu antibiyotiklere kars1
bakterilerin etkili enzimler {iretmelerine yol a¢mistir. Direng gelisen antibiyotikler

icinde sefotaksim, seftazidim ve aztreonam basta gelmektedir. Cogu GSBL, enterik
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Gram-negatif bakterilerin klasik plazmid kokenli beta-laktamazlar1 olan TEM-1, TEM-2
ve SHV-1’den koken alir. Bunlarin arasinda en yaygin olan1t TEM-1 enzimidir. TEM-2
ve SHV-1 daha nadirdir(26,27). Koken alinan ana enzimin molekiiler yapisindaki
aminoasitlerden bir ile dordiiniin yerine farkli aminoasitlerin gelmesi sonucu GSBL’ler
olusur. GSBL olusturan kokenler ile infeksiyonlar, yiiksek mortalite, uzun

hospitalizasyon ve yiiksek tedavi masraflarina yol agmaktadir(26).

2.4.1. TEM Grubu GSBL’ler

GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tirevi TEM-3’tir ve 1987 yilinda
bildirilmistir(28). TEM-1 gram-negatif bakterilerde en sik bulunan enzimdir ve
ampisiline direngli E.coli’lerin %90’inda direngten bu enzim sorumludur. TEM-1 ve
TEM-2 enzimleri siklikla transpozonlar tarafindan kodlanan dar spektrumlu
enzimlerdir; penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidroliz edebilir. Ancak
oksimino-sefalosporinlere karsi aktiviteleri yoktur. GSBL fenotipi olusturma yoniinden

bazi aminoasit degisiklikleri daha 6nemlidir (29).

TEM grubu beta laktamazlar E.coli ve K.pneumoniae basta olmak iizere
Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis ve Salmonella spp.
gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde sik bulunmaktadir. Nadir de olsa P.aeruginosa’da
da bildirilmistir. Buna karsin TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 Pseudomonas
aeuroginosa’da, TEM-17 Capnocytophaga ochracea 'da bildirilmistir (19,29).

2.4.2. SHV grubu GSBL’ler

Bu grup enzimlerin oOnciisii olan SHV-1 enzimi en sik K.pneumoniae’da
bulunmaktadir. Genellikle de kromozomal bir enzimdir. Ampisilin, tikarsilin ve
piperasiline diren¢ olusturmaktadir. Oksiimino-sefalosporinlere kars1 aktivitesi
yoktur(30). SHV tiirii enzimlerin ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak
tanimlanmistir. TEM grubu GSBL’lere kiyasal SHV-1’den kdken alan enzim sayis1 ve
aminoasit degisikligi olan pozisyonlar daha azdir. Bunlarda karakteristik degisiklik
238.pozisyonda glisin yerine serin girmesidir. SHV grubu enzimler K.pneumoniae’dan

baska Citrobacter diversus, E.coli ve P.aeuroginosa 'da bildirilmistir(28).
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2.4.3. OXA grubu GSBL’ler
OXA grubu enzimler Ambler grubu D’de yer alan ve daha ¢ok
P.aeuroginosa’da bulunan GSBL’lerdir. Bu enzimlerin OXA-1 den OXA-10’a kadar
olanlar1 dar spektrumlu olup substrat olarak oksasilin ve kloksasilin tercih
ederler(28,30,31). TEM ve SHV’de oldugu gibi aminoasit dizilerindeki nokta
mutasyonlart sonucu oksiimino-sefalosporinleri hidrolize edebilen genis spektrumlu
enzimler haline gelmislerdir(31,32). OXA-11,14,15 ve 16 seftazidim direncine yol
acarken, OXA-17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir(28). OXA-31 ise sefepime direng
olustururken seftazidime duyarlidir. OXA-24 ayrica karbapenemaz aktivitesi
gostermektedir fakat bu GSBL degildir(32). Son yillarda 6zellikle enterik bakterilerde
OXA-48 kaynakli ve Acinetobacter spp i¢inde OXA kaynakli direng yayilimi dikkati
cekmistir (29).

2.4.4. CTX-M grubu GSBL’ler

Bu grup substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir(28,30). Az miktarda da
Seftazidim hidrolize etmekle birlikte bu durum klinikte dirence yol acacak miktarda
degildir. Bu enzimler biiyiik olasilikla Klyvera ascorbata’nin kromozomal AmpC beta-
laktamazindan koken almistir. Sefalosporinleri hidroliz etme 06zellikleri de biiyiik
olasilikla enzimin omega halkasindaki ve beta ucundaki yapisal degisiklikler
sonucudur(28,29,30). Bu enzimlerin bir diger 6zelligi detazobaktamin CTX-M grubuna
kars1 inhibitor etkisinin klavulonik asite ve sulbaktama gore daha fazla olmasidir. Ik
CTX-M beta-laktamaz 1989 yilinda Almanya’da E.coli’de bildirilmistir. Daha sonra da
salmonella spp. basta olmak {izere bir¢ok Enterobacteriaceae tiiriinde saptanmustir.
Gilinitimiizde 40 kadar enzim gosterilmistir(33). CTX-M-14, CTX-M-3 ve CTX-M-2 en
yaygin enzimlerdir. Yayilmalar1 hem plazmidlere hem de ISEcp 1 gibi haraketli genetik
elementlere baghdir. CTX-M enzimlerini ilireten mikroorganizmalarin ¢ogunlukla
hastane infeksiyonlarindan izole edilmelerine karsin SHV ve TEM enzimlerinden farkli
olarak Vibrio cholerae, tifo dis1 salmonella ve shigella spp. gibi toplumdaki infeksiyon
etkenlerinde de bildirilmektedir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin
kullaniminin CTX-M enzimlerinin ortaya ¢ikisinda rol oynadig diisiiniilmektedir(33).
Ozellikle son yillarda CTX-M-15 ile gelisen direncin tiim Diinya’da yayilim dikkati
¢ekmektedir(29).



13

2.4.5. GSBL Tarama Testleri
Amerika’nin klinik laboratuvarlar i¢in Standartlar1 Belirleme Komitesi [National
Committee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) yeni adiyla (CLSI)] 6nerilerine
gore; disk diflizyon veya diliisyon yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim,
aztreonam veya sefpodoksime karst duyarlilifin azaldiginin saptanmasi halinde

dogrulama testleri uygulanmalidir(34). (Tablo2-4)

Tablo 2-4 GSBL’ler i¢in tarama testi olarak énerilen inhibisyon zonu ve MIK degeri

(CLSI 2011)
Antibiyotikler Inhibisyon zonu (mm) MiK mg/L
Sefotaksim (10 ug) <27 mm 1 ug/mL
Seftriakson <25mm 1 ug/mL
Seftazidim <22mm 1 ug/mL
Aztreonam <27 mm 1ug/mL

2.4.6. GSBL Dogrulama Testleri
Dogrulama testleri klavulonik asit ve indikator sefalosporin ve/veya
monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Sik olarak

kullanilan yontemler(35);
1. Kombine disk yontemi
2. Cift disk sinerji yontemi
3. E test yontemi
4. Mikrodiliisyon yontemi

5. Ug boyutlu test
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2.5. Karbapenemlere direng:

2.5.1. Karbapenemazlar

Beta-laktamlara diren¢ agisindan, ¢ok onemli olan enzim karbapenemazlardir.
Karbapenemazlar beta-laktamaz gruplart i¢inde siklikla ti¢ farkli grupta gorebilir. En
basit ayrimi EDTA ile inhibisyondur. EDTA’ya duyarli ise grup B metallo-beta-
laktamazlar, degilse grup A veya D enzimlerdir(36).(Sekil 2-1)

EDTA ile inhibisyon

(+) Q) )
Grup B Grup A Grup D
Metallo-B- Serin B-laktamazlar Serin B-laktamazlar
laktamazlar (Oxacilinases)
|
B1 B2 B3

Sekil 2-1 Karbapenemazlar

GrupB Metallo-B-laktamazlar karbepenemleri hidrolize ederler, beta-laktamaz
inhibitorlerine direng gosterirler. Metallo enzim denmesinin sebebi aktif u¢larinda ¢inko
tasimalaridir. Bu nedenle EDTA’ya duyarlidirlar ve bir¢ok penisilin ve sefalosporinlere

etkili olmakla birlikte aztreonami hidroliz etmezler(36).

Grup B Metallo-B-laktamazlarin bir ¢ok farkli enzimleri olup, onlardan VIM,
IMP, GIM, SPM, NDM enzimleri en iyi bilinenleridir (Tablo: 2-5).
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Tablo 2-5 Grup B Metalloenzimlerin substrat ve inhibitor profilleri

Hidroliz profili Inhibisyon profili
Enzim Penisilin se?aelrcl)isspilr)in Aztreonam Carb.s EDTA  Klavnik asit
IMP + + - + + -
VIM + + - + + -
GIM + + - + + R
SPM + + - + + -
NDM + + - + + -

Grup A karbapenemazlarin bazilar1 kromozomal bazilar1 plazmid kontroliinde
olabilirler. Kromozomal kontroliindeki enzimler SEM, NMC, IMI iken plazmid
kontrolundaki enzimler ise, KPC, GES (36). (Tablo 2-6)

Tablo 2-6 Grup A karbapenemazlarda substrat ve inhibitor profilleri

Hidroliz profili Inhibisyon profili
Enzim Pensilin Gen Aztreonam Carb.s EDTA  Klavnik asit
Sp.sef

NMC + + + + + -

IMI + + + + + -

SME + + + + + -

KPC + + + + + -

GES + + - + + -

Bunlarin metallo enzimlerden farki EDTA’ya duyarli olmamalaridir. Ciinkii
bunlar metallo enzim degildirler. Bu enzimler klavulanik aside duyarli olmalari,
aztreonami da hidroliz etmeleriyle (tek enzim disinda) metallo-beta-laktamazlardan
farklidirlar(36).

Ayrica giiniimiizde bu direncin aragtirilmasinda molekiiler biyolojik yontemler

de kullanilmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda Mart 2011-Mayis 2012 tarihleri arasindaki 15 aylik siire
icerisinde Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina (Tibbi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Enfeksiyon Hastaliklar1 AD) gelen ¢esitli klinik
orneklerden (Idrar, Hemokiiltiir, Abse...) iireyen ve etken olarak tanimlanan 4052 E.coli
izolat1 ileriye doniik olarak incelendi. Bu bakteriler arasinda toplam 19 hastaya ait 22
E.coli izolat1 ertapeneme direngli (Disk difiizyon ile < 23 mm) bulundu ve ileri
incelenmeye alindi. Ug hastamin 2 farkli 6rneginde iireyen bakteri ayri ayri izolatlar

olabilecegi i¢in ayrica ¢calismaya dahil edildi.

3.1. Suslarin Tanmmlanmasi1 ve Saklanmasi.

Bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasinda klasik yontemlerin yaninda Vitek2
(bioMerieux, Fransa) tam otomatik bakteri tanimlama sistemi kullanildi. Kiiltiirde
tireyen E.coli’ler saflastirarak elde edildi. Ayni hastaya ait izolatlar incelendiginde
orneklerin arasindaki siire yedi giinden fazla oldugunda farkli izolat olarak tanimlandi.
Elde edilen E.coli’ler CLSI onerileri ile disk difiizyon yontemiyle antibiyotik
duyarlhiliklar1 saptandi iki kez herhangi bir karbapeneme kars1 23 mm’den daha kiiciik
zonu olan bakteriler karbapeneme direnci siiphesi ile ileri incelemeye alindi.

Caligmalarda suslar %10 gliserollii Brucella Broth iginde -70°C’de saklandh.

3.2. Disk Difiizyon Yontemi

Antibiyotik duyarlilik testleri CLSI M 100-S21 kriterlerine gore degerlendirildi.
Saf olarak elde edilen E.coli bakterileri 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
slispansiyonu hazirlanarak Mueller Hinton agar plaklarina yayildi. Antibiyotik diskleri
(BD, USA), (Oxoid, England) yerlestirildikten sonra 35°C-37°C’lik etiivde 24 saat
inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon dan sonra zon ¢aplar1 CLSI standartlarina gore
Olctildii. Sefoksitine duyarli, tigiincii kusak sefalosporinlere direngli suglar ve {igiincii
kusak sefalosporinlerde zon ¢apinda daralma saptanan etkenler GSBL {iretimi yoniinden

ileri incelemeye alindi(34).
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3.3. GSBL Dogrulanmasi
Sefoksitine duyarli, {igiincii kusak sefalosporinlere direngli suslar ve iiglincii
kusak sefalosporinlerde zon ¢apinda daralma saptanan etkenler GSBL {iretimi yoniinden
ileri incelemeye alindi. Bu bakterilerde Amoksisilin-Klavulanik asit ile ¢ift disk sinerji
yontemiyle zonlarda genisleme saptananlar GSBL {iretiyor olarak tanimlandi (37-39).

Calismalarda standart koken olarak ATCC 25922 kokeni kullanildi.

Sekil 3-1 Cahsmamizda GSBL olusturan suslardan bir 6rnek

3.4. Karbapenem Direnci Arastirilmasi

Ureyen tiim bakterilerde CLSI &nerileri ile karbapenem direnci arastirildi(34).
Bu amagla yirmi dort saatlik taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri
kolonilerinden 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi ve
standart disk difiizyon yontemi uygulandi. Tiim bakteriler Ertapenem 10 ug diskleri ile
degerlendirildi ve < 23 mm olanlarin tiimii ertapenem direngli olarak kabul edilerek
ikinci kez tekrarlanan disk difiizyon incelemesinde ayni sonug¢ alindiginda karbapenem

direnci siiphesi olarak ileri degerlendirmeye alindi.

3.5. Karbapenemlerin MiK Diizeylerinin Arastirilmasi:

GSBL saptanan, ertapenem zon ¢ap1 < 23 mm olan yirmi dort saatlik taze kiiltiir
pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri kolonilerinden 0,5 McFarland bulanikligi
bakteri siispansiyonu hazirlanarak steril ekiivyon ile dnceden yiizeyi kurutulan Mueller
Hinton agar plaklarina yayildi. Ardindan E-Test aplikatorii ile her bir bakteri susu i¢in

ayr1 petrilere imipenem, meropenem E-Test stripleri ve ertapenem E-test stripleri
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( Liofilchem, Italy) yerlestirildi. 35°C-37°C’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi. Bu siire
sonunda iiretici firmanin &neriliri dogrultusunda suslarin MiK degerleri belirlendi. Strip

etrafindaki elipsin sonucu MIK degeri olarak okundu. Calismalarda standart kdken
olarak ATCC 25922 kokeni kullanildi.

3.6. Molekiiler Yontemler ile Betalaktamaz Genlerinin incelenmesi (40-42)

3.6.1. Bakteri Kokenlerinden DNA izolasyonu:

1,5 mI’li Ependorf tiip igine 25 pl steril, DNaz, RNaz icermeyen distile su
konulduktan sonra miillerhinton agarda hazirlanan 24 saatlik taze kiiltiirden 1 pl’lik
loop dolusu koloni alinarak 1,5 ml’li ependorf tiip icginde siispanse edildi ve
siispansiyonun {istiine 25 pl 0,1N NaOH eklenerek karistirildi. Karisim 95-100°C°de
(kaynar su banyosu) 10 dakika inkiibe edildikten sonra hizla buz iistiine alindi ve 5
dakika beklendi. Ortam pH’sin1 ayarlamak tizere lizatin tizerine 18 ul 0,5M Tris-HCI
(pH 8,0) eklendikten sonra 400 ul DNaz, RNaz i¢cermeyen distile su ile son hacim
yaklagik 450 pl’ye tamamlandi. Daha sonrasinda hiicre artiklarinin ¢ékmesi igin lizat
14.000 rpm’de (maksimum santrifiij hiz1) 3 dakika cevrildi ve supernatant polimeraz
zincir reaksiyonlart i¢in hedef olarak kullanildi(40). Nikleik asit izolasyonundan sonra

ornekler testler ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandu.

3.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):
Niikleik asit ekstraksiyonu sonrasi elde edilen triinlerdeki beta-laktamaz gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi Tablo 3-1’de verilen reaksiyon karisimi hazirlanarak Tablo 3-

2’de belirtilen 1s1 profili ile Tablo 3-3’deki primerler kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 3-1 Polimeraz zincir reaksiyonu karisimi

Tanim Miktar
10 x PCR Buffer 2,5 ul

MgCl, 1,5 ul

dNTP 0,5 ul
Primer Diiz* 0,5 ul

Primer Ters* 0,5 ul

Taq Polimeraz (5U/ul) 5ul

Niikleik asit izolasyon iiriinii 5 pl

Toplam 25 ul

* Her bir enzim icin kullamilan primerler ve dizileri Tablo 3-3’de verilmistir (her bir primerin
konsantrasyonu 25 pmol/ul olarak ayarlanmstir)
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Tablo 3-2 Polimeraz zincir reaksiyonu 1s1 profili

Tanim Ist Stire Dongii Sayist
Tk
Denatiirasyon/Aktivasyon % 02:00 :
95°C 00:30
Dongiisel ¢ogaltma Baglanma* 00:45 40
72°C 01:30
Son Bekleme 72°C 05:00 1
8°C Sonsuz 1

*Her bir primer cifti icin Tablo 3-3’de verilmistir.

Tablo 3-3 Tez ¢alismasinda kullanilan primerler (40-44).

Tm Uriin
Betalaktamaz |  primer fsmi* Dizisi (°C) Gen Bankas1 Pozisyon (Baz Cifti)
blaVIM Pan_VIM_Fw TTCTCGCGGAGATTGARAAGC 54 IN819277 219-239 264
Pan_VIM_Rev TTGTCGGYYGAATGCGCAGC 483-464
blaIMP Pan_IMP_Fw GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 50 GU207399 372-393 188
Pan_IMP_Rev ARCCAAACYACTASGTTATC 560-543
blaOXA-48 OXA-48 Fw GCGTGTATTAGCCTTATCGGC 5 IN626286 5518-5537 792
OXA-48 Rev RGGCATATCCATATTCATCGC 6240-6220
blaCTXM CTXM_Fw ATCTGACGCTGGGTAAAGC 50 Q686201 695-713 162
CTXM_Rev ATATCGTTGGTGGTGCCATA 857-838
55 -
blaNDM NDM_Fw GGGCAGTCGCTTCCAACGGT Q734687 212-231 475
NDM_Rev GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 687-668
55 -
blaKPC KPC_Fw GCTGTCTTGTCTCTCATGGCC Q867396 394-414 836
KPC_Rev AATCCCTCGAGCGCGAGTCTA 1230-1210

*Fw: Diiz yonlii primer, Rev: Ters yonlii primer

3.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi:

Polimeraz zincir reaksiyonundan sonra PCR iiriinlerinin analizi %1,5 agaroz jel

elektroforezi kullanilarak yapildi, PCR {iriinlerinin boyutlarinin karsilagtirilmasi i¢in her

bir yiiriitmeye 100 baz ¢iftlik standart konuldu, sonuglar UV tablasinda goriintiilendi ve

dijital kamera ile kaydedildi. Siipheli goriilen bazi bantlar, CTX-M bantlar1 ve

Tiirkiye’de ilk defa tanimladigimiz bla-KPC geni DNA dizi analizi ile dogrulandi.
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3.6.4. Dongiisel DNA Dizi Analizi:
PCR sonrasi elde edilen ve siipheli olan bantlar ile enzimlere ait pozitif bantlar
DNA dizi analiz islemine tabi tutuldu. Bu amagla PCR iiriinleri dncelikle EZ-10 Spin
Column DNA Gel Extraction Kit. (BioBasic, Kanada) ticari kiti kullanilarak saflagtirildi.
Daha sonrasinda Tablo 3-4’de verilen reaksiyon karigimi hazirlanarak PCR iiriinleri

Tablo 3-5’de verilen 1s1 profilinde dongiisel dizileme islemine tabi tutuldu.

Tablo 3-4 Déngiisel dizileme reaksiyonu karigimi

Tanim Miktar

BigDye Terminator v3.1 Mix 2 pl

5x Sequencing Buffer 1ul
Primer* 1ul
PCR Uriinii 6 ul
Toplam 10 pl

* Her bir enzim icin ayri tek yonlii primer (3.2 pmol/pl)

Tablo 3-5 Déngiisel dizileme 1s1 profili

Tanim Ist Stire Dongii Sayisi
Tk

95°C 10:00 1
Denatiirasyon/Aktivasyon

95°C 00:30
Dongiisel Dizileme 50°C 00:30 40

60 °C 03:00
Son Bekleme 8°C Sonsuz 1

Dizileme reaksiyonlar1 sonrasinda dizileme iiriinleri Sephadex G-50 fine
kolonlar1 kullanilarak saflastirildi ve ABI 310 genetik analiz cihazinda okumaya tabi
tutuldu. Elde edilen ham veriler Sequencing Analysis yazilimi kullanilarak baz
isimlendirme islemi gerceklestirildi ve sonrasinda DNA Star yazilimi ile dizilerin
edisyon islemi gerceklestirildi. Edisyonu tamamlanan diziler gen bankasinda BLAST

islemine tabi tutularak eslestikleri enzimler bulundu.
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4. BULGULAR

Mart 2011-Mayis 2012 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina gelen cesitli érneklerden (Idrar, Hemokiiltiir, Abse...)
tiretilerek etken olarak yorumlanan toplam 4052 Escherichia coli izolat1 incelendi. Bu
bakteriler arasinda 852  (%21) GSBL pozitifligi saptandi. Tiim etkenler arasinda
toplam 22 (%0.54) Escherichia coli izolatinda ise ertapeneme direng belirlendi. Bu 22
izolat incelendiginde Toplam 20 hastaya ait 22 farkli izolat oldugu saptandi. Bu

izolatlarin antibiyogram sonuglari tabloda (Tablo 4-1) belirtilmistir.

Tablo 4-1 Karbapenem direngli bulunan E.coli izolatlarinin antibiyogram sonuclarr™

CIP | CTX| FEP|CXM| GN | AK | SXT | CAZ| AMP|AMC| NET| TZP | IMP| ETP
MRH1| R R R R S| S R R R R S R | S R
MRH2| S R S R S| S R S R R S R | S R
MRH3 | S R R R S| S R R R R S R | S R
MRH4 | R R R R R | S S R R R S S S R
MRH5 | | R R R S| S R R R R S S S R
MRH6| S R R R S| S R R R R S R | S I
MRH7| S R I R S| S R S R S S S S R
MRH8 | R R S R R | S S R R R S R | S R
MRHY9 | R R R R S| S R R R R S | S R
MRH10| R R R R R I R R R R R R | S R
MRH11| S R S R R| S R R R R S S S R
MRH12| S R R R S| S R R R S S S S R
MRH13| R R R R R | S R R R I R R | S I
MRH14| R R R R R | S R R R R S R | S I
MRH15| R R R R S| S S R R S S S S R
MRH16| R R R R R | S R R R S S S S I
MRH17| R R R R R1| S R R R I S S S I
MRH18| S R R R R | S R R R R S R | S R
MRH19| R R R R R1| S R R R I S S S I
MRH20| S R R R S| S R R R S S S S I
MRH21| S R R R R1| S R R R R S R | S I
MRH22| R R R R R|R| R R R R R | S I

* Antibiyotik kisaltmalar: kisaltmalar boéliimiindedir

S: Duyarh, R: Direngli, I : Orta duyarh (CLSI 2011)




Tablo 4-2 E.coli suslarmin E-Test MiK sonuclar1

22

IMP MEM ETP
MRH1 2 4 32
MRH2 4 2 0,50
MRH3 3 1,5 32
MRH4 1.5 0,38 0,75
MRH5 0,75 0,25 8
MRH6 3 1,5 32
MRH7 0,19 0,016 0,032
MRH8 0,125 0,032 0,047
MRH9 0,125 0,016 0,19
MRH10 0,38 0,25 2
MRH11 0,25 0,023 0,75
MRH12 0,25 0,016 0,25
MRH13 0,19 0,19 4
MRH14 0,75 0,125 0,75
MRH15 0,19 0,032 0,25
MRH16 0,19 0,19 2
MRH17 0,125 0,064 0,25
MRH18 4 2 1
MRH19 0,125 0,064 0,25
MRH20 0,50 0,50 8
MRH21 2 0,25 2
MRH22 0,25 0,50 4

E-Test yontemi ile 22 E.coli susunun imipenem igin MIK90 degeri 3 mg/L,

meropenem igin MIK90 degeri

2 mg/L, ertapenem i¢in MIK90 degeri 32 mg/L

bulunmustur. Disk difiizyonda direngli bulunan fakat MIiK ¢alismalarinda duyarli sonug

veren li¢ izolat (MRH 7, MRH 8, MRH 9) diren¢ yapilarin1 kaybettigi ya da belirgin

olarak gosteremedigi yonilinde yorumlanmistir.
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Tablo 4-3 Karbapenem direnci saptanan E.coli izolatlarinda saptanan karbapenem
direnciyle iliskili beta-laktamaz genleri

Koken Beta Laktamaz
LabNo | Kéken | Kodu blaNDM blaOXA-48 blaIMP blavIiM blakPC CTXM-15
1 |E.coli| MRH1 [Saptanmadi| POZITIF |Saptanmadi|Saptanmadi |Saptanmadi| POZITIF
2 |E.coli| MRH2 |Saptanmadi| POZITIF |Saptanmad | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
3 |E.coli| MRH3 |Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF POZITIF
4 | E.coli| MRH4 |Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
5 | E.coli| MRH5 |Saptanmadi | Saptanmad | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
6 |E.coli| MRH6 |Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF POZITIF
7 E. coli| MRH7 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
8 E. coli| MRH8 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
9 E. coli| MRH9 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
10 | E. coli | MRH10 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
11 |E. coli|MRH11 |Saptanmadi| POZITIF |Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi
12 | E. coli | MRH12 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
13 | E. coli | MRH13 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
14 | E. coli| MRH14 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
15 | E. coli | MRH15 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
16 |E. coli| MRH16 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
17 |E. coli | MRH17 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
18 | E. coli| MRH18 [ Saptanmadi| POZITIF |Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
19 [ E. coli | MRH19 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF
20 | E. coli | MRH20 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi
21 |E.coli [MRH21 |Saptanmadi| POZITIF |Saptanmadi|Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi
22 | E. coli [ MRH22 | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi | Saptanmadi| POZITIF

Bu sonuglarla olgularin besinde OXA-48 belirlenmis ve bunun karbapenem

direnci ile iliskili oldugu diisiiniilmiistiir (PCR sonrasi jel elektroforez sonuglari, Sekil

4-1 bla-OXA48, Sekil 4-2 bla-KPC ve Sekil 4-3 bla-CTXM sonucu). Ayni hastaya ait

iki kan kiiltiiriinde iireyen E.coli izolatlarinda ise KPC-2 enzimi saptanmustir (Sekil 4-4

bla-KPC gen bankasi analiz sonucu). Bu enzim iilkemizde ilk kez tanimlanmistir.
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Toplam 19 izolatta (iicii OXA-48 ile birlikte, ikisi KPC-2 ile birlikte olmak tizere)

CTX-M geni (Sekil 4-5 bla-CTXM gen bankasi analiz sonucu) varligi saptanmistir.

Sekil 4-1 Dbla-OXA 48 PCR jel elektroforez sonuclari

Sekil 4-2 bla-KPC PCR jel elektroforez sonuglar: (3 ve 6. hat pozitif, 11. hat 100 baz ¢itlik
boyut belirteci)

Sekil 4-3 bla-CTXM PCR jel elektroforez sonugclar: (1-10 pozitif 11. 11. hat 100 baz ¢itlik
boyut belirteci)
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& Klebsiella prieumonizas strein MF11- 1360 class & carbapenemase blakiPC-2 (blaKPC-2) 9ene, partial cds
Klebsiella prieumoniae strain MF10-7525 class & carbapenemase blakPC- 2 (blak PC-2) gene, partial cds
Klebsiella prenmoniae strein MF114 551 class & carbapenemase blak PC- 2 (blak PC- 2) gene, parfial cds
@ Klebsiella preumoniag strein MF10967 S class A carbapenemase blak PC- 2 (blak PC- 21 gene, partisl cds
Citrobacter freundii strein M995& inserfion sequence | SKpns, partial sequence; trensposon TRE01- like, complete sequ...
@ Eschetichia coli shain Mos24 inzertion sequende 15 Kpns, parfial sequence; fansposen TRE - like, complete sequence;,
3 Enferobacter cloacae strain 111801 5Apu1ASApu2 composite transposon, pardial sequence; frensposon Trso-like, o
Citrobacter freundii strain 9169 15ApuASApZ composite and TnE0 - like, parfial sequence; bete lactfemase class & c.
4 Klebsiella. oxytoce. plasmid pFP 10- 1 replication profein gene, partial cds; hwofhehca] Dmfeln ip K PO45_08), antirestric
@ Klebsiella preumaniag strein p 395 LMT plasmid pSLMT, complete sequence
@ Klebsiella preumonize strein KPO4 S plasmid pEPO4E, comDIete sequence
@ Klebsiella prieumoniae strain H2001 class A carbapenemase blak PC- 2 gene, complete cds
9 Klebsiella. preumoniag strein 9 plasmid 9, complete sequence
& Klebsiella. preumoniag strein 15 plasmid 155, complete sequence
o Klebsiella preumaniae strain AZS006 Kpc2 gens, complete cds
I salmonella enterica subsp. enterica serovar Cubana ransfer plasmid pST4707 putetive transposase qeng, parfial ods; p.
i Pseudomonas aeriginosa strein Fac404 plasmid pCO LY, partial sequence
Klebsiella prieumoniag strein KMES 3 plasmid p BCE 33, partial sequence
W Klebsiella preumanize stain YC plasmid pHYC, parfial saquence
Klebsiella oxyrtoca plasmid- encoded putadive 151-like ATP-binding protein gene, parial cds; and KPC- 2 gene, complete,
9 4 Elebsiella prieumoniae carbepeniem hpdraluging befe lactemase KPC- 1 gene, com.
L] g profecbacteriag 2 leaves
3 Klebsiella. preumoniaz strein KPN2303 plasmid pEC- Wilma putedive transposition helper protein gene, parial cds; and .
@ Serradia marcescens carbepenem hwdrolvzing bete lactumase (blak PC- 2) gene, complete cds
@ Citrobacter freundii plasmid carbapenem- hpdralyzing befe lactumase KPC-2 (blak PC-2) gene, complete cds
2 Klebsiella preumoniae plasmid pyet putative trensposase and class & carbapenemase (blak PC-2) genes, complete ods
5 Esthetichia coli strain 2138 plasmid pufedive frensposifion helper protein, class 4 carbapenemase KPC- 2, and putadive
Enterabia ter cloacie shein 7506 plasmid putetive trenspasition helper protein, class & carbapenemase KPC-2 (blakP.
@ Klebsiella preumania: carbapenemase [KPC-2) gene, complete ods
Straint
Klebsiella prenmoniae strein zjimoo2 class & carbapenemase blakPo-2-like protfe...

| 0.000F |

s

Sekil 4-4 bla KPC gen bankasi analiz sonucu, DNA dizi analizi sonrasi enzim bla KPC-2
ile %100 ortiismiistiir.
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@ NCBI Blast:Nucleotide Sequence {164 letters)

File Wiew  History  Bookmarks  Window  Help
| ||+ |8 http:fiblast.nchi nirm.nib,gov Blast . cgi#
| FREE E-B0.. gspot.com  Blast Welcome - Fritzing HIvdh: Geno... Algorithm  QligoCalc: . Calculakor Publicatio.. be

= Alignments

] Salect All izet selected sequences  Distance tree of results

gb | JOE86201.1 Escherichia coli strain 1030 beta-lactamase CTxM-15 gene, complete
cd=s

Length=1190

Score = 303 bits (led), Expect = Ze-79
Identities = 1647164 (100%), Gaps = 07164 (0%)
Ftrand=Flus/Plus

Query 1 ATCTGACGCTGGGTALLGCAT TGO GACAGCCAACGELCGLAGCTGETFACATGFATGE 60
FELLEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e et e el
Jhjct 695 ATCTGACGCTGGGTARAGCATTGGGCGACAGCCALAC GEGCGCAGCTGETRACATGRATGE 754

Query 61  AAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGRACTGCCTGCTICCTGGGTTGTGE 120
PEEEEEEErrrer e re e e e et e re e et el
Fbjct 755 AAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGFACTGCCTGCTICCTGGGTTGTGE G614

Query 121 GGGATALLACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCALACGATATC 164

FELEEEEEEE e e e e e e e e el
Fhict 815 GGGATAMAACCGGCAGCGGTGGLCTATGGCACCACCAACGATATC &53

Igh | JOE86200.1 Escherichia coli strain L11 beta-lactamase CTXM-15 gene, complete
cds

Length=1190

Score = 303 bits (led), Expect = Ze-79
Identities = 164/1laed (100%), Gaps = 07lad (0%)
3trand=Plus/Flus

Query 1 ATCTGACGCTGGGTALLGCAT TGO GACAGCCARCGELCGLAGCTGETFACAT AT 60

FELLEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e et e el
Jhjct 695 ATCTGACGCTGGGTARAGCATTGGGCGACAGCCALAC GEGCGCAGCTGETRACATGRATGE 754

Query 6l AAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGEACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGE 120

FECELEEEEE e e e e e e e e et e e e e e e e e e e el
Fbjct 755 AAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGFACTGCCTGCTICCTGGGTTGTGE G614

Query 121 GGGATALAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCALACGATATC lad

FELETEEEEE e e e e e e e e e e et
Fhjct 815 GGGATAMAACCGGCAGCGGTGGLCTATGGCACCACCAACGATATC 853

Sekil 4-5 bla-CTXM DNA dizi analiz sonrasi gen bankasi analiz sonucu, dizi CTXM-15

ile ortiismiistiir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Son vyillarda enterik Gram negatif mikroorganizmalar arasinda giderek artan
antimikrobiyal diren¢ nedeniyle tedavide sorun yasanmaktadir. Ozellikle E.coli ve
Klebsiella suslarinda GSBL aktivitesinin arttigt gozlenmektedir. Bu durum klinikte
tedavi segeneklerini kisitlamakta, mortalite ve morbiditeye neden olmakta, hastanede
yatis siiresini ve maliyeti artirmaktadir(43, 44). Ozellikle Hindistan gibi altyapi
sorunlar1 yasayan gelismemis bazi iilkelerde hastaneye yatan hastalarin gogunda GSBL

hatta karbapenemaz varligi nemli bir soruna isaret etmektedir (44).

Enzimatik diren¢ i¢inde Onemli bir fenotip gosteren GSBL’ler
Enterobacteriaceae ailesinin tyeleri arasinda Ozellikle E.coli ve K.pneumoniae
tirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica bu dirence sahip bakterilerde tedavi
secenekleri de son derece kisithidir (45). Bu enzim ailesi degisik antibiyotik direng
genlerini iceren biiylik plazmidler araciligiyla tagindiklar i¢in ¢oklu dirence neden olur
ve bu direng suslar arasinda kolayca yayilabilir. Bu direng olusturan enzimler klinik
olarak da dnemli enzimlerdir; zira varliklarinin gosterilmesi tedavide kisithiga yol acar
(45,46). Bu nedenle hastanelerde GSBL salgilayan bakterilerin sikliginin diizenli olarak
izlenmesi ve yayiliminin 6nlenmesi gerekmektedir. E.coli ve Klebsiella spp. suslarinda
GSBL iiretimi diinyanin degisik bolgelerinde farkli siklikta ortaya ¢ikmaktadir. Gerek
tilkemizde gerekse yurt disinda GSBL oranlarida goriilen farkliliklar, bakterilerdeki
enzim tiretim sikliginin belli sartlarla degisiyor olmasiyla ilgilidir. Ayrica, enzim
tiretimindeki artisin  GSBL  antibiyotik kullanimiyla yakin iligki ve beta-laktam
direncindeki artigla paralel oldugu bilinmektedir. GSBL tespitine ydnelik olarak
iilkemizde degisik merkezlerde yapilan calismalarda farkli oranlar elde edilmistir

(47,48).

CLSI 2010 yili ortalarinda, farmakokinetik/farmakodinamik parametreleri
dikkate alarak ve rutin uygulama dozlarimi belirterek karbapenemlerin duyarlilik
kriterlerinde degisiklige gitmistir. Bu haliyle tiim karbapenemlerin, disk difiizyon i¢in
23 mm altindaki tim zon Ol¢lim degerleri orta duyarli/direngli olarak tanimlamistir.
Ozellikle orta duyarli olarak tamimlanan smirlarda 20-22 mm karbapenem tedavisinin
etkinligi yoniinden net bir veri olmadig: belirtilmektedir. Ayrica karbapenem direncinin
arastirtlmasinda ertapenem diskinin en ideal ajan oldugu belirtilmektedir (34). Biz de

calismamizda karbapenem direnci kriteri olarak ertapenem diskine azalmis duyarlilig
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anlamli bulgu olarak kabul ettik. Ayrica karbapenemaz arastirilmasi ve mekanizmasinin
tanimlanmasi konusunda bir¢ok fenotipik yontem denenmis olsa da her yonden faydali

bir yontem tanimlanmamistir(49).

Antibiyotik duyarlilik kriterlerinde yapilan bu degisikligin etkilerini arastiran bir
calismada ertapeneme direngli Enterobacter cloacae orami eski kriterlere gore %2,6
iken yeni kriterlere gore %7,2 oranina ¢ikmistir. Bu sonuglarla yeni kriterler
kullanildik¢a karbapenem direnci raporlarinin artacagi ve farkli grup antibiyotiklere

yonelimin artacag diisiiniilmektedir(50).

Lartigue ve ark. (51) Bir hastanin peritonit drneginde iirettikleri karbapeneme
direngli E.coli izolatin1 ayrintili olarak incelemislerdir. Bu ¢alismada direncin CTX-M
yapisinda bir GSBL ve Omp C kaybu ile birlikte olustugunu saptamiglardir. Tek basina

CTX-M enzimi karbapenemlerin MiK seviyelerini yiikseltmemistir.

E.coli izolatlarinda karbapenem direnci genelde plazmidik olarak kazanilan
sefalosporinazlar ve antibiyotiklerin hiicre icine girisini engelleyen dis membran
degisimleri ile birlikte gelismektedir. Oteo ve ark. (52) Yaptiklari c¢alismada
karbapenem tedavisi sirasinda karbapenem direnci kazanan iki E.coli izolatini
degerlendirmislerdir. Bu izolatlardan hig¢ birinde metallo-beta laktamaz saptanmamustir.
Bir izolatta CMY-2 digerinde ise yeni bir GSBL (CTX-M-67) varligi saptanmustir.
Fakat asil direngten Omp C ve Omp F dis membran proteinlerinin kaybinin sorumlu

oldugu belirlenmistir.

Avrupa’da 13 iilkeden toplanan karin i¢i infeksiyon etkeni olan 3160 E.coli
izolat1 incelenmis ve bu etkenler arasinda ertapenem duyarliligi %99,3 bulunurken
GSBL (+) izolatlar arasinda ise oran %96.8 bulunmustur. Toplam alt1 izolat ileri
inceleme ile degerlendirilmistir. Metallo-betalaktamaz (VIM; NDM; KPC) hi¢ birinde
saptanamamis bir izolatta CTX-M-14 ve iki izolatta OXA-48 saptanmistir(53). Bizim
calismamizda ise toplam 19 izolatta CTX-M, bu izolatlarin iigiinde ayrica OXA-48 ve
ikisinde ayrica KPC-2 geni saptanmistir. iki izolatta ise sadece OXA-48 belirlenirken

bir izolatta arastirilan beta-laktamazlarin hi¢ biri saptanmamustir.

Son yillarda o6zellikle NDM-1 beta-laktamazin hizla yayilmasi ve yarattig
salginlar karbapenemazlara yeniden ilgi ¢ekmis ve ¢ok dnemli bir saglik sorunu olarak
yeniden giindeme gelmesine neden olmustur(54). Calismamizda hicbir etkende NDM-1

saptanmamistir.
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Calismamizda en ¢ok saptanan beta-laktamaz CTX-M-15 olmustur. Bu enzim
iilkemizde, 6zellikle hastanelerimizde en sik rastlanan beta-laktamazlardan birisi olsa da
tek basimna karbapenem direncine neden olamayacag bildirilmistir (55). Yapilan bir
calismada enterik bakterilerde CTX-M-15 enzimi yayilimi ve OmpK 36 dis membran
proteini mutasyonunun karbapenem direncinin hizla yayiliminda sorumlu olduklari
belirtilmistir(56). CTX-M pozitifligi saptanan izolatlarin karbapenem direnci konusunda

bizim calisma verileri yeterli yoruma izin vermemektedir.

OXA-48 tilkemizde oncelikle Klebsiella pneumoniae izolatlarinda karbapenem
direncinin en 6nemli nedeni olarak tanimlanmistir(57-59). Ayrica daha sonralar1 diger
enterik bakterilerde de bu enzimin karbapenem direncinden sorumlu oldugu
belirlenmistir(60). Hatta Avrupa’da bu direng yapisinin Tiirkiye kaynakli olarak
yayildigi da ortaya atilmistir(61). Bizim c¢alismada karbapenem direngli E.coli
izolatlarmin besinde OXA-48 saptanmustir. Ozellikle ii¢ olguda CTX-M-15 ile birlikte
bulunmasi ilging bir bulgudur. Hollanda’da saptanan bir salginda OXA-48 pozitif
Klebsiella pneumoniae izolatlar1 daha 6nce baska avrupa iilkelerinde saptanan OXA-48
pozitif izolatlartyla ayni bulunmustur. Bu klonun ayni zamanda CTX-M-15 geni de

tasidig1 saptanmistir(62).

VIM,IMP gibi metallo beta-laktamazlar belirli cografyalarda o6zellikle
nonfermentatif bakterilerde yaygin bulunmuslar ve iilkemizde Pseudomonas aeruginosa
ve Acinetobacter izolatlarinda saptanmistir(63,64). Yunanistan’da 6zellikle son yillarda
enterik bakterilerde giderek artan, bircok farkli enterik bakteride belirlenen metallo-
beta laktamazlar dikkati ¢ekmistir(65,66). Hatta bu bakterilerin olusturdugu salginlar
ciddi boyutlara ulasmistir(67). Ulkemizde bu enzimlerin enterik bakterilerde varlig
bilinse de genelde ¢ok yaygin goriinmemektedir(68). Biz ¢alismamizda hi¢ VIM, IMP
tarzi metallo-betalaktamaz saptamadik. Yunanistan deneyimi gz oniine alindiginda bu

enzimlerin iilkemizde de hizla yayilabilecegi g6z dniinde bulundurulmalidir.

KPC enzimi 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri’nde en 6nemli karbapenem
direnc geni olarak dikkati ¢cekmektedir. Bu genin hizla plazmidik yayilimi kaygilar1 da
arttirmakta, son yillarda Avrupa’da yayilimi dikkati ¢ekmekte ve Avrupa’da KPC-2
basglica direng geni olarak dikkat ¢ekmektedir(63). Direncin iilkelerde yerlesimi,
yayilimi gesitli farkliliklar gostermektedir. Ulkemizde simdiye kadar saptanmayan bu
direng formu ilk kez bizim ¢alismamizda belirlenmistir. Bundan sonra bu gene bagh

hizla direng artiglar1 beklenebilir.
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Bu c¢alismanm &nemli kisitliliklar1 bulunmaktadir. Oncelikle olgularin klinik
yonlerinin izlenememesi bu direncin yarattigi klinik sorunu vurgulamak konusunda
faydal1 olabilirdi. Fakat tezin icerigi ve tasarimi bu sekilde yapilmadigi i¢in bunu ayri

bir konu olarak planladik.

Saptanan izolatlarda dis membran proteinlerinin arastirilmasi alt yapi, maddi
imkanlarin yetersizligi nedeniyle yapilamamistir. Ayrica tiim karbapenemazlar1 (GES,
IBC,...) arastirmak teknik ve maddi kisitlamalar nedeniyle ¢alismaya dahil
edilememistir. Bu bakterilerin klonal iligkisinin arastirilmas1 da ne yazik ki ¢alisma

kapsaminda tamamlanamamistir. Bu konuda bir ¢alisma planlanmaistir.

Sonug olarak hastanemizde infeksiyon etkeni olan E.coli izolatlarinda ertapenem
direnci bir sorun olarak saptanmistir. Su an diisiik oranlarda bulunuyor olsa bile direng
genlerinin hizla yayilabilme olasiligi endise vericidir. Bizim g¢alismamizda E.coli
izolatlarinda ertapenem direnci saptanan olgularin ¢ogunda CTX-M tipi beta-laktamaz
varligi saptanmistir. Bu enzim ile karbapenem direncine neden olan diger
mekanizmalarin arastirilmasi faydali olacaktir. Ayrica OXA-48 geninin bir grup
ertapenem direngli E.coli izolatinda sorumlu oldugu goézlenmistir. VIM, IMP, NDM
karbapenemaz genleri saptanmamistir. Cok 6nemli bir bulgu olarak iilkemizde ilk kez
KPC-2 kaynakli bir karbapenem direnci tanimlanmistir. Bu bulgular 1s18inda iilkemizde
hastanelerde E.coli izolatlarinda ertapenem direncinin taranmasi ve bu direnci erkenden
tanimlayacak testlerin gelistirilmesi, bu etkenlerle infeksiyon kontrolii konusunda

calismalarin hizla baglatilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.
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