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OZET

ABULAILA, A. (2018). Gram negatif comaklarda karbapenamazlarin molekiiler
yontemlerle arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Tibbi
Mikrobiyoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar  Kelimeler: Enterobacteriaceae, Karbapenemaz enzimleri, NDM-
1/0XA-48/ KPC, Real-time PCR, Yogun bakim Uniteleri.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 20992

Bu ¢alismada, 23 Ocak -23 Temmuz 2017 tarihleri arasinda, hastanemizin
yogun bakim servislerinde yatan hastalarin rektal veya diski ornekleri incelenerek,
karbapenemlere direncli Enterobacteriaceae ailesindeki tirlerle kolonizasyonu agarda
tarama yontemiyle arastirilmistir. Karbapenem grubu antibiyotiklerin MIiK degerleri
buyyonda diliisyon yoOntemiyle belirlenmistir. Karbapenemazlarin varligr fenotipik
testler ve molekiiler yontemlerle arastirilmigtir. Karbapenem direncine neden olan ve
en yaygin olarak saptanan genler (OXA-48, IMP, VIM, KPC ve NDM) Kklasik PCR ve
Real time PCR yontemiyle arastirilmistir. Ayrica OXA-48, NDM, KPC pozitif bulunan
toplam dokuz izolata DNA dizi analizi uygulanmistir. Calisma doénemi boyunca,
toplam 765 rektal siiriintii veya diski 6rnegi taranmis ve 98 sus izole edilmistir. 98
izolatin  91’i Klebsiella pneumoniae, Ucu Klebsiella oxytoca, Ugl Enterobacter
cloacae ve bir tanesi Escherichia coli olarak tanimlanmistir. Fenotipik testlerden; KIM,
MHT, ve BCT testleri karbapenemaz tireten izolatlar1 sirasiyla %100, %98 ve %90.8
oraninda dogru olarak tespit etmis, ancak enzim tipleri bu testlerle 6zgiil olarak
belirlenememistir. K. pneumoniae suslarinin =~ 49°unda blaoxa-4s, 34’tinde  blaoxa-
sg/blanpm-1, yedisinde blanpm-1 ve birinde blakec geni, K.
oxytocasuslarimnin ikisinde blaoxa-4s ve birinde blanom-1, E.
cloacae suslarmin ikisinde blaoxa-4s,  birinde  blanom-1ve E.  coli susunda blaoxa-
sg/blanpm-1 geni saptanmistir. Real time PCR sonuglari, klasik PCR sonuglart aym
oranda saptanmakla birlikte bu testle NDM-1/VIM ayirimi yapilamamistir. Bu
caligmada hastanemiz yogun bakim iinitelerinde CRE kolonizasyonu yiiksek oranda

saptanmis ve OXA-48 ve NDM-1 enzimleri bu direngten sorumlu en yaygin enzim
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tipleri olarak belirlenmis, OXA-48 ve NDM tipi karbapenemaz enzimlerini Ureten sus

sayisinda 6nemli bir artig oldugu gézlenmistir.
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In this research, we examined stool samples or rectal swaps from patients in
intensive-care units (ICUs) of our hospital for carbapenemase resistant
Enterobacteriaceae (CRE) from 23 Jan 2017 to 23 Jul 2017. Screening for CRE
achieved by agar screening test. MIC values were detected by broth microdilution test.
Phenotypic tests and molecular methods were used to detect carbapenemases. Common
carbapenem resistance genes (KPC, NDM, VIM, OXA-48 and IMP-1) were tested by
classic PCR and by Real-time PCR. In addition, DNA sequence analyzes were
performed for nine isolates positive for KPC, NDM, and OXA-48 gens. During the
study period, a total 765 stool samples or rectal swaps were screened and 98 strains
were isolated. Ninety-one of 98 were Klebsiella pneumoniae, three Klebsiella oxytoca,
three Enterobacter cloacae and one Escherichia coli. By phenotypic tests, CIM, MHT
and BCT correctly identified carbapenemase producers with sensitivity of 100%, 98%
and 90.8% respectively; however, these tests cannot identify types of carbapenemase
enzymes specifically. K. pneumoniae positive isolates were distributed as the
followings; 49 blaoxa-4s, 34 both blaoxa-sge and blanpwm-1, seven blanpm-1 and one blakec.
K. oxytoca; two blaoxa-4s, one blanpm-1. E.cloacae; two blaoxa-ss, one blanpm-1. E. coli
one isolate with both blaoxa-4s and blanpm-1. Real-time PCR kit results were the same as
classic PCR, however, kit does not distinguish between NDM-1/VIM. In this study,
CRE colonization was detected at high rates in our hospital ICUs and OXA-48 and
NDM-1 enzymes were found to be the most common enzyme types responsible for this
resistance. A significant increase in the number of strains producing both OXA-48 and
NDM-type carbapenemase enzymes was observed also.



1. GIRIS VE AMAC

Karbapenemaz ureten ve dolayisiyla ¢ogul direngli Gram negatif basiller,
dinyada giderek artan bir oranda sorun haline gelmektedir. Ilk baslarda sorun biiyiik
6lglde, herhangi bir antimikrobiyal ajana karsi direng gelistirme yatkinligina sahip
patojenler olan P. aeruginosa ve A. baumannii ile sinirliydi. Bu patojenlerle gelisen
enfeksiyonlar, c¢ogunlukla karbapenem kullanimimin yogun oldugu ve hastalarda
bagisiklik sisteminin bozuldugu yogun bakim iinitesi gibi nozokomiyal ortamlarla
simirhiydi.  Ancak son yillarda, Enterobacteriaceae ailesinde bulunan tirlerde

karbapenemaz iireten sus sayilarinda da belirgin bir artis meydana gelmistir [1].

Sorun, tedavide kullanilabilecek antibiyotiklerin eksikligi nedeniyle giderek artis
gostermektedir. Yakin gecmiste, dikkatler daha c¢ok penisiline direngli Streptococcus
pneumoniae, metisiline direncli Staphylococcus aureus ve glikopeptide direngli
Enterokoklar gibi Gram pozitif patojenlerde antimikrobiyal direng Uzerine
yogunlagsmistir. Bu durum, daptomisin, linezolid, telavansin, seftarolin ve kinupristin
dalfopristin gibi yeni antimikrobiyaller ile sonuglanan ila¢ gelistirme siirecinin
hizlanmasina neden olmustur. Coklu ilaca direng gosteren Gram negatif basillere
yonelik antibiyotik gelistirme c¢alismalari ise daha yavas ve daha az verimli olmustur.
Tigesiklin tedavide kullanilmak tizere gelistirilmis ancak, kisa bir siire sonra tigesikline
direngli izolatlar da bildirilmistir [2]. Klinisyenler ¢cok az sayida kanit esliginde veya
herhangi bir kanit olmadan genellikle fosfomisin ve polimiksinler gibi eski

antimikrobiyalleri igeren birlesik tedavilere bagvurmak zorunda kalmislardir [3].

Gram negatif bakterilerde beta laktamaz iiretimine bagli olarak antimikrobiyal
direncin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi ciddi bir sorundur. Geniglemis spektrumlu beta
laktamaz Ureten Gram negatif bakterilerin tedavisinde karbapenem grubu antibiyotikler
siklikla kullanilmaktadir. Ancak karbapenemlerin de yaygin kullanilmasinin sonucu
olarak dunyada Enterobacteriaceae ailesinde bulunan tiirler arasinda karbapenem grubu
antibiyotikler de dahil olmak iizere ¢oklu ila¢ direncine sahip izolatlarin sayisinda artig
gOzlenmektedir [4]. Coklu ilag¢ direncine olan Gram negatif bakerilerin neden oldugu
hastane enfeksiyonlar1 son yillarda kiiresel onemli bir sorun haline gelmistir. Bu
bakterilerle gelisen enfeksiyonlar hasta morbidite ve mortalitesini arttirmakta, hastanede
yatis siliresini uzatarak tedavi maliyetlerinin ylikselmesine neden olmaktadir.

Karbapenemlere direngli suglarla gelisen Dbakteriyemilerde mortalite orani



karbapenemlere duyarli suslarin neden oldugu bakteriyemiden iki kat daha fazla oldugu

cesitli caligmalarda gosterilmistir [5].

Enterobacteriaceae ailesinde diinyada en yaygin olarak saptanan karbapenemaz
enzimleri; Ambler smifi A'da bulunan KPC, smif B'de bulunan metallo -laktamazlar;
cogunlukla VIM, NDM ve IMP ve D smifinda bulunan OXA-48 enzimleridir [6].
Ulkemizde en yaygi olarak saptanan enzim ise OXA-48 karbapenemazdir, ancak son
zamanlarda NDM tipi karbapenemaz enzimi giderek artan oranlarda bildirilmektedir.
Diger enzimler (KPC, IMP, VIM) sporadik olarak bildirilmektedir [7]. KPC, OXA-48
ve MBL genleri plazmit, integron ve transpozonlar gibi hareketli elementler Gzerinde
bulunduklarindan ve kolayca bakteriler arasinda yayilabilme o6zelliklerinden dolayzi,

hastane salginlari agisindan miimkiin olan en kisa siirede tanimlanmalar1 6nemlidir [8].

Bu ¢alismada hastanemizin yogun bakim servislerinde yatan hastalarin rektal
sirintd veya diski ornekleri agarda tarama yontemi ile incelenerek, hastalarin
karbapenemlere direncgli Enterobacteriaceae (yesi suslarla kolonizyon oranlari, CRE
tespiti durumunda karbapenemaz enzim tipleri fenotipik ve genotipik yodntemler

kullanilarak belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Patojenler

Enterobacteriaceae ailesinde bulunan tirler, Gram-negatif ¢omak seklinde,
sporsuz ve fakultatif anaerop bakterilerdir. Enterobacteriaceae, ailesinde bulunan
cinsler ve tirler; oksidaz negatif, sckerleri fermente etme, katalaz iiretme ve nitrati
nitrite indirgeme yetenekleri ve bazi tiirlerin hareketli olmasi ile diger Gram negatif

bakterilerden ayrilirlar.
2.1.1. Habitat

Enterobacteriaceae familyasinin birgok iiyesi insanlarin ve hayvanlarin bagirsak
mikroflorasinin ortak tyesidir. Bagirsak, Escherichia coli'nin birincil rezervuaridir.
Neredeyse tiim insanlarin ve hayvanlarin diskilarmmda bulunur ve insanlarin
bagirsagindan en ¢ok izole edilen fakultatif anaerop bakteridir. E. coli ¢evrede daha az
siklikta rastlanir, suda ve besin kaynaklarinda bulunmalar ise genellikle fekal
kontaminasyona isaret etmektedir. Nispeten Klebsiella pneumoniae daha fazla her yerde
bulunmakla birlikte saglikli bireylerin diski 6rnekleri yani sira su ve topraktaki cevresel
rezervuarlarda siklikla bulunur [9]. Hastanede yatan hastalarda anlamli derecede yiiksek
tasiyic1 oranlar1 ile birlikte diskida tespit edilme oranlari Gzellikle hastanede yatis

sliresine ve antibiyotik kullanimina bagli olarak degisir (%5-38) [10], [11].
2.1.2. Konakg¢i-mikroorganizma etkilesimi ve hastaliklarla iliskisi

Enfeksiyona neden olma yetenegi genel olarak patojene 6zgii, konak¢iya 6zgi
ve bazen de cihaza 6zgu faktorlerle ilgilidir. Konakg1r bagisikligi veya mukozal
bariyerlerin risk tagimasi durumunda E. coli ve K. pneumoniae suslari firsatgi
enfeksiyonlara neden olabilirler. Enterobakterilerde patojene 6zgu virulans faktorlerini,
adezyon, pili ve fimbrialara sahip olmasi, hiicre sitoskeleton hasarmin artis1 gibi gesitli
etkilere sahip toksinler de dahil olmak {izere salgi sistemleri, bircok bakteri enziminin
aktivitesi icin gerekli olan demir edinimini (ko-enzimatik) artiran sideroforlar, ve
genellikle kapsiil olusumunda yer alan antifagositik Ozellikler olusturmaktadir. Dig
membran lipopolisakkaridlerin (LPS) kompozisyonundaki farkliliklar da viriilansi
etkileyen 6zelliklerdir [10, 11].



2.1.3. Escherichia coli.

Insanlarda, biyolojik olarak énemli olan E. coli suslari, saglikli bireylerde idrar
yolu enfeksiyonlari, sepsis ve menenjit de dahil olmak iizere bagirsak ve ekstra bagirsak
(ExPEC) hastaligina neden olabilecek kommensal ve patojenik suslar1 olusturmaktadir.
Intestinal patojenik suslar kommensal suslardan farklidir ve nadiren kalin bagirsagin
florasinda goriiliirler, saglikli bireylerde yeterli dozda yutulduklarinda diizenli olarak
hastalik olusturduklar1 yapilan ¢calismalarda gosterilmistir. Buna karsilik EXPEC suslari,
saglikli bireylerin yaklasik beste birinde bagirsagin stabil kolonizasyonunu saglama
yetenegine sahiplerdir. E. coli genomu, ortak ¢ekirdek genomik materyalini temsil eden
DNA'nin %50'sinden az orani ile son derece ¢ok yonliidiir. Patojenezite adalar1 (PAl'lar)
ad1 verilen bolgeler, E. coli' nin kromozomal DNA'sindaki bu 11 varyasyonun ¢ogunun
sebebi olup ¢esitli viriilans belirleyicileriyle iliskili biiyiikk DNA bolgeleri (10-200 kb)
olustururlar. Patojenik E. coli soylari, viriilans belirleyicilerini kodlayan kommensal
suslarla karsilastirildiginda fazladan mobil genetik elementler (transpozonlar,
plazmidler, bakteriyofajlar) de tasiyabilirler. Idrar yolu enfeksiyonlari ile iliskili suslar
genellikle P tiirii fimbrianin adezyonu, alfa-hemolizin invazyonu ve aerobaktin
sideroforlarca demirin uzaklastirilmas1 ile iligkilidir, buna karsin bagirsak

hastaliklarinda ¢esitli entero ve verotoksin tiretimi dnemli rol oynamaktadir [10], [12].
2.1.4. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae idrar yolu enfeksiyonlari, zatlirre ve sepsise neden olan firsatgi
enfeksiyonlar ile siklikla iligkili olan, Enterobacteriaceae ailesinin hareket 6zelligi
olmayan bir Gyesidir. Birgok Ulkede, K. pneumoniae, nazokomiyal sepsis nedenleri
arasinda E. coli' den sonra ikinci sirada yer alir. Ayrica K.pneumoniae' nin nazokomiyal
salginlari, hastanede yatan hastalarda, 6zellikle de yeni dogan iinitelerinde hizli yayilim
kabiliyetleri nedeniyle yaygin olarak goriilmektedir. Cevreden kaynaklanan K.
pneumoniae suslari, klinik suslar ile aynmi viriilans faktor setini igerirler, bagirsaklari
kolonize etme yetenekleri bakimindan esitlerdir ve dolayisiyla bagisiklik yetersizligi
olan konakgiya siirekli bir tehdit olustururlar. Bununla birlikte, Kklinik izolatlarda
tanimlanan en yaygin K-serotiplerden biri olan K2, nadiren ¢evresel izolatlardan alinir.
Yine de gevresel K. pneumoniae'nin hastaliga nasil katkida bulundugu tam olarak
anlasilamamustir. . Bununla birlikte, ¢evreden kaynaklanan K. pneumoniae suslarinin

nozokomiyal yayilimi, bildirilen c¢esitli vakalarda da belirtilmistir. Bagirsak



kolonizasyonu genellikle K. pneumoniae enfeksiyonundan Once meydana gelir. K.
pneumoniae suslarimin patojenezitesi genel olarak, fimbrial tip 1 veya 3'lUn
adezyonlarini olusturan viriilans faktorlerine, belirgin kapsiil ve LPS tabakasi tarafindan

kullanilan antifogastik 6zelliklere baglidir [9, 10].

2.1.5. Klebsiella oxytoca

K. pneumoniae gibi K. oxytoca da ¢esitli nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olabilir. Triptofandan indol iiretme kabiliyeti bakimindan K. pneumoniae'den ayrilir.
Ayn1 zamanda birden fazla antibiyotige karsi direngli de olabilir. K. oxytocanin
antibiyotik kullanimi ile iligkili hemorajik kolitlere neden olabilecegine dair kanitlar

bulunmaktadir [10].

2.1.6. Enterobacter cloacae

E. cloacae tlrune ait bakteriler laktozu fermente eder, hareketlilerdir ve mukoid
koloniler olustururlar. Enfeksiyonlar genellikle hastanede yatan hastalarin endojen
bagirsak florasindan kaynaklanirlar, ancak hastadan hastaya yayilarak salginlar
olusturabilirler. Enfeksiyonlar 6zellikle antimikrobiyal tedavi alan hastalarda ve yogun
bakim {initelerindeki hastalarda yaygindir. Enterobakter spp., zatirre, idrar yolu
enfeksiyonlari, yara ve yanik enfeksiyonlari, intravaskiiler ve diger protez cihazlarmin
enfeksiyonlar1 ve menenjit gibi ¢ok ¢esitli nazokomiyal enfeksiyonlara neden olurlar. E.
cloacae ve E. aerogenes' in neden oldugu enfeksiyonlar arasinda ayirt edici dzelliklerin
bulunmadigir goriilmektedir. E. sakazakii en ¢ok yeni doganlarda bakteriyemi ve
menenjite neden olur ve siit tozu mamasimin tiiketimi ile iliskilidir. E. cloacae ‘nin
potansiyel viriilans ©zellikleri, serum direnci ve fagositoz direnci ve aerobaktin
tiretimine katkida bulunan, doku Kkiiltlirii hiicrelerine yapisan ve muhtemelen tip 1
fimbrianin ekspresyonunun sonucu olan mannoz duyarli hemagliitinasyon sergileyen

kapsllerini icermektedir [10].
2.2. p-laktam antibiyotikler

1928 yilinda sihirli bir ila¢ olarak nitelendirilen penisilinin Alexander Fleming
tarafindan bulunmasi, ardindan, Oxford'daki Sir William Dunn Patoloji Okulu'nda
Florey ve digerleri tarafindan saflagtirllmasi ve en sonunda kurumsal Kuzey
Amerika'daki seri iiretim yontemlerinde elde edilen basar1 ile birlikte bulasici

hastaliklarin gelecegi kalici sekilde degisime ugramistir [13]. Penisilinin ne kadar



onemli oldugu, bu sihirli ilacin iltihapli yaralar1 tedavi edebildigi ve boylece
milyonlarca hayat1 kurtarabildigi Ikinci Diinya Savasi sirasinda ortaya ¢ikmustir. Ilk
sefalosporin Giuseppe Brotzu tarafindan 1945 yilinda kesfedilmis olup bu kesif
yiizlerce degisik sefalosporin gelisimine yeni bir zemin hazirlamistir [14]. Sekil 1, B-

laktamlar1 ve B-laktamaz kesfinin zaman araligini1 gostermektedir.
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Sekil 1. B-laktam antibiyotikler ve B-laktamaz enzimlerinin tarihgesi [15].

Ik defa 1940 yilinda, penisilinin B-laktam halkasini hidrolize edebilen bir enzim
kesfedilmisti ve bu B-laktamazlar olarak bilinen bir grup enzimin ilk Oyesiydi [16].
Baslangicta, B-laktamazlar temelde stafilokoklar [17] ve Bacillus spp. [18] iginde
bulunan penisilinazlardan olusuyordu, ancak 1970'lerin sonunda, ampisilin de dahil
olmak iizere daha genis spektrumlu B-laktamlar1 hidrolize edebilme yetenegine sahip f3-
laktamazlar yayilmaya baglamistir. TEM-1, SHV-1 ve OXA-1 gibi plazmit kaynakli p-
laktamazlar Enterobacteriaceae ailesinde bulunan bir¢ok izolatta saptandi [19]. Bu
nedenle, yeni -laktamazlara kars1 daha dayanikli olan yeni antibiyotiklerin bulunmasi
gerekiyordu, yeni B-laktamazlara karsi dayaniklilbik ilk kez sefuroksim tarafindan
gosterilmistir [20]. Ardindan, sefuroksim, sefotaksim [21] ve seftazidim [22] gibi 3.
kusak sefalosporinler Gram-negatif basillere kars1 daha da giiglii bir etkinlik ile birlikte

ilag sirketleri tarafindan piyasaya sunulmustur.

Bununla birlikte, bu genisletilmis spektrumlu sefalosporinlerin yaygin olarak
kullanilmast nedeniyle, ayni tiirden bir genisletilmis spektrumlu p-laktamaz

olusumunun ortaya ¢ikisina katkida bulunmustur. Bunlarin ¢ogu, yukarida bahsedilen



TEM, SHV ve OXA plasmidinden kaynaklanan B-laktamazlarin nokta mutasyonlarinin
sonucu ortaya cikmistir. Diger taraftan, birgok Gram-negatif basili de genisletilmis
spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilen 6ziinde kromozomal sefalosporinaz
(AmpC) Uretme kabiliyetine sahiptir. Bu enzimler genellikle indiuklenmeden
tiretilmemesine karsin, Enterobacter cloacae ve Citrobacter freundii gibi bazi tiirlerde
duzenleyici genlerinde mutasyonlar meydana gelebilir ve bu da enzimlerin buylk
miktarlarda asir1 iiretimine neden olur. Sefalosporinaz Uretiminden sorumlu genler
plazmitler gibi mobil elementler Gzerinde bulunurlar. Bu genler enterik bakterilerde

tiirler iginde ve tiirler arasinda yayilim gostermislerdir.

2.3. Karbapenem grubu antibiyotikler

Karbapenemler, ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan Gram-negatif
bakterilerin (GNB) tedavisinin en son alternatif olarak kullanilan giiglii genis
spektrumlu B-laktam antibiyotiklerdir [23]. 2000'li yillardan 6nce karbapenem-direncli
bakteriler, ¢ogunlukla Pseudomonas aeruginosa ve daha az oranda Acinetobacter
baumannii olmak tiizere yalnizca birkag klinik izolatta bulunurdu. Karbapenem grubu
antibiyotiklere direng, karbapenemaz enzimleri Uretimi disinda, yiiksek seviyede [-
laktamaz ekspresyonu ile birlikte dis membranin gegirgenliginde azalma ve/veya aktif

pompa sistemlerinin agir1 ekspresyonuna bagl olarak gelismektedir [21].

2.3.1. Karbapenemlerin bulunmasi

1976 yilinda, B-laktamaz inhibitorlerine duyulan ihtiyag, bilim insanlarini, dogal
olarak Gram-pozitif Streptomyces clavuligerus tarafindan {iretilen olivanik asitleri
kesfetmeye yonlendirmistir. Kimyasal stabilitelerinin olmamasi ve bakteri hicresine
zayif niifuz etmesi nedeniyle olivanik asitler daha fazla iretilmemistir.[24], [25]. Kisa
stire sonra iki adet daha kuvvetli B-laktamaz inhibitérii bulunmustur, (i) S.
clavuligerus’dan elde edilen klavulanik asit ilk beta laktamaz inhibitéridir. Bununla
beraber (ii) Streptomyces cattleya tarafindan {iretilen tienamisin ilk karbapenem
antibiyotiktir. (bilesik 3).

Karbapenemler diger -laktamlardan farklidir, tipik dort tiyeli B-laktam halkasindaki 1-
pozisyondaki karbonun yerine silfiir eklenerek yeni bir bes iiyeli B-laktam yapisi

olusturulmustur [26].



Karbapenemleri penisilinler ve sefalosporinler'den daha dayanikli hale getiren
neden ise B-halkasina bagh fakat bir cis konfigiirasyonundaki asil amino yan zincir de
iceren Penisilinler ve sefalosporinlerin  aksine C-6 pozisyonunda bir trans
konfiglrasyonunda hidroksietil yan zinciri icermeleridir. Clnku tienamisin kimyasal

olarak ¢ok fazla stabil degildir ve terapétik bir ilag olarak gelistirilemez [10].
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Sekil 2. Olivanik asit, klavulanik asit ve tienamisinin kimyasal yapilar1 [12].

2.3.2. Karbapenemlerin etki mekanizmasi

Bir B-laktam siifi olarak, karbapenemlerin porinler olarak da bilinen dis
membran proteinlerinden gecmesi gerekmektedir. Gegis igin OmpC veya OmpF
membran proteinlerini kullanan sefalosporinler ve penisilinlerin aksine, karbapenemler,
Gram-negatif bakterilerin dis membran bariyerini OprD dis membran proteinlerini
kullanarak gecerler [10]. Periplazmik boslukta olduklarinda, karbapenemler PBP'leri
"kalict olarak" asillestirirler. PBPler, bakterilerin hiicre duvarinda peptidoglikanin
olusumunu  katalizleyen  enzimlerdir  (transglikolazlar, transpeptidazlar ve
karboksipeptidazlar). Karbapenemler peptidin capraz baglanmasimi ve diger peptidaz
reaksiyonlarini inhibe edebilir. Karbapenemlerin diger -laktamlara gore etkinliklerinin
kilit unsuru ¢oklu farkli PBP'lere baglanma kabiliyetleridir. Ciinkii hiicre duvari
olusumu, igerisinde olusumun ve otolizin ayni anda meydana geldigi dinamik "¢
boyutlu bir siirectir. PBP'ler inhibe edildiginde, otoliz devam eder ve peptidoglikanin

zayiflamasina neden olur ve hiicre ise ozmotik basinca bagl olarak patlar [23].



Bu benzersiz dig membran gecirgenlik 6zelligi ve P-laktamaza karsi yiiksek
stabilite, karbapenemlerin genis antibakteriyel spektrumu ve karbapenemler ile 3-laktam
antibiyotik smifinin diger {iiyeleri arasindaki c¢apraz direncin nispeten eksikligini
aciklamaktadir [10]. Dolayisiyla karbapenemler Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus rettgeri, Serratia marcescens,
Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa ve Bacteroides fragiles
de dahil olmak Ulzere en yaygin penisilaz ve sefalosporinazlar (Ambler sinif A ve C

enzimleri) Ureten bakterilere kars1 etkindirler [10].

N
# H

7

L

COOH

Imipenem
MK=0787

Sekil 3. Imipenemin kimyasal yapis1 [12].

2.3.3. Imipenem

Imipenem (N-formimidoil-tienamisin veya MK-0787) 1980 yilinda ilk kez
klinik olarak kullanilan karbapenemdir. N-formimidoil grubun 2 pozisyonuna eklenmesi
yoluyla tienamisinden iiretilmistir. Imipenemin ilk 20 yilda 26 milyondan fazla hastay1
tedavi ettigi disiiniilmektedir. Ciddi enfeksiyonlarda uygun antibiyotikle baslangic
tedavisinin secilmesi son derece énemlidir. Imipenem memeli renal dehidropeptidaz I
(DHP-I) tarafindan hizla pargalanir, bu yiizden enzimin bir inhibitoru olan silastatin ile
kombine edilmistir. Silastatin imipenem'in bozulmasini (DHP-I) 6nlemek ve bobrekleri
imipenemin yiiksek dozlarinin potansiyel toksik etkilerinden korumak i¢in kullanilir.

Imipenem ve silastatin kombinasyonunun oran1 1:1'dir [27].
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2.3.3.1. Imipenem'in etki mekanizmasi

Imipenem, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin penisilin-baglayici
proteinlerine (PBP) yiiksek afinite ile baglayarak bakteriyel hiicre duvar sentezini inhibe
eder. Ornegin, Escherichia coli'de, imipenem PBPS-1A, PBPS-1B ve PBPS-2'nin
transpeptidaz aktivitelerini inhibe eder ve ayn1 zamanda PBPS-4 ve PBPS-5'in D-alanin
karboksipeptidaz aktivitelerini inhibe eder. Ayrica, PBP-1A'nin transglikozilaz
aktivitesinin gii¢lii inhibisyonuna da neden olur, ancak diisiik afiniteli PBP-3'e
baglandig1 icin PBP-3'lin transpeptidaz aktivitesine karsi zayif aktiviteye sahiptir ve
septum olusumunu inhibe etmez [28]. PBP-1 ve PBP-3'e uygun olarak baglanan diger

karbapenemleri de igeren diger higbir B-laktama benzememektedir.

2.3.3.2. Imipenemin klinik kullanin

Imipenem aerop ve anaerop Gram pozitif ve Gram-negatif koklar ve basilleri
iceren cok genis etki spektrumuna sahiptir. Imipenem, Mycoplasma, Chlamydia,
Legionella, Stenotrophomonas, Burkholderia, Clostridium difficile ve metisiline direncli

Staphylococcus aureus (MRSA) kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaz [27].

NH

\<

N
OH

o=
U =

COOH

Panipenem
RS-533

CS-533

Sekil 4. Panipenemin kimyasal yapisi [12].
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2.3.4. Panipenem
Panipenem 1993 yilinda Sankyo tarafindan uygulanmustir. Imipenem gibi bir

dehidropeptidaz inhibitoriduir, bu durumda betamipron ile birlikte uygulanmasi gerekir

[29]. Mevcut karbapenemlere kiyasla herhangi bir avantaj sunmadigi igin yalnizca

Japonya, Cin ve Giiney Kore'de onaylanmistir.

>——9
T .
=

: i

COOH

Meropenem
SM7338

Sekil 5. Meropenem kimyasal yapis1 [12].

2.3.5. Meropenem
Meropenem kimyasal olarak imipenem'den daha stabildir, DHP-1'e stabil

olmasindan dolay1 tek basina kullanilir. Antibakteriyel etki agisindan meropenem
enterik bakterilere karsi genellikle imipenem'den iki ile dort kat daha guglidar [30].
Meropenem, menenjit enfeksiyonunda kullanimi onaylanan tek karbapenemdir, ¢lnk

meninkslere miikemmel bir sekilde niifuz eder [31].

2.3.5.1. Meropenem'in etki mekanizmasi
Meropenem, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa'ya serbestce

niifuz eder, ancak dis membran porin proteini olan OprD igermeyen P.aeruginosa
suglarina karst daha fazla etkiye sahiptir ki bu da OprD disindaki porinleri hilicrenin

i¢ine girmesi igin kullanabilecegini diisiindiirmektedir [32]. Imipenem gibi meropenem
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de PBP'lere ydnelik yiiksek afiniteye sahiptir. Ornegin E.coli'de meropenem igin birincil
PBP'ler PBP2 ancak P.aeruginosa ‘da birincil PBP'ler ise PBP3’tiir [33].

2.3.5.2. Meropenem’in klinik kullanim

Meropenem, imipeneminkine ¢ok benzer bir antibakteriyel etki spektrumuna
sahiptir ancak stafilokoklara ve enterokoklara karsi daha az etkilidir. P.aeruginosa,
Enterobacteriaceae ailesinde bulunan tirlere ve Haemophilus influenza'ye karsi daha
aktiftir. Tim yaygmn insan patojenleri ile ilgili olarak, sadece metisilen-direncli

Staphylococci ve Enterococcus faecium meropeneme esit diizeyde direnclidir [33].

OH

Ertapenem
ME-0826
[~749345
DBO0303

LS-187017
L5-187767

Sekil 6. Ertapenemin kimyasal yapisi [12].

2.3.6. Ertapenem

Ertapenem kimyasal olarak imipenem'den daha stabildir, DHP-1'e stabil
olmasindan dolayr tek ajan olarak uygulanir. Ertapenem, insan plazmasinda diger
karbapenemlerin arasinda en uzun eliminasyon yarilanma Omriine sahiptir [14]. Bu
avantaj, giinde iki doz olarak kullanilan diger karbapenemlerin aksine, giinde bir doz

olarak kullanilmasini saglar.

2.3.6.1. Ertapenem'in etki mekanizmasi

Meropenem gibi ertapenem de Escherichia coli'nin PBP-2 ve ardindan PBP-3'e
en giiclii sekilde baglanir ve PBP-1a ve -1b'ye karsi iyi derecede afiniteye sahiptir.
Imipenem ilk olarak PBP-2 ve ardindan -la ve -1b'ye baglanirken, PBP-3 igin zayif
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afiniteye sahiptir. Bu nedenle, ertapenem ve meropenem, E. coli‘deki birincil PBP
hedeflerini imipenem'den daha fazla doymus hale getirmek icin daha diisiik
konsantrasyonlara ihtiyag¢ duymaktadir ve bu, neden daha diisiik MiK'lere sahip
olduklarini agiklamaktadir [34].

2.3.6.2. Ertapenem'in klinik kullanimm
Ertapenem, Enterobacteriaceae, Gram-pozitif turler ve anaeroplara Kkarsi
imipenem ve meropenemde oldugu gibi genis etki spektrumuna sahiptir. Ertapenem, P.

aeruginosa ve Acinetobacter spp'ye karsi etkili degildir [34].

COOH

Doripenem
S-4661
D-03895

Sekil 7. Doripenemin kimyasal yapis1 [12].

2.3.7. Doripenem
2007 yilinda, ABD Gida ve Ilag Kurumu (FDA) komplike karin i¢i enfeksiyon

ve komplike tiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in doripenemi onaylamistir [35].

2.3.7.1. Doripenem'in etki mekanizmasi

Genel olarak, doripenem PBP baglanma profilleri meropeneminkine oldukca benzerdir.
E. coli'de doripenem, PBP2’ye, P.aeruginosa'da ise PBP2 ve PBP3 icin yiuksek
afiniteye sahiptir [36].
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N\
| N
N~/
H
Biapenem
L627
LJC-10627
AIDS010844
CL-186815

Sekil 8. Biapenemin kimyasal yapist [12].
2.3.8. Biapenem
Biapenem (1B-metil-karbapenem), B-laktamaz Ureten tirler dahil olmak Uzere
birgok Gram-negatif ve Gram-pozitif aerobik ve anaerobik bakterilere karsi genis
spektrumlu antibakteriyel etkiye sahiptir [37]. Biapenem, insan renal dihidropeptidaz-I
(DHP-1) ile hidrolize igin imipenem'den daha stabildir ve etki mekanizmasi ve klinik

kullanim agisindan meropenem ile benzerdir [38].

2.4. Penemler
Faropenem ve ritipenem, karbapenler degil penemlerdir ancak p-laktam
halkasinda karbon yerine kukirt icermeleri haricinde karbapenemlere benzer

yapidadirlar. Oral yoldan uygulanabilirler [39].
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Extvacellular Space

;
NPT DOBPD@®
.

Outer Membrane

Periplasm

MexA-B, OprM

Sekil 9. Gram negatif bakteri dis membran yapisi, KPC-2 karbapenemaz, PBP3, OprD
ve MexA-MexB-OprM efluks sistemi [12].

2.5. Karbapenemlere diren¢ mekanizmasi

Karbapenemlere direncin gelismesinde dort mekanizna sorumlu tutulmaktadir.
Bunlar; i-Karbapenemleri ve diger B-laktamlari hidrolize eden bir p-laktamazin
uretilmesi, ii-Gram-negatif bakteri dis membranindaki OprD'nin azalmasi veya
yoklugundan dolay1 ve genellikle bir B-laktamaz iiretimi ile birlikte dis membran
gecirgenliginin azalmasi. (iii) Gram-negatif bakterilerdeki dis membrandan aktif pompa
sistemleri ile antibiyotign disar1 atilmasi ve iv- degistirilmis veya diisiik affiniteli bir
PBP hedefi uretilmesidir [40]-[42]. Gram-pozitif kok ve Gram-negatif ¢omaklarda
karbapenemlere karsi direng arasindaki ana farklilik, Gram-pozitif kokarda amino asit
dizilislerinde ya substitusyon ya da edinme yoluyla yeni bir karbapeneme direngli
PBP'nin tiretilmesi seklinde tipik olarak PBP'lerin degistirilmesinin bir sonucu olmasidir
[43]-[45]. Gram-negatif comaklarda ise B-laktamaz ekspresyonu, atim pompalari, porin

kayb1 ve PBP'deki degisikliklerin tamami karbapenem direnci ile iliskilidir [42-44].

2.5.1. Atim pompalari
P. aeruginosa'da bulunan ¢oklu antibiyotik atim pompa sistemi (MexA-MexB-
OprM) (Sekil 2.5.4), imipenem disinda doripenem, ertapenem ve meropenem

pompalama yetenegine sahiptir. MexB, MexA tarafindan dig membran proteini OprM
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ile bagh bir sitoplazmik membran akist pompa proteinidir. Bu pompa sistemi ile
doripenem, ertapenem, meropenem, penisilinler, sefalosporinler ve fluorokinolonlar
hiicreden disar1 atilabilir. Bu disa atim sisteminin asir1 ekspresyonundan dolay:r hedef
PBP'leri etkisizlestirmek icin gerekenden daha diisiikk seviyeye diismesi nedeniyle,
imipenem disinda doripenem, ertapenem ve meropenem icin MIK degerleri yiikselir

[43], [45, 46].

2.5.2. Porinlerin ekspresyonunu ve/veya islevini degistiren mutasyonlar

Mutasyon nedeniyle olusan OprD'min diisiik tretimi veya yoklugu, P.
aeruginosa, Enterobacter spp. ve B-laktamaz ekspresyonu veya diga atim pompasi ile
iligkili olan Gram-negatif bakterilerdeki karbapenemlere kars1 direncin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir [47, 48]. Bu mekanizma ile imipeneme direngli suslarin, diger
karbapenemler i¢in de diisiik aktiviteye sahip oldugu kabul edilir, ancak doripenem ve
meropenemin minimum inhibisyon konsantrasyonlart duyarlilik sinirlari iginde olabilir,
bu da OprD'nin tum karbapenemler igin 6zel bir giris yolu olmadigini ortaya
koymaktadir [53].

2.5.3. PBP'lerin ekspresyonunu ve/veya islevini degistiren mutasyonlar

Gram-pozitif koklarda karbapenem direncinin ana mekanizmasidir. Diisiik
affiniteli bir PBP veya PBP'lerin iiretimi B-laktam direncine aracilik eder. Penisiline
direncli pnémokoklarda karbapenem direncini ve viridans grubu streptokok, metisiline
direncli stafilokok ve ampisiline direngli (B-laktamaz Uretmeyen) enterokoklar: ve
Ozellikle Enterococcus faecium'u agiklar [49]. Gram-negatif comaklarda, degistirilmis
PBP ekspresyonu P. aeruginosa'da dirence katkida bulunur [49], [50].

2.5.4. B-laktamazlarn iiretimi
R-laktamazlarin iretimi 6nemli bir B-laktam antibiyotik diren¢ mekanizmasidir.
B-laktamazlar, B-laktam antibiyotiklerin hidrolize edilmesi ve ilacin PBP hedefine

ulagsmasini 6nleme yetenegine sahip periplazmik enzimlerdir.

2.5.4.1. B-laktamazlarin siniflandiriimasi
R-laktamazlar, enzimin hidrolizi ve inhibisyon profiline dayanan islevsel diizen
[44] veya molekiiler yapiya dayali yapisal diizen olmak iizere iki sistemle

simiflandirilabilir. 1980 yilinda, Ambler -laktamazlarin1 molekiiler yapilarina gore A,
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B, C ve D siiflar1 olmak iizere dort gruba ayirmistir [54]. B Siifi enzimler, inaktif -
laktamlar1 i¢in Zn?* kullanirken diger A, C ve D siniflar1 B-laktam bagini hidrolize
etmek icin nikleofil olarak bir serin kullanir. Ambler siniflandirmasi, mantigi ve

basitligi nedeniyle islevsel siniflamayi biiyilik oranda gegersiz kilmistir.

A smift B-laktamazlari, klavulanik asit gibi -laktamaz inhibitorleri tarafindan
inhibe edilen penisilazlar ve/veya sefalosporinazlar olabilirler. Metalo-B-laktamazlar
(MBL) olarak da bilinen B smifi B-laktamazlar karbapenemazlardir [55] cunki
MBL'nin metal-kenetleyiciler tarafindan inhibe edilebilecegi aktif bolgede ¢inko
iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. C sinifi f-laktamazlar, kloksasilin tarafindan inhibe edilen
sefalosporinazlardir. D smifi veya oksasilinaz (OXA) p-laktamazlar, oksasilini
penisilin‘den daha yulksek bir oranda hidrolize edebilme 6zelligi ile karakterizedir. D

sinifl veya oksasilazaz, spesifik bir inhibitor icermez.

Grup 1 (C smifi) sefalosporinazlar, Genis spektrumlu, inhibitore direngli ve
genislemis spektrumlu B-laktamazlara serin karbapenemazlari igeren (A ve D sinif1)
grup  2; grup 3 metalo-p-laktamazlar dahil olmak f{izere p-laktamazlarin
siniflandirmasina yonelik gilincellenmis {i¢ grup iceren yeni bir biiyiik gruplama sistemi

de vardir [25].

KPC (1-10) Enterobacteriaceae spp
P. aeruginosa
SME S. marcescens , not plasmid
Associated.
NMC-A, IMI Enterobacter spp. A
GES P. aeruginosa and
Enterobacteriaceae spp

IMI, VIM, Pseudomonas spp.
NDM-1 Acinetobacter spp.
Enterobacteriaceae spp.

A. baumannii, P. aeruginosa,
and Enterobacteriaceae spp

Sekil 10. Karbapenemaz tiirleri. [56]
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2.5.4.2. Karbapenemazlar
Karbapenemazlar, karbapenemleri hidrolize etme yetenegine sahip ozel B-
laktamazlardir. Ambler simnifi A, B ve D'ye aitlerdir. Karbapenemler ya dogal olarak

kromozomal Uretilir ya da sonradan kazanilirlar.

2.5.4.3. Kromozomal karbapenemazlar

Fluoribacter (6nceden Legionella) gormanii [48] tarafindan diretilen FEZ
enzimi, Elizabethkingae meningosepticum [49] tarafindan GOB ve BlaB ve
Stenotrophomonas  maltophilia [50] tarafindan L1 enzimleri kromozomal
karbagenemazlardir. Stenotrophomonas maltophilia ve Elizabethkingae
meningosepticum, diisiik patojenite gosterirler ancak intrensek olarak multidrag
direngten dolay1 tedavisi zor olan gercek enfeksiyonlara nadiren neden olabilirler.
Karbapenemaz geni kromozom {iizerinde bulundugundan dolay1 epidemiyolojik olarak
bir tehdit olusturmazlar. Bireysel hasta acisindan ciddi bir durum olmasina ragmen bu

kromozomal karbapenemazlar sinirli bir kiiresel tehdit olusturmaktadir.

2.5.4.4. Kazamlmis karbapenemazlar

1994 yilinda, ilk plazmit kaynakli karbapenemaz Japonya'da tanimlanmustir.
Serratia marcescens'de IMP-1 adli bir B sinifi enzim bulunmus ve daha sonrasinda P.
aeruginosa arasinda yayginlastigi tespit edilmistir [57]. Daha sonraki plazmit kaynakli
B smifinda bulunan enzimler ise 1997 yilinda Kuzey italya Verona kentinde P.

aeruginosa'da tanimlanan VIM tiirii enzimlerdir [58].

A smifi enzimler ile ilgili olarak, ilk plazmitle iliskili karbapenemaz aslinda IMP
ve VIM'den 6nce bulunmustur; 1982 yilinda Londra'daki [53] S. marcescens'den izole
edilen SME-1 ve 1984 yilinda Kaliforniya'daki bir hastanede izole edilen iki E.
cloacae'den izole edilen IMI-1’dir [59]. Her ikisi de imipenem'in yaygin olarak
tiretilmesinden 6nce bulunmustur. Ancak 1996 yilinda, yeni bir plazmit iliskili A sinifi
karbapenemaz, Kuzey Carolina, ABD'de Klebsiella pneumoniae'den izole edilmistir. Bu
enzim ilk basta KPC-1 olarak adlandirilmig ancak su an KPC-2 olarak degistirilmistir
[60].

Karbapenem hidrolize edici bir oksasilinazin ilk tanimlamasi1 1993 yilinda
Acinetobacter baumannii‘'de [56], OXA-48 ilk olarak 2003 yilinda K. pneumoniae'de
tanimlanmustir [57, 58].
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Sekil 11. KPC, NDM ve OXA-48 tipi karbapenemazlarin diinya {izerinde dagilimi [58].

2.5.4.4.1. A Simifi karbapenemazlar

Yukarida belirtildigi gibi, baz1 A sinifi karbapenemazlar kromozom tarafindan
kodlanmis enzimler NmcA, Sme, IMI-1 ve SFC-1 enzimleridir. Ancak daha fazla klinik
ve epidemiyolojik 6nemi olan karbapenemazlar KPC, IMI-2 ve GES enzimleri ve
tirevleridir. Bunlarin hepsi, klavulanik asit ile inhibe olurlar [61]. Bu grup iginde KPC
enzimi klinik ve epidemiyolojik olarak en &nemli enzimdir. ABD'de KPC'nin
bulunmasindan kisa bir siire sonra, KPC fireten bakteriler diinya capmna dagilim
gostermis, ABD ile birlikte diger iilkelerde, ozellikle Porto Riko, Kolombiya,
Yunanistan, Israil ve Cin'de bircok iilkede saptanmistir [58, 59]. Ayrica Avrupa ve
Guney Amerika'da da bildirilmistir KPC enzimleri ¢ogunlukla hastane kokenli K.
pneumoniae enfeksiyonlarindan ve daha az siklikla E. coli ve diger enterik bakteri
tiirlerinden izole edilmislerdir. Arastirmalar, blakpec genlerinin transpozon Tn 4401 olan

tek bir genetik element ile iligkili oldugunu gostermistir [64].
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Tablo 1. Enterobacteriaceae’de karbapenemaz Ureten izolatlarda karbapenemler icin
saptanan MIK araliklar1 [64].

MIK (mg/)

Imipenem Meropenem Ertapenem

KPC 0.5->64 1->64 0.5->64
Metallo B-laktamaz 0.5->64 0.25->64  0.5->64
OXA-48 1->64 0.5->64 0.25->64

2.5.4.4.2. B Smifi karbapenemazlar

Bu enzimler ¢ogunlukla Verona integron kodlu metallo-p-laktamaz (VIM), IMP
ve Yeni Delhi metallo- B-laktamazlar -1 (NDM-1) tipindedir. VIM ve IMP'in
Yunanistan, Tayvan ve Japonya'da endemik oldugu bildirilmistir. Bu enzimler
aztreonam hari¢ tiim B-laktamlar1 hidrolize edebilir, klavulanik asitle inhibe olmaz,
ancak EDTA ile inhibe edilirler [61], [65]. Bu grup i¢inde uluslararasi anlamda en ¢ok
ilgiyi NDM-1 enzimi gérmiistiir. Isve¢'te 2008'de Yeni Delhi'de daha dnce hastaneye
yatirilmig Hintli hastada bulunmasindan sonra tiim diinyada hizla yayilmistir. [66] ,
Orta ve Giliney Amerika disindaki tiim kitalarda tespit edilmistir. Bu izolatlarin ¢ogu
Hint alt-kitasiyla dogrudan iliskilidir [66]. Balkan devletleri ve Orta Dogu, bazi

arastirmalara gore NDM-1'in ikincil rezervuarlari gibi davranabilir [66].

EDTA Clavulinic Boronic EDTA EDTA Clavulinic Boronic
acid acid acid acid
Clavulinic
acid
IMP,VIM 8
i  KPC P VM £ B KPC
MNDM KPC ue | NDM
—— — _—

Third generation

cephalosporin Aztreonem Carbapenems

Sekil 12. Karbapenemazlarin substrati, hidrolizi ve karbapenemaz inhibitorleri.
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2.5.4.4.3. D Simifi karbapenemazlar veya oksasilinazlar

D smifi enzimler, oksasilin gibi isoksazolil-tipi B-laktamlar1 etkin sekilde
hidrolize edebilme yeteneklerinden o6tiri oksasilinazlar veya OXA'lar olarak da
adlandirilir [67]. Bu smuf, oksasilinaz, karbapenemaz veya sefalosporinaz igeren
hidroliz profiline gére birgok aileye béliinebilir. Ornegin, 1970'lerin basinda saptanan
OXA-1, oksasilini etkin sekilde hidrolize eden D sinifi enzimin (dar —spektrum) bir alt
tirind temsil eder [68]. 250'den fazla D smifi B-laktamaz tespit edilmistir, bunlarin
birkag tanesi karbapenemazdir. Uyeleri OXA-24/40, OXA-48 ve OXA-23 iceren D
sinifi B-laktamazlar1 (CHDLs) hidrolize eden karbapenem olarak da adlandirilirlar [67].
Cogu (CHDL'ler) genellikle Acinetobacter spp.'den (Ornegin, OXA-23, OXA-40,
OXA-58, OXA-143) [70], [71] izole edilirken, OXA-48 tipi enzimler neredeyse sadece
Enterobacteriaceae'de tanimlanir [72]. Bugiine kadar sadece A. baumannii'‘de OXA-48'i
bildiren iki ¢alisma vardir ve P. Aeruginosa ile yapilan higbir ¢aligma bulunmamaktadir
[69].

2.5.4.4.3.1. OXA-48 tipi karbapenemazlar

CHDL'ler klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi klinik kullanimda
bulunan B-laktamaz inhibitorii tarafindan inhibe edilmezler [70]. Bunlarin disinda,
boronik asit turevleri (BA), dipikolinik asit (DPA) ve etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) tarafindan da inhibe edilmezler. OXA-48 penisilinleri etkili bir sekilde hidroliz
eder ancak karbapenemleri zayif olarak hidrolize eder, karbapenemleri zayif olarak
hidrolize ettigi i¢in tespiti zorlasir, gozden kacabilirler ve yayilimlari sessiz bir sekilde
gerceklesir. Ancak enzim kinetik analizi OXA-48'in imipenem ve panipenem igin
meropenem ve ertapenem'den daha biiyiik katalitik etkinlige sahip oldugunu ortaya
koymaktadir [71]. OXA-48 benzeri enzimlerin hizla yayginlasmasinin bir diger dnemli
nedeni ise kodlayici genlerinin (blaoxa-ss tipi genler) her zaman plazmitten kaynaklanip,

bir bakteriden digerine kolaylikla gegmesine izin vermesidir [72].
2.5.4.4.3.2. OXA-48 turleri

Birgok farklit OXA-48 benzeri beta-laktamazlar diinya ¢apinda tanimlanmstir .
Bilinen OXA-48 varyantlar;; OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-204, OXA-
232, OXA-244 ve OXA-245, OXA-247, OXA-370’tir [73]. Bu varyantlar OXA-
48'den bir ile bes amino asit degisikligi ve/veya dort amino asit delesyonu ile farklilik

gosterir ki bu da modifiye B-laktam hidroliz spektrumu ile sonuglanir [74].
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2.5.4.4.3.3. OXA-48 epidemiyolojisi

OXA-48 tipi karbapenemazlarin ilk olarak Istanbul'da tanimlanmasindan beri
OXA-48 tipi enzim iireten Gram negatif bakteriler Tirkiye disinda, Orta Dogu,
Hindistan ve Kuzey Afrika iilkelerinde yayginlasmistir. Bu dlkeler OXA-48
ureticilerinin rezervuarlari olarak diistiniilmektedir [72]. Ayrica Fransa, Almanya,
Ispanya, Hollanda ve Birlesik Krallik'taki iilkelerdeki OXA-48 tipi enzim iireten suslar
giderek artan oranda bildirilmektedir [6]. Benzer karbapenemaz etkinligine sahip OXA-
181 Hindistan, Hollanda, Singapur, Fransa ve Umman Sultanligi'nda tespit edilmistir.
Bu suslarin ¢ogunun kaynagi, Hindistan alt kitasinda izlenmistir [75]. Sekil 5.4.4.6

OXA-48 iireten izolatlarin dagilimini géstermektedir.

The Netherlands Switzerland 1tqly Russia

Slovenia

Belgium L )
UK =2 Jurkey Georgia
N. Ireland ' 7 Lebanon
France Israel
] Jordan
Spain

Egypt
Morocco

Algeria
Tunisia

Libya

@ Single OXA-48-like-producing isolates
® Outbreaks of OXA-48-like-producing isolates
® Nationwide distribution of OXA-48-like-producing isolates

Sekil 13. Avrupa, Hindistan ve Orta Dogu'da OXA-48 benzeri genin dagilimi [75].
2.6. Turkiye'de Gram-negatif bakterilerde kazamlmis karbapenem direnci

OXA-48'in ilk kez 2001 yilinda Turkiye'de hastanemizde bulunmasinin
ardindan, birgok ¢aligma Tirkiye'de OXA-48 enzimini sentezleyen Enterobacteriaceae
ailesine ait suslar (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter freundii ve

Enterobacter cloacae'de) bir¢ok hastanede endemik hale ge¢mistir [76]-[78]. ECDC
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yonergelerine gore, endemik durum veya 5. evre "Bir iilkedeki ¢ogu hastane, art arda
yerel kaynaklardan kabul edilen vakalar ile karsilagsmaktadir" anlamina gelmektedir
[79].

Karbapenemazlarla ilgili ¢ok merkezli olarak gerceklestirilen EuSCAPE
projesinde, karbapenemlere direncli olan 155 izolatin %14’i E. coli ve 86’s1 K.
pneumoniae idi. Bu suslarin ¢ogunda molekiiler testlerle tek bir enzim bulunur. Tek
enzim sentezleyenlerin orani; OXA-48: %84.6, NDM: %6.3, VIM: %2.8 ve IMP:%1.4
olarak bildirtilmistir.  Yedi izolatta iki enzimin birlikteligi; OXA-48+NDM:%2.1,
OXA-48+VIM: %2.1, VIM+NDM: %0.7 olarak saptanmustir [80]. Ayrica, tUlkemizde
yapilan ¢esitli ¢alismalarda NDM-1, IMP-1, VIM-5 ve KPC-2 enzimi Ureten CRE
tiirleri ortaya konmustur [7], [81].

Tablo 2’de Tiirkiye'de tanimlanan ¢esitli karbapenemaz tipleri ve kesfedildikleri

tarihler gosterilmektedir.

Tablo 2. Tiirkiye'de tanimlanan ¢esitli karbapenem tiirleri ve kesfedildikleri tarihler.

Gen Izolasyon Yih Kaynak
OXA-48 2001 [82]
IMP-1 2000-2004 [83]
NDM-1 2011 [84]
OXA-48 + NDM-1 2010-2011 [85]
KPC-2 2011 [86]

VIM-5 2011-2013 [87]



24

Bu genler arasinda NDM-1, Tirkiye'nin giineydogusundaki giderek hizla
artmakta olup, cok nadir olarak bildirilen KPC enzimi iireten sus sayisi 2013 yilinda
2b'den 2014-2015'te 0'a diismiistlr. Diger enzim tiplerinde ise EUSCAPE bildirimine
gore artis gozlemektedir [81].

Tablo 3. Karbapenemaz tiiriine gére CRE yayilimimin epidemiyolojik evreleri, EUSCAPE [79].

Epidemiological stage for the spread of CPE by type of carbapenemase

Country KPC OXA48 ViM NDM IMP

2013* 2014-2015" 2013* 2014-2015" 2013*% 2014-2015" 2013* 2014-2015° 2013* 2014-2015°

Spain

Sweden

The former Yugoslav Republic
of Macedonia

Qurkey)

United Kingdom
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Besiyerleri ve Ayiraglar
3.1.1. Mueller-Hinton agar (Biolife)

Mueller-Hinton agar (MHA)’dan 38 gr. alinarak 1000 ml’lik saf su icinde
isitilarak  ¢ozunddraldd (pH 7,3 = 0.1). Otoklavda 121 °C’de 15 dk. tutularak
sterilizasyonu saglandi, daha sonra su banyosu ile sogutulduktan sonra kalinligi 4 mm
olacak sekilde steril (90 mm) petrilere dokildi. Katilasmasi i¢in oda sicakliginda

tutularak, ¢alisma baglayincaya kadar + 4 °C’de buzdolabinda saklandi.
3.1.2. McConkey tarama besiyeri

McConkey agardan (Biolife) 50 gr alinarak 1000 ml’lik saf su iginde 1sitilarak
¢ozinddraldu (pH 7,1-7,3). Otoklavda 121 °C’de 15 dKk. tutularak sterilizasyon saglandi.
Meropenem son konsantrasyon (1mg/L) yapmak icin, 45-50 °C'ye sogutulduktan sonra
0.001 gr meropenem 5 ml distile su igerisinde ¢ozundurultp eklendi. Kalinligr 4 mm
olacak sekilde steril petrilere dokildi. Katilagsmasi igin oda sicakliginda tutuldu,

calisma baslayincaya kadar + 4 °C’de en fazla bir hafta buzdolabinda saklandi.
* Kalite kontrol:
o Escherichia coli ATCC 25922, Negatif kontrol.
o Klebsiella pneumoniae NEQAS Pozitif kontrol.
3.1.3. Ug sekerli besiyeri (Oxoid)

Triple Sugar Iron Agar (Oxoid) 65 gr tartildi ve 1000 ml saf su igerisinde
¢ozuldi (pH 7.4). Otoklavda 121 °C'de 15 dakika steril edildikten sonra steril cam
tiplere dagitildi, yatik olarak katilastirildi. Katilagsmasi igin oda sicakliginda tutuldu,
calisma baslayincaya kadar + 4 °C’de buzdolabinda sakland.

3.1.4. Gliserol-triptik soy broth (Oxoid)

Izolatlarin saklanmasi i¢in %16 gliserol igeren triptik soy broth kullanildi. 30 g
triptik soy broth, 160 ml gliserol, 840 ml saf suda eritildi. Otoklavda 121 °C'de 15
dakika tutuldu, 55 °C'ye kadar su banyosu ile sogutulduktan sonra 1.5 ml’lik ependorf

tiiplerine 1’er ml’lik hacimlerde dagitildi.
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3.1.5. EDTA soltisyonu

0,5 M EDTA soliisyonu hazirlamak i¢in; 18.61 gr. disodyum EDTA.2H20
(Sigma)+ 100 ml distile suda ¢6zildi ve 2 gr NaOH (Sigma) kullanilarak pH 8,0'e

ayarlandi.
3.1.6. Fenilboronik asit (PBA)

PBA soliisyonu hazirlamak i¢in;120 mg PBA (Sigma), 3 ml DMSO’da ¢oziildi

ve bu soliisyona 3 ml’lik steril distile su eklendi.
3.1.7. 1X Tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu

10.77 gr trisbase (Sigma), 5.502 gr borik asit (Sigma), 900 ml distile su ile
karistirilip manyetik karistiricida eritildi. 20 ml 0.5 M EDTA soliisyonundan karistirilip

son hacim 1000 ml olacak sekilde steril distile su ile tamamlanda.
3.1.8. Diger malzemeler
I.  Imipenem monohidrat, 5 mg (Sigma)
Il. Faropenem sodyum hidrat,, 10 mg (Sigma)
I11. Ertapenem sodyum, 10 mg (Sigma)
IV. Temosilin disk (30 pg) (Bioanalyse)
V. Kloksasasilin disk (1 pg) (Bioanalyse)
VI. Ertapenem disk (10 pg) (Oxoid)
VII. Imipenem disk (10 pg) (Oxoid)
VI1I. Meropenem disk (10 pg) (Oxoid)
IX. DNA molekiiler agirlik standardi (dx174 Hae III), 50 pg (Bioron)
X. Taq DNA Polimeraz, 5 U / ul, 500 U (Bioron)
XI.4 dNTPs seti, 4 x 100 mM, 4 x 200 ul (Bioron)

3.1.9. Orneklerin toplanmasi
Calismada 23 Ocak -23 Temmuz 2017 tarihleri arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi

yogun bakim servislerinde yatan hastalarin rektal veya diski ornekleri incelenerek,
karbapenemlere direngli Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin kolonizasyonu

arastinlmistir. Ornekler 5 farkli servisten toplanmistir; Reanimasyon Yogun Bakim
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(RAYB), Acil Cerrahi Yogun Bakim (ACYB),Yeni Dogan Yogun Bakim (YDYB),
Cocuk Yogun Bakim (CYB) ve Kalp Damar Cerrahi (KDYB). Toplanan suslar
Gliserol-Triptik soy buyyona (TSB) alinarak ¢alisma baslayincaya kadar -80 °C’de

saklanmustir.

Calismaya dahil edilen Enterobacteriaceae suslarinin tiir tanimlamasi
konvansiyonel biyokimyasal yontemlerle yapilmistir. Tir tanimlamasi igin Gram
negatif, oksidaz negatif olan koloniler, ii¢ sekerli demirli besiyerine (TSI), Metil
Kirmizisi, Voges Proskauer, Motilite indol Ornitin (MIO), Ure ve Sitrat iceren

besiyerlerine ekimleri yapilarak tiplendirilmistir.

3.2. Antibiyotik duyarhlik testleri

3.2.1. Disk diftizyon yontemi

Bakterilerin in vitro kosullarda antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST rehberine
gore disk diflizyon yontemi uygulanmistir. Karbapenemlere duyarlilik testlerinde
imipenem (10 pg), ertapenem (10 pg), meropenem (10 pg) diskleri kullanilmigtir.
Escherichia coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kontrol susu

olarak kullanilmstir.

Karbapenem direnci icin tarama testi: Tarama testinde meropenem (1 mg/L) ilave
edilmis McConkey besiyeri kullanilarak, meropeneme direngli olan Enterobacteriaceae
ailesine ait bakteriler saf sekilde izole edilmistir. 18-24 saatlik kiiltiir pasajlarindan steril
serum fizyolojik tuzlu su iginde 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu
hazirlanmistir. Bakteri stispansiyonu pamuklu ekiivyon ile Mueller Hinton agar besiyeri
ylzeyine, petriyi tamamen kaplayacak sekilde siiriilmiistiir. 5-6 dakika bekletildikten
sonra antibiyotik diskleri besiyeri yiizeyine yerlestirilmis ve 35-37 °C’de, 18-20 saat
aerop kosullarda etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi antibiyotik disklerinin

zon caplari, EUCAST standartlarina gére degerlendirilmistir [88].

Tablo 4. EUCAST o0nerilerine gore karbapenemaz ureten Enterobacteriaceae icin kinik
siir degerler ve tarama esik degerleri [88].

Carbapenems MIC breakpoint Disk Zone diameter
(mg/L) content breakpoint
(ng) (mm)
S=< R> S> R <
Doripenem 1 2 10 24 21
Ertapenem 0.5 1 10 25 22
Imipenem 2 8 10 22 16
Meropenem 2 8 10 22 16
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3.2.2. Buyyonda dillisyon yontemi

Mikrodillisyon yonteminde MHB kullanilir.

- Test 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplaklarda uygulanir

- Test i¢in mikroplaklarin hazirlanmasinda stok soliisyondan antimikrobiyal ajanlarin
sulandirimlar: yapilabilir.

- Bu sekilde hazirlanan antibiyotik konsantrasyonlari aymi sira ile mikroplaklara
dagitilir.

- Antibiyotik konsantrasyonlari bu sekilde hazirlandig1 gibi iki kat dillisyon ile de
hazirlanabilir; o Mikroplagin tiim kuyucuklarina 0.1 ml MHB konulur. 10 o Baglanmak
istenilen antibiyotik konsantrasyonunun iki kat tist konsantrasyonu hazirlanir, Ornegin;
256 pg/ml’den baslamasi isteniyorsa 512 pg/ml konsantrasyon hazirlanir o ilk
kuyucuga 0.1 ml konulur ve daha sonra iki kat diliisyonlar yapilarak istenilen
konsantrasyonlar hazirlanir (en son 0.1 ml disar1 atilir)

- Her plakta bir sterilite kontrol kuyucugu ve bir de iireme kontrol kuyucugu
bulunmalidir

- Hazirlanan plaklar -60°C’ye kaldirilip calisilincaya kadar saklanabilir. o Ancak

mikroplaklar dondurucudan ¢ikarilip ¢6ziiliip tekrar dondurulmamalidir [89].

3.3. Karbapenem direncinin fenotipik yontemlerle saptanmasi

3.3.1. Kombine disk metodu (KDM) ile metallo-beta-laktamaz (MBL) ve Simf A
karbapenemaz (KPC) aktivitesinin belirlenmesi

Taze kiltur (18-20 saat) pasajlarindan steril serum fizyolojik tuzlu su icinde 0.5
McFarland bulanikliginda bakteri stispansiyonu hazirlanmis ve normal disk diftizyon
prosediriine gére MHA besiyerine yayilmistir. Petri icerisine dort tane meropenem (10
pg) diski besiyeri ylzeyine, arasinda 25 mm mesafe sekilde yerlestirilmistir. Birinci
disk Gzerine 0.1 M EDTA 10 pl (292 pg EDTA), ikinci diske 400 pg fenilboronik asit
(PBA), uclincu diske 292 pg EDTA/400 pg fenilboronik asit birlikte eklenmis,
dordiincii diske herhangi bir inhibitér madde eklenmemistir. Plaklar 35- 37°C’de, 18-20
saat inkiibasyondan sonra inhibitor iceren ve icermeyen disklerin inhibisyon zon ¢aplari
Olgiilmiistiir [90]. Meropenem/EDTA diskinin ve meropenem/EDTA/PBA diskinin
inhibisyon zon c¢api, tek bagina meropenem diskine gére zon ¢ap1 >5 mm olan suslar,
metalo-beta laktamaz pozitif olarak kabul edilmistir. Meropenem/PBA diskinin ve
meropenem/EDTA/PBA diskinin inhibisyon zon ¢api, tek basina meropenem diski zon
capma gore >5 mm olan suslar, KPC pozitif kabul edilmistir. Meropenem/EDTA
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diskinin, Meropenem/PBA diskinin ve meropenem/EDTA/PBA diskinin inhibisyon
zonu tek basima meropenem diski zon ¢apindan >5 mm olan suslar, KPC ve metallo-

beta laktamaz pozitif olarak kabul edilmistir [86-87].
3.3.2. Karbapenem Inaktivasyon Metodu (KiM)

Siipheli bakterilerin taze kiltur (18-20 saat) pasajlarindan steril serum fizyolojik
tuzlu su iginde siispansiyonu hazirlanmis ve icine meropenem diski atilip iki saat
35°C’de inkiibasyona birakilmustir. Iki saatin sonunda siispansiyon i¢indeki disk alinip
ve karbapenem duyarli standart susun 0.5 McFarland bulaniklik standartina gore
hazirlanmis Escherichia coli ATCC 25922 susunun yayildigit MHA agar plagina
konulmustur. Alt1 saatlik inkiibasyon sonrasinda normalde E.coli susunun etrafinda
inhibisyon zonu olusmasi beklenirken, test edilen bakteride karbapenemaz varligi
nedeniyle inaktive olan meropenem diski E. coli susunda inhibisyon zonu
olusturmamasi beklenir.  Bu sebeple inhibisyon zonu olusturamayan bakteriler,

karbapenemaz iireten bakteriler olarak degerlendirilir [92].
Note: Negatif kontrol igin Escherichia coli ATCC 25922 kullanmis.
3.3.3. Modifiye Hodge Testi (MHT)

0.5 McFarland standardina uygun hazirlanan E.coli ATCC 25922
stispansiyonlar1 1/10 oraninda Mueller Hinton buyyonda diliie edilerek Mueller-Hinton
(MHA) agara ekiivyon ile inokile edilir ve plaklar 3-10 dakika kurumaya birakilir.
Ertapenem, meropenem diskleri her biri ayr1 bir plak merkezine yerlestirilir. 10 pl’lik
bir 6ze veya ekiivyon ile 18-24 saatlik kilturlerden iiretilmis olan test edilecek bakteri
alinarak diskin kenarindan digar1 dogru 20-25 mm uzunlugunda diiz bir ¢izgi seklinde
ekilir. Plaklar etlivde 18-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilir. MHA plagina
test bakterisinin gizgisi ile inhibisyon zonunun kesisme noktasindaki iireme artist pozitif
olarak degerlendirilir [93].

Uremede artis: Karbapenemaz Gretimi pozitif
Ureme artis1 yok: Karbapenemaz uretimi negatif
3.3.4. Blue Carba Testi (BCT)

18-24 saatlik bakteri kiiltiiriinden 10 pl hacimde 6ze dolusu koloni alinir.

Imipenem igermeyen 100 pl test soliisyonu (0.04% bromothymolblue+0.1 mg/L ZnSo4)
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ve 100 pl imipenem iceren test soltsyonu (0.04% bromothymolblue+0.1 mg/L
ZnSo4+3 mg /L imipenem) iginde slspanse edilir. 37 °C'de g¢alkalamali etiivde 10
dakika ile 2 saat aras1 calkalayarak inkibe edilir ve 10. dakikadan itibaren, 10 dakikada
bir ikinci saatin sonuna kadar degerlendirilir. SUre sonunda imipenem igeren test

soliisyonunun renginin maviden yesil veya sariya degismesi pozitif test sonucu olarak
kabul edilir [94].

3.3.5. Genotipik testler

Klasik PCR ve Real time PCR yontemleri kullanilmistir. Her iki yontemde de
karbapenem direncinden sorumlu olan en yaygin genler (OXA-48, IMP, VIM, KPC ve
NDM) arastirilmistir [5], [90-91].

3.3.5.1. Direng genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile

incelenmesi

McConkey agarda direngli bulunan ve tir tanimlamasi yapilan
Enterobacteriaceae ailesine ait suslarda OXA-48, KPC, VIM, IMP ve NDM-1 genleri
spesifik primerler kullanilarak arastirilmistir [92-93].

Tablo 5. Klasik PCR yonteminde kullanilan primerler

PRIMER DiZi (5'-3") KAYNAK

NDM-1-F TAAAATACCTTGAGCGGGC [95]

NDM-L-R AAATGGAAACTGGCGACC

VIM-F CGCGGAGATTGARAAGCAAA [99]
CGCAGCACCRGGATAGAARA

VIM-R

IMP-F GAGTGGCTTAATTCTCRATC [95]

IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT

KPC-F TGTTGCTGAAGGAGTTGGGC [95]

KPC-R ACGACGGCATAGTCATTTGC

OXA-48 -LiKE F AACGGGCGAACCAAGCATTTT [99]

OXA-48-LIKE R TGAGCACTTCTTTTGTGATGGCT
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3.3.5.2. DNA ekstraksiyonunun hazirlanmasi

18-24 saatlik kiiltiirde iireyen suslardan 1-2 koloni alinir ve 500 pl distile su
bulunan ependorf tlplerinde suspanse edilir. Hazirlanan tlpler isitma blogunun
icerisinde 95 °C’de 10 dakika bekletilir ve slire sonunda tiipler hizla sogutularak, 13000
rpm de 10 dakika santrifuj edilir ve Gst sivi alinarak, ¢alisma yapilincaya kadar, kalip
DNA olarak — 20 °C’de saklanir.

3.3.5.3. Amplifikasyon igeriginin hazirlanmasi

Toplam 50 pl amplifikasyon karisiminin igerigi;

24 ul distile su + 5 pl 10X PCR buffer + 5 pl MgClz + 10 pl dNTP (dATP, dCTP,
dTTP ve dGTP) + 1,5 pl primer (F ve R) + 1ul Taq DNA polimeraz. Amplifikasyon

icerigine en son olarak 2 pul DNA ekstraksiyonu ilave edilir.
3.3.5.4. Amplifikasyon programi

OXA-48: 94 °C’de 10 dakika; 94 °C’de 60 saniye, 55 °C’de 60 saniye, 72
°C’de 60 saniye toplam 35 siklus; 72 °C’de 7 dakika olarak uygulanir.

NOT: Primerlerin baglanma 1silari, kullanilan primerin igerigine gore modifiye

edilmistir.
3.3.5.5. Amplifikasyon trinlerinin gosterilmesi

Amplifikasyon drunleri 0.5 M Tris-Borik asit-EDTA ile hazirlanmis, %]1°lik
etidyum bromir (10 mg/ml) ilave edilmis agaroz jelde, 100 V’da 60 dakika boyunca
yarataltr. Transiluminatérde UV 1sik altinda DNA molekiiler agirlik standardi (dx174
Hae III) ile karsilagtirilarak degerlendirilir.

3.3.5.6. Real Time PCR

Real time PCR yonteminde asagida belirtilen karbapenem direncinden sorumlu
genlerinin tiirevleri arastirilmistir. Testin uygulanmasi iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda yapilmistir.

Kullanilan bu kit; KPC-1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17;
OXA-48, 162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 247, 370; VIM-1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 9, 10, 11,
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12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38; NDM-1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 tirevlerini saptamaktadir.

3.3.5.7. Dizi Analizi

Dizi analizi toplam dokuz izolata uygulanmistir. Bu izolatlar; K. pneumoniae
blaoxa4s, K. pneumoniae blanpm-1, K. pneumoniae blakec, K. oxytoca blaoxa-ss,
K.oxytoca blanom-1 E. cloacae blaoxa-4s, E. cloacae blanpm-1 ve E. coli hem blaoxa-ag+

blanpm-1 genleri pozitif olarak bulunan suslardir.

Dizi analiz hizmet alimi ile gergeklestirilmis, analizde ABI 3100 Genetik

Analyzer cihazi kullanilmistir.

3.4. istatistiksel analiz
Elde edilen verilerin analizinde istatistik paket programlarindan IBM-SPSS

versiyon 19 kullanildi. Hastalarin materyal ve servisleri tiirii degiskenlerine ait veriler

tanimlayici istatistiksel analizler kullanilarak siklik ve yilizde olarak sunuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Calismada kullanilan bakteri izolatlarinin genel 6zellikleri

Arastirma 23 Ocak -23 Temmuz 2017 tarihleri arasinda toplam 765 rektal
sirintii/diski 6rnegi incelendi. Ornekler Yeni Dogan Yogun Bakim, Cocuk Yogun
Bakim, Acil Cerrahi Yogun Bakim, Reanimasyon Yogun Bakim ve Kalp Damar
Cerrahi Yogun Bakim Unitelerinde yatan hastalardan alindi. Rektal sdrintd
orneklerinden en az birinde CRE tiremesi kolonizasyon olarak tanimlandi. Ug veya daha
fazla rektal siiriintii 6rneginde CRE iiremesinin olmamasi kolonizasyonu temizlenmesi
olarak degerlendirildi [100]. Bu ¢alisma periyodu sirasinda higcbir dekolonizasyon
prosediirii uygulanmadi. Tablo 6’da zaman araliklari, yogun bakim {iinitelerinden temin

edilen 6rnek sayilari ve meropenem direncli sus sayilar1 gosterilmistir.

Tablo 6. CRE kolonizasyonu saptanan YBU’leri, 6rnek sayilari ve haftalara gore dagilimu.

YDYB! CYB? RAYB3 ACYB* KDCYBS Toplam
Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif
sayilar ornek sayilan ornek sayilan ornek sayilari ornek sayilan ornek Pozitif
Hafta (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) | (n) (n)
1. hafta i -
23.01.2017 15 5 6 1 - - 13 6 34 12
2. hafta - -
30.01.2017 14 2 6 2 14 7 10 4 a4 5
3. hafta
06.02.2017 14 1 5 1 17 7 7 5 4 1 47 5
4. hafta - -
13.02.2017 14 1 6 1 14 8 6 4 40 14
5. hafta
20.02.2017 15 2 6 2 13 10 3 1 2 1 39 16
6. hafta
27.02.2017 13 3 5 2 13 5 4 1 2 2 37 13
7. hafta
06.03.2017 12 2 6 1 13 3 - - 2 0 33 12
8. hafta
13.03.2017 15 4 6 4 12 11 8 3 1 0 42 12
9. hafta - -
20.03.2017 14 2 5 3 14 6 5 1 38 12
10. hafta - -
27.03.2017 14 2 9 0 13 6 5 2 41 10
11. hafta a 7
03.04.2017 16 1 8 1 11 5 5 0 1 0
12. hafta
10.04.2017 15 2 6 0 12 4 8 3 4 2 a4 1
13. hafta
17.04.2017 15 1 8 1 10 8 4 0 2 2 3 12
14. hafta
24.04.2017 17 2 6 0 11 9 3 0 3 1 40 12
15. hafta - -
01.05.2017 16 2 2 0 15 8 12 6 45 10
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YDYB! CYB? RAYB? ACYB* KDCYBS Toplam
Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif
sayilari ornek sayilan oérnek sayilan ornek sayilar ornek sayilan ornek Pozitif
Hafta (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) (n) sayisi (n) | (n) (n)
16. hafta -
08.05.2017 16 3 4 0 10 4 6 4 6 11
17. hafta
15.05.2017 16 5 5 0 11 8 5 1 1 0 38 14
18. hafta - -
22.05.2017 17 5 4 0 10 7 9 4 40 16
19. hafta
29.05.2017 18 4 5 2 15 11 8 2 45 19
Toplam 286 49 108 21 228 127 121 47 22 9 765 253
Ortalama 13.6 23 5.1 1 11.4 6.6 6.1 24 2 0.8 40.3 133

NOT:'YDYB: Yeni Dogan Yogun Bakim, 2CYB: Cocuk Yogun Bakim, 3RAYB: Reanimasyon Yogun
Bakim, “ACYB: Acil Cerrahi Yogun Bakim,’KDCYB: Kalp Damar Cerrahi Yogun Bakim

Yeni dogan yogun (YDYB) bakim 0nitesinden alinan 286 ornegin 49’unda (42 K.
pneumoniae, dort K. oxytoca ve (¢ E. cloacae), Cocuk yogun bakim (CYB) Unitesinden
alinan 108 ornegin 21’inde (19 K. pneumoniae, bir K. oxytoca ve bir E. coli);
Reanimasyon Yogun Bakim (RAYB) Unitesinden alinan 228 6rnegin 127’sinde (hepsi
K. pneumoniae), Acil Cerrahi Yogun Bakim (ACYB) Unitesinden alinan 121 6rnegin
47’sinde (46 K. pneumoniae ve bir E. cloacae) ve Kalp Damar Cerrahi Yogun Bakim
(KDYCB) iinitesinden alinan 22 6rnegin dokuzunda (K. pneumoniae) meropeneme

direncli Enterobacteriaceae ailesine ait izolat saptanmustir.

» Toplam alinan rektal siirtintii/diski 6rnek sayisi: 765,

» CRE kolonizasyonu saptanan drnek sayisi: 253

= Pozitif 6rnek orani: 253/765 x 100: %33,

Toplam CRE izolasyonu yapilan hastalarin 98’1 (%53,1) kadin,

46’s1
(%46,9) erkek hastadir. Erkek CRE kolonizasyon orani kadin hastalara gore

istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

4.2. CRE izolatlarimin (n=98) haftalara ve bakteri tirlerine gére dagilim

23 Ocak-23 Temmuz 2017 tarihleri arasinda, CRE izolatlarin yogun bakim
uniteleri, ornek sayilari, haftalara ve bakterilere tirlerine gére dagilimi Tablo 7-11°de
gosterilmistir. Ayrica, bu tablolarda yogun bakim iinitelerine ilk yatislarinda negatif

olan hastalarin CRE ile kolonize olma siireleri ve yatis siireleri de gosterilmektedir.
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Tablo 7. YDYB’den izole eden CRE izolatlarinin (n=17) haftalara ve bakteri tiirlerine gére dagilimu.

Sus
No
(n)

*3+4

14

Hafta Hafta Hafta
1 Hafta 2 3 a

Hafta
5

Hafta
6

Hafta
7

Hafta
8

Hafta
9

Hafta
10

Hafta
11

Hafta
12

Hafta
13

Hafta
14

Hafta
15

Hafta
16

Hafta
17

Hafta
18

Hafta
19

43

37

K.ox

K.ox

K.ox

42

En.c

En.c

41

En.c

80

81

82

83

86

96

98

97

Tablo 8. CYB’den izole eden CRE izolatlarinin (n=9) haftalara ve bakteri tiirlerine gore dagilimi.

Hafta
13

Hafta
14

Hafta
15

Hafta
16

Haft
al7

Hafta
18

Hafta
19
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Tablo 9. RAYB’den izole eden CRE izolatlarinin (n=49) haftalara ve bakteri tiirlerine gore dagilimi.

Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta
Sus No 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

25

17

18

19

20

21

22

23

30

33

28

34

35

16

29

39

47

52

49

48

50

51

54

56

53

63

55

57

58

65

62

69

64

71

72

70

76

74

75
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Hafta 2

Hafta 3

Hafta 4

Hafta 5

Hafta 6

Hafta7

Hafta 8

Hafta 9

Hafta 10

Hafta 11

Hafta 12

Hafta 13

Hafta 14

77

79

78

Hafta 15

85

Hafta

84

87

88

Hafta
17

92

93

94

Hafta Hafta

18

19

Tablo 10. ACYB’den izole eden CRE izolatlarinin (n=19) haftalara ve bakteri ttrlerine gore dagilimi.

Hafta
12

Haft
al3

Haft
ala

Haft
als

Haft
al6

Hafta
17

Hafta 18

Hafta 19

66

67

68

73

89

90

91
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Tablo 11. KDCYB den izole eden CRE izolatlariin (n=4 ) haftalara ve bakteri tiirlerine gére dagilima.

Hafta 6 Hafta 7 Hafta 8 Hafta 9 Hafta 10 Hafta 11 Hafta 12

Negatif
K. pneumoniae

K.ox K. oxytoca
En.c E. cloacae
E.coli | E.coli

NOT: KDCYB iinitesinde 12. Haftadan sonra 6rnek gonderilmedigi i¢in 19. Haftaya

kadar izlenememistir.

4.3. Tlk Yatista kolonize olmayan hastalarin CRE ile kolonize olma siireleri.

Hafta

16
1.6

14 1.5
1.2 1.3 1.3

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0
ACYB CYB RAYB YDYB

Sekil 14. KDCYB (initesi hari¢ diger yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin CRE ile
ortalama kolonizasyon sureleri (hafta).
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4.4. Yogun bakim Unitelerinde yatan hastalardan izole edilen CRE izolatlarinin
(tekrarlayan suslar dahil) oranlar, tiirlere ve enzim tiplerine gore dagilim

(Sekil 15-20).

K.oxytoca-NDM-1 (n=3) E.cloacae-OXA-48 (n=1)
= = r
1% 0.3% E.cloacae- NDM-1 (n=2)

1%

K.oxytoca-OXA-48 (n=1)0.3% _
K.pneumoniae- OXA-48 (n=_ k -
20)

7%

K.pneumoniae- OXA-48/
NDM-1 (n= 18)
6% Negatif 6rekler (n=237)
83%
K.pneumoniae-NDM-
1(n=4)
2%

Sekil 15. YDYB’de yatan hastalardan izole edilen tiim CRE izolatlarinin (n=49) oranlar1
(tekrarlayan suslar dahil), tiirlere ve enzim tiplerine gore dagilimu.

_E.coli- OXA-48/ NDM-1 (n=
1)

E.cloacae-OXA-48 (n=1) 1%
6

K.pneumoniae- OXA-48 (n=
1%

14)

13%
K.pneumoniae- OXA-48/

NDM-1 (n=5)
5%

Negatif 6rnekler (n=87)
80%

Sekil 16. CYB’de yatan hastalardan izole edilen CRE izolatlarinin (tekrarlayan suslar
dahil) oranlari, tiirlere ve enzim tiplerine gore dagilimi.
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Negatif 6rnekler (n= 101)
K.pneumoniae- OXA-48 aa%
28%

K.pneumoniae- OXA-48/ ~—__ K.pneumoniae-KPC
NDM-1 K.pneumoniae-NDM-1 1%
21% 6%

Sekil 17. RAYB’de yatan hastalardan izole edilen CRE izolatlariin (tekrarlayan
suslar dahil) oranlari, tiirlere ve enzim tiplerine gore dagilima.

E.cloacae-OXA-48
1% Negatif drnekler (n= 74)
60%

K.pneumoniae- OXA-48
28%

K.pneumoniae- OXA-
48/ NDM-1
11%

Sekil 18. ACYB’de yatan hastalardan izole edilen CRE izolatlarinin (tekrarlayan
suglar dahil) oranlar, tiirlere ve enzim tiplerine gére dagilima.
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K.pneumeoniae- OXA-48 _
0%

Negatif 6rnekler (n= 13)
59%

K.pneumoniae- OXA-48/
NDM-1
32%

Sekil 19. KDCYB’de yatan hastalardan izole edilen CRE izolatlarinin (tekrarlayan
suslar dahil) oranlar, tiirlere ve enzim tiplerine gére dagilima.

4.5. Cahsmaya dahil edilen CRE izolatlarinin tiirlere gore dagilimu.

23 Ocak -23 Temmuz 2017 tarihleri arasinda yogun bakim servislerinden gelen
rektal siiriintii veya digki orneklerinden toplam 96 hastadan 253 CRE izolasyonu
yapilmistir. Ancak ¢aligmaya kolonizasyon olarak saptanan birinci izolat1 dahil edilmis
ve ¢alisma boyunca toplam 98 CRE izolati degerlendirilmistir. Tekrarlayan izolatlar
caligmaya dahil edilmemistir. Caligmaya dahil edilen izolatlarin 91°i K. pneumoniae,
iicli K. oxytoca, Uicli E. cloacae ve bir tanesi E. coli olarak belirlenmistir. izolatlarin

bakteri tiirlerie gére dagilim oranlar1 Sekil 20°de gosterilmistir.
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E. cloacae E. coli
3%

K. oxytoca
3%

M E. cloacae
HE. coli
M K. oxytoca

M K. pneumonia

K. pneumonia
93%

Sekil 20. CRE izolatlarinin (n=98) turlere gore dagilimi.
En fazla meropeneme direncli Enterobacteriacaea susu reanimasyon yogun bakim
tinitesinden gelen orneklerden izole edilmistir. Reanimasyon yogun bakim {initesinde
yatan hastalarda kolonizasyon orani diger yogun bakim tinitelerinde yatan hastalardan
istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Orneklerin izole

edildikleri tnitelere gore dagilimi tablo 12 ve sekil 21°de gosterilmistir.

Tablo 12. CRE izolatlarmim YBK Unitelerine gére dagilimu

Servis izolat sayisi (n)  Orani (%) "ACE
ACYB 19 194 " CYB

CYB 9 9.2 = KDC
KDCYB 4 4.1 ‘ RAYB
RAYB 49 50 Ny -
YDYB 17 17.3

Toplam 98 100

Sekil 21. CRE izolatlarmin YBU’lerine gore
dagilim



4.6. CRE izolatlarinda mikrodiliisyon yontemiyle karbapenem grubu
antibiyotikler icin saptanan MiK degerleri.

Tablo 13. Enterobacteriaceae ailesine ait izolatlarin karbapenem grubu antibiyotikler

icin saptanan MIK degerleri, klasik ve real-time PCR sonuglari.

K. pneumoniae (n=91)

MIK (mg/L) Gen Gen
MEM DOR FAR Klasik PCR Real-time PCR
- 64 32 256 256 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 256 256 512 512 512 NDM-1 (NDM veya VIM)
- 128 256 512 512 256 NDM-1 (NDM veya VIM)
- 64 128 >512 512 256 NDM-1 (NDM veya VIM)
- 128 128 256 512 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 64 128 256 512 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 64 128 256 128 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 64 128 256 128 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 64 128 256 128 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 128 64 256 256 256 OXA-48 like OXA-48 like
- 64 128 256 128 512 OXA-48 like OXA-48 like
- 256 512 512 256 512 NDM-1 (NDM veya VIM)

256 512 512 256 256  OXA-48 like, NDM-1 ~ OXA-48 like, (NDM
. veya VIM)
- 128 256 512 512 512 NDM-1 (NDM veya VIM)

256 512 256 128 512  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)

512 256 512 512 256  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)

512 256 512 512 256  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)

256 512 512 512 512  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)

256 128 512 256 512  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)

256 128 512 512 256  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)

256 128 512 512 256  OXA-48 like, NDM-1  OXA-48 like,(NDM
. veya VIM)
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m
<

a1

(e2]
[y
I

128

64

128

256

128

512

256

128

128
512

512

64

16

128

512
512

512

256

w
N

w
N

DOR

128

512

64

32

128

128

256

256

128

128

256
256

256

32

128

512
256

256

512

32

32

FAR

64

>512

128

256

512

512

512

512

256

128

128
128

256

256

32

>512

>512
512

512

512

512

128

IMP

256

>512

64

128

256

512

512

512

128

32

32
128

256

256

128

128
512

512

512

16

16

ERT

128

>512

256

128

512

512

512

512

512

256

512
256

512

256

128

>512

256
256

256

512

256

512

Klasik PCR

OXA-48 like

KPC

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like

OXA-48 like

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like

OXA-48 like
OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like

OXA-48 like
OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1
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Real-time PCR

OXA-48 like

KPC

OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like

OXA-48 like
OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like,(NDM
veya VIM)

OXA-48 like

OXA-48 like,(NDM
veya VIM)
OXA-48 like,(NDM
veya VIM)



MEM DOR FAR IMP ERT Klasik PCR Real-time PCR

64 256 512 64 256 OXA-48 like, NDM-1 OXA-48 like ,(NDM
veya VIM)

16 8 32 8 128 OXA-48 like, NDM-1 OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

256 128 256 128 256 OXA-48 like OXA-48 like

128 256 >512 128 512 OXA-48 like OXA-48 like

64 128 512 32 128 OXA-48 like OXA-48 like

64 128 512 32 64 OXA-48 like OXA-48 like

32 32 512 16 256 OXA-48 like OXA-48 like

32 32 128 16 512 OXA-48 like OXA-48 like

64 256 512 64 256 OXA-48 like OXA-48 like

32 16 128 32 512 OXA-48 like OXA-48 like

32 16 64 8 256 NDM-1 (NDM veya VIM)

64 32 128 8 128 OXA-48 like, NDM-1 OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

256 512 512 32 256 OXA-48 like -

256 256 512 64 128 OXA-48 like -

128 256 256 32 128 OXA-48 like -

512 256 256 128 >512 OXA-48 like -

256 512 256 128 512 OXA-48 like, NDM-1 -

512 256 512 256 256 OXA-48 like, NDM-1 -

512 256 512 128 256 OXA-48 like, NDM-1 -

256 512 512 128 512 OXA-48 like -

64 128 256 128 256 OXA-48 like -

64 128 256 128 256 OXA-48 like -

16 8 64 >512 512 OXA-48 like -

16 8 64 64 256 OXA-48 like -

128 128 >512 64 512 OXA-48 like, NDM-1 s

128 256 >512 >512 >512 OXA-48 like -

128 256 >512 64 >512 OXA-48 like -

128 128 >512 64 >512 OXA-48 like -

16 8 64 32 256 NDM-1 (NDM veya VIM)

16 8 32 8 128 OXA-48 like, NDM-1 OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

128 128 >512 128 >512 OXA-48 like OXA-48 like,

512 512 >512 128 256 OXA-48 like OXA-48 like
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Z
o

<
m
<

128

512

128

>512

>512
512
512
512

128

512
128

128
>512
>512
512
256
128

128
>512

IMP

256
128
512
128

256
512

ERT

512
128
64
256

512

256
512

256

512
512
512
512
256
256

512
512

Klasik PCR

OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like
OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like, NDM-1

OXA-48 like
OXA-48 like

Real-time PCR

OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like
OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like
OXA-48 like, (NDM
veya VIM)

OXA-48 like
OXA-48 like

Z
o

o

P

.H

N <
g m
° Z

[N
N
(o]

<
m
<

>512

>512

128

DOR
>512

FAR
512

256
>512

FAR
>512

256
512

IMP
512

512
64

IMP
512

512
32

256
512
128

256
512
64

K. oxytoca (n=3) (MiK, mg/L)
ERT

Klasik PCR
NDM-1
OXA-48 like
OXA-48 like

E. cloacae (n=3) (MiK, mg/L)
ERT

Klasik PCR
NDM-1
OXA-48 like
OXA-48 like

E. coli (n=1) (MiK, mg/L)

FAR
>512

IMP
512

ERT

512

Klasik PCR
OXA-48 like, NDM-1

Real-time PCR
(NDM veya VIM)
OXA-48 like
OXA-48 like

Real-time PCR
(NDM veya VIM)
OXA-48 like
OXA-48 like

Real-time PCR
OXA-48 like,(NDM
veya VIM)



47

4.7. CRE izolatlarimin enzim tiplerine gore, antibiyotikler icin saptanan MIK
araliklari, Miksove Mikoo degerleri.

Tablo 14. CRE izolatlarinin enzim tipine gore antibiyotikler i¢in saptanan MIK
araliklar1, MiKso ve MiKgo degerleri.

OXA-48 NDM-1  OXA-48 like + KPC*
like NDM-1
Mikso Mikgo
MiK aralig1 (mg/L)
(mg/L) (mg/L)
Antibiyotik
MEM 128 512 16 - >512 16 - 512 16 - 512 512
DOR 128 512 16 - >512 8->512 8->512 >512
FAR 512  >512 64 - >512 64 - 512 32 ->512 >512
IMP 128 512 8->512 32-512 8-512 >512
ERT 256 512 64 ->512  128-512 128 - 512 >512
CTZ S512 >512 16 - >512 32 - >512 16 - >512 >512
o >512 >512  128->512 256 - 512 - >512 >512
>512
CEP >512 >512  128->512 128 - 512 - >512 >512
>512
COL 32 64 0.5-128 16 - 32 8-128 8
TIG 2 8 0.125 - 64 2-8 1-16 4
CIP 64 256 2->512 8 - 256 8 - 256 256

Not: * KPC tek bir izolat oldugu i¢in sadece MIK degerleri verilmistir.



48

4.8. Fenotipik Testlerin Sonuglari

4.8.1. Blue Carba Test Yonteminin (BCT) Sonuglar:

BCT yontemi ile 98 CRE izolatinin 89’u pozitif olarak tespit edilmistir. Bu
yontemde karbapenemaz enzimi negatif olarak bulunan dokuz sus K. pneumoniae
olarak tanimlanmig, ancak bu suslarin OXA-48 geni PCR yontemiyle pozitif
bulundugundan dolay1 sonuglar yalanci negatiflik olarak degerlendirilmistir. BCT ile
karbapenemaz enzimi negatif olarak suslarin karbapenemler icin saptanan

MIK’degerleri tablo 14’te verilmistir.

Tablo 15. BCT yontemi ile karbapenemaz enzimi negatif olarak saptanan suslarin
karbapenemler i¢in saptanan MIK (mg/L) degerleri.

MIK (mg/L)
Sus No MEM DOR FAR IMP ERT
1. 7 128 128 256 512 256
2. 9 64 128 256 128 256
3. 54 64 128 512 32 64
4, 56 32 32 128 16 512
5. 57 64 256 512 64 256
6. 61 256 512 512 32 256
7. 63 128 256 256 32 128
8. 71 16 8 64 >512 512
9. 72 16 8 64 64 256
Test Negative
Solution Solution
A. E. coli ATCC25922 (Negatif kontrol)
A
- w
B. OXA-48 Ureten K. pneumoniae —
B
C. OXA-48+ NDM-1 ureten E. coli v ’_.-—-.._
C
D. NDM-1 ureten E. cloacae s W
D /'
E. KPC ureten K. pneumoniae o ‘
7

W

Sekil 22. Blue Carba testi; enzim tiplerine gore pozitif ve negatif drnekler.
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4.8.2. Modifiye Hodge Test (MHT)’inin sonuglari

Modifiye Hodge testi ile (Sekil 23), karbapenemaz enzimini iireten izolatlar
%98 (96/98) oraninda dogru olarak tespit edilmistir. Tespit edilemeyen iki sus K.
pneumoniae izolatidir ve bunlarin OXA-48 geni pozitif olarak bulunmustur. MHT
yalanci negatif olarak degerlendirilen suslarin karbapenemler icin MIK degerleri tablo

16’de gosterilmistir.

Tablo 16. MHT testi sonucu negatif olarak saptanan suslarin MIK (mg/L) degerleri.

MIK (mg/L)
Sus No MEM DOR FAR IMP ERT
1. 45 256 512 512 512 512
2. 91 256 256 >512 128 512

Sekil 23. Modifiye Hodge Testi: 1, Negatif kontrol (karbapenemeler duyarli sus), 2,
NDM-1 pozitif sus, 3, OXA-48 pozitif sus, 4, NDM-1 ve OXA-48 pozitif sus,
5: KPC pozitif sus

4.8.3. Karbapenem Inaktivasyon Metodunun (KiM) sonuclari

KIM testi ile KPC, NDM veya OXA-48 genini tasiyan tiim suslar %100
duyarhilikla tespit edilmistir.
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\
18 mm
E. coli ATCC 29522

Sekil 24. Karbapenem Inaktivasyon Metodu
4.8.4. Kombine Disk Metodunun (KDM) sonuglari

KDM testi (Sekil 35), %100 (45/45) oraninda MBL'leri ve KPC karbapenemaz

ureten bakterileri dogru olarak tespit etmistir.

l[l ‘\N“l ‘,
il
'ﬂ"s‘l,

30mm

i

f

i

|
|
Il

Sekil 25. Kombine Disk Metodu sonuglarinin 6rnegi, KPC(sol) ve MBL(sag)
1: MEM, 2: MEM+EDTA+ PBA, 3: MEM+PBA, 4: MEM+EDTA



597 bp OXA-48
340 bp KP

4.9. Genotipik Testlerin Sonuclar:

4.9.1. Klasik PCR yonteminin sonuglari
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Karbapenemaz varligi saptanan Enterobacteriaceae izolatlarinda tirlere gore

karbapenemaz tiplerinin dagilimi (n= 98) tablo 17 ve sekil 22’de gosterilmistir.

Tablo 17. Klasik PCR yonteminin sonuglari.

Karbapenemaz geni K.pneumoniae E. cloacae E. coli K. oxytoca TOPLAM
Say1 (%) Say1 (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)

KPC 1(1) 0 0 0 1(1)

NDM-1 7{7) 1(1) 0 1(1) 9(9)

OXA-48 LIiKE 49 (50) 2(2) 0 2(2) 53 (54)

OXA-48 LiKE + NDM-1 34 (35) 0 1(1) 0 35 (36)

TOPLAM 91(93) 3(3) 1(1) 3(3) 98 (100)

Klasik PCR

K. oxytoca :‘

]
E. coli

E. cloacae r

K. pneumoniae —
]

0 10 20 30 40 50 60

i OXA-48 like + NDM-1 M OXA-48like ENDM-1 HEKPC

Sekil 26. Klasik PCR yonteminin sonuglari

5 6 77
439 bp NDM-1
C 274 bp VIM-1

Sekil 27. Klasik PCR Yonteminin jel gorunttsi: Kolon 1: Marker, kolon 2:
Negatif kontrol, kolon 3:Pozitif kontrol, kolon 4:blaoxa-4s kontrol, kolon
5:blakpc kontrol, kolon 6:blakpc kontrol (tekrar), kolon 7: blanpwm-1 kontrol,
kolon 8:blavim-1 kontrol
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4.9.2. Real-Time PCR yodnteminin sonuglari
Enterobacteriaceae izolatlarinda karbapenem direncinden sorumlu genlerin
tirlere ve karbapenemaz tiplerinin gore dagilimi (n=82) tablo 18 ve sekil 24, 25’de

gosterilmistir.

Tablo 18. Real-Time PCR yOnteminin sonuglari.

Gen K. pneumoniae E. cloacae E. coli K. oxytoca TOPLAM
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Say1 (%)
KPC 1(1) 0 0 0 1(1)
NDM-1 VEYA VIM 515, 1(1) 0 1(1) 709)
OXA-48 LiKE 37 (45) 2(2) 0 2(2) 41 (50)
OXA-48 LIKE + NDM- 32 (39) 0 1(1) 0 33 (40)
1 VEYAVIM
TOPLAM 75 (91) 3(4) 1(1) 3(4) 82 (100)
Real-Time PCR
K. oxytoca .E-‘
E. coli
E. cloacae EH
= ]
K. pneumoniae k i d
ki OXA-48 |i:+(NDM or VIM) M OXA-48 like H (NDM or VIM) M KPC
o] 5 10 15 20 25 30 35 40
Sekil 28. Real-Time PCR Yodnteminin Sonuglart
ZEUPNNG g o K AN RS

Channels 7 Cyding A.Green 7 Cydng A.Yelow " Cydng A.Orange 7 Cyding ARed

7 Reports... S S, Cuve [T Resuks || g Dynamic Tube 3 Skope Comrect | % Ignore First S | [2] Outler Removal... b Save Defauts Page: Pge

]

i

= Imported Settings

3

2 s 10 15 2 = n s o s

Adnst Scale. Auo-scale  DefokScale  Log. Scake
FlotorGene 6000 Series Soltware 1.7 (Buld 87)

Sekil 29. Real-Time PCR; blaoxa-ss-like (42-61)’1 suslarinin sonuglari
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4.9.3. Dizi analizi sonuglari

Dizi analizi toplam dokuz izolat uygulanmistir. Bu izolatlar; K. pneumoniae

blaoxa-4g pozitif susu, K. pneumoniae blanpm-1 pozitif susu, K. pneumoniae blakpc

pozitif susu, K.oxytoca blaoxa-as pozitif susu, K.oxytoca blanowm-1 pozitif susu, E.cloacae

blaoxa-s pozitif susu, E.cloacae blanpm-1 pozitif susu ve E. coli hem blaoxa-4s hem de

blanpm-1 pozitif susudur.

Dizi analiz hizmet alimi ile gergeklestirilmis, analizde ABI 3100 Genetik

Analyzer cihazi kullanilmistir.

DNA dizi analizi sonuglar1 asagidaki tabloda gosterilmistir. CBI BLAST ana

sayfasindaki BLAST programi kullanilarak benzerlik agisindan analiz edilmistir.

(http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

Farkli DNA dizi analizi sonuglari tablo (18)’de gosterilmistir.

Tablo 19. DNA dizi analizi sonuglari

1-OXA48F_F01

1-OXA48R_B02

2-NDM1F_E10

2-NDM1R_A03

25-KPCF_A01

25-KPCR_C01

ATAGACATCTTCTTTCGGTCCCACTAGCTTGATGCTCCCTCGATTTGGGCGTGGTTAAGGATGAACACCAAGTCTTTAAGTGGG
ATGGACAGACGCGCGATATCGCCACTTGGAATCGCGATCATAATCTAATCACCGCGATGAAATATTCAGTTGTGCCTGTTTATC
AAGAATTTGCCCGCCAAATTGGCGAGGCACGTATGAGCAAGATGCTACATGCTTTCGATTATGGTAATGAGGACATTTCGGGC
AATGTAGACAGTTTCTGGCTCGACGGTGGTATTCGAATTTCGGCCACGGAGCAAATCAGCTTTTTAAGAAAGCTGTATCACAAT
AAGTTACACGTATCGGAGCGCAGCCAGCGTATTGTCAAACAAGCCATGCTGACCGAAGCCAATGGTGACTATATTATTCGGGC
TAAAACTGGATACTCGACTAGAATCGAACCTAAGATTGGCTGGTGGGTCGGTTGGGTTGAACTTGATGATAATGTGTGGTTTTT
TGCGATGAATATGGATATGCCCACATCGGATGGTTTAGGGCTGCGCCAAGCCATCACAAAAAAAAAGTGCTCAAAACCC

GGGTGCTACTATCATCCGAGGTTGGGTATATCCATTTATCATCGCAAAAACCACACATTATCATCAAGTTCAACCCAACCGACC
CACCAGCCAATCTTAGGTTCGATTCTAGTCGAGTATCCAGTTTTAGCCCGAATAATATAGTCACCATTGGCTTCGGTCAGCATG
GCTTGTTTGACAATACGCTGGCTGCGCTCCGATACGTGTAACTTATTGTGATACAGCTTTCTTAAAAAGCTGATTTGCTCCGTG
GCCGAAATTCGAATACCACCGTCGAGCCAGAAACTGTCTACATTGCCCGAAATGTCCTCATTACCATAATCGAAAGCATGTAGC
ATCTTGCTCATACGTGCCTCGCCAATTTGGCGGGCAAATTCTTGATAAACAGGCACAACTGAATATTTCATCGCGGTGATTAGA
TTATGATCGCGATTCCAAGTGGCGATATCGCGCGTCTGTCCATCCCACTTAAAGACTTGGTGTTCATCCTTAACCACGCCCAAA
TCGAGGGCGATCAAGCTATTGGGAATTTTAAAGGTAGATGCGGGTAAAAATGCTGGTTTCCCGCCGGTAA

CAAATAGGGGTGTGATTGCTCGGTTCGACCCAGCCATTGGCGGCGATGTCAGGCTGTGTTGCGCCGCAACCATCCCCTCTTGC
GGGGCAAGCTGGTTCGACAACGCATTGGCATAAGTCGCAATCCCCGCCGCATGCAGCGCGTCCATACCGCCCATCTTGTCCTG
ATGCGCGTGAGTCACCACCGCCAGCGCGACCGGCAGGTTGATCTCCTGCTTGATCCAGTTGAGGATCTGGGCGGTCTGGTCAT
CGGTCCAGGCGGTATCGACCACCAGCACGCGGCCGCCATCCCTGACGATCAAACCGTTGGAAGCGACTGCCCCGAAACCCGGC
ATGTCGAGATAGGAAGTGTGCTGCCAGACATTCGGTGCGAGCTGGCGGAAAACCAGATCGCCAAACCGTTGGTCGCAGGTTTC
CATTTAAGCC

GTGGCGGATCTCGGTTTTCCGCCAGCTCGCACCGAATGTCTGGCAGCACACTTCCTATCTCGACATGCCGGGTTTCGGGGCAG
TCGCTTCCAACGGTTTGATCGTCAGGGATGGCGGCCGCGTGCTGGTGGTCGATACCGCCTGGACCGATGACCAGACCGCCCAG
ATCCTCAACTGGATCAAGCAGGAGATCAACCTGCCGGTCGCGCTGGCGGTGGTGACTCACGCGCATCAGGACAAGATGGGCG
GTATGGACGCGCTGCATGCGGCGGGGATTGCGACTTATGCCAATGCGTTGTCGAACCAGCTTGCCCCGCAAGAGGGGATGGTT
GCGGCGCAACACAGCCTGACTTTCGCCGCCAATGGCTGGGTCGAACCAGCAACCGCGCCCAACTTTGGCCCGTCAAAGGTTAT
TTTAA

CTCGTTCGCCGTTCGTAGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGTCTGGACCGCTGGGAGCTGGAGCTGAACTC
CGCCATCCCAGGCGATGCGCGCGATACCTCATCGCCGCGCGCCGTGACGGAAAGCTTACAAAAACTGACACTGGGCTCTGCAC
TGGCTGCGCCGCAGCGGCAGCAGTTTGTTGATTGGCTAAAGGGAAACACGACCGGCAACCACCGCATCCGCGCGGCGGTGCC
GGCAGACTGGGCAGTCGGAGACAAAACCGGAACCTGCGGAGTGTATGGCACGGCAAATGCTTATGCCGTCGTAA

GAGTGCTTCGCACACGGTTCCGGTTTTGTCTCCGACTGCCCAGTCTGCCGGCACCGCCGCGCGGATGCGGTGGTTGCCGGTCG
TGTTTCCCTTTAGCCAATCAACAAACTGCTGCCGCTGCGGCGCAGCCAGTGCAGAGCCCAGTGTCAGTTTTTGTAAGCTTTCCG
TCACGGCGCGCGGCGATGAGGTATCGCGCGCATCGCCTGGGATGGCGGAGTTCAGCTCCAGCTCCCAGCGGTCCAGACGGAA
CGTGGTATCGCCGATAGAGCGCATGAAGGCCGTCAGCCCGGCCGGGCCGCCCAACTCCCTTCAGCAACAATA



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

54

B FinchTV - 25-KPCF_AD1.2b1 - x
File Edit View Finch Help
@ 8 @ ll_] ) @ [ & B | & [vesen Geus;}ﬁa

GotoBaseNo. | Find Sequence ALCGT

TGCCGGCAGACT GGGCAGTC GGAGACAAAACC GGAACCTGCGGAGTGTAT GGCACGGCAAATGCTTATGCCGTCGTA A
250 260 270 280 290 300 10 321

. d I L) i H
« | »
Reset Scales Horizontal Scale - |

Sekil 30. KPC pozitif olan izolatin dizi analizi sonucuna drnek

4.9.4. Fenotipik ve PCR testleri sonuclarimin Karsilastirilmasi

Calismada test edilen izolatlarin fenotipik testi sonuglari, klasik PCR (tablo 19)
ve Real-time PCR’ile (tablo 20) karsilastirilmistir. Ancak Real Time PCR testi 82 susa

uygulanabilmistir.

Tablo 20. Klasik PCR ve fenotipik testlerin sonug¢larinin karsilastiriimasi.

Klasik PCR Fenotipik testler

Gen BCT MHT Kim KDM

Sus Sonug Sus Sonug¢ Sus Sonug Sus Sonug
Sayisi (n/%) Sayisi (n/%) Sayisi (n/%) Sayisi (n/%)

KPC 1 1/100 1 1/100 1 1/100 1 1/100
NDM-1 9 9/100 9 9/100 9 9/100) 9 9/100
OXA-48 LiKE 53 44/83 53 51/96 53 53/100 * *

OXA-48 LIKE + NDM-1 35 35/100 35 35/100 35 35/100 35 35/100

TOPLAM 98 89/91 98 96/98 98 98/100 45 45/100
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Tablo 21. Real-time PCR ve fenotipik testlerin sonuglarinin karsilagtirilmasi.

Real-time PCR Fenotipik testler
Gen BCT MHT Kim KDM

Sus Sayisi Sonug Sus Sonug Sus Sonug Sus Sonug

(n/%) Sayisi (n/%) Sayisi (n/%) Sayisi (n/%)

KPC 1 1/100 1 1/100 1 1/100 1 1/100
NDM-1 veya VIM 7 7/100 7 7/100 7 7/100 7 7/100
OXA-48 LIKE 41 35/85 41 39/95 41 41/100 * *
OXA-48 LIKE /NDM-1 33 33/100 33 33/100 33 33/100 33 33/100
veya VIM

TOPLAM 82 76/92 82 80/98 82 82/100 41 41/100
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5. TARTISMA

Antibiyotiklerin yaygin ve siklikla kontrolsiiz kullanimi, antibiyotige direncli
patojenlerin secimiyle sonuclanmistir. Bakteriyel enfeksiyonlar nedeniyle diinyada
milyonlarca insan yasamini kaybetmektedir. 2050 yilina kadar, antibiyotige direncli
patojenlerin kontrol altina alinamamasi1 durumunda kiiresel 6liim oraninin 10 milyon,
tedavi masraflarinin 10000 trilyon dolara ¢ikacagi tahmin edilmektedir [101]. Yogun
bakim iinitesinde yatan hastalar MDR bakterileri ile enfekte olmalar1 agisindan yiiksek
risk altindadirlar [102]. Karbapenemler, Enterobacteriaceae ailesinde bulunan suslarin
GSBL veya plazmit aracili AmpC tipi beta laktamaz enzimleri olusturmalar1 nedeniyle
enfeksiyonlarin tedavisinde bagvurulacak en son antimikrobiyallerdir. Son yillarda tim
diinyada ve Tirkiye’de karbapenemazlar enterik bakterilerde giderek artan oranda daha
fazla bildirilmektedir. Bakteriyel kolonizasyon, enfeksiyon gelisiminin baslangi¢ adimi
olarak kabul edilir. Yapilan galismalarda CRE ile kolonizasyon oranlar1t YBU’de yatan
hastalarda kolonize olmayanlara gore en az iki kati artmis enfeksiyon riski ile
iliskilendirilmistir [103]. Hastalarin daha énce YBU'de yatmis olmasi, karbapenem
kullanimi ve Onceki hastanede yatis siiresinin uzun olmast CRE kolonizasyonu
acisindan baglica risk faktorleri olarak bildirilmistir. Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi (ESCMID) MDR patojenlerinin yayilimimi azaltmak
icin aktif strveyans ile kultliri tarama testlerini 6nermektedir [104].

Bu ¢alismada 23 Ocak-23 Temmuz 2017 tarihleri arasinda hastanemiz yogun
bakim servislerinde yatan hastalardan toplam 96 hastadan alinan rektal siriintl veya
diski orneklerinden 253 CRE izolasyonu yapilmigtir. Ancak hastalarda kolonizasyon
olarak saptanan CRE izolatlarinin ilk izolati ¢alismaya dahil edilmis ve ¢alisma boyunca
toplam 98 (%33) CRE izolati1 degerlendirilmistir. Bu hastalarin 52’si (%53,1) kadin ve
46’s1 (%46,9) erkek hastadir. SPSS kullanilarak yapilaran istatiksel degerlendirmede
CRE kolonizasyonu agisindan cinsiyetle iliskisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Yas dagilimina gére bakildiginda 98 hastanin 73'U (%74.5)
yetiskin, 25'l (%25.5) ¢ocuk hastadir. Hastalarin yas ortalamasi eriskinler icin 59.8 yas,

cocuklar igin 3.7 yas olarak bulunmustur.

MDR-Gram-negatif bakterilerin  kolonizasyonu ile klinik enfeksiyonun

arasindaki 1iligki gliniimiizde hala tam olarak aciklanamamistir. Akilct antibiyotik
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kullanim1 uygulamalarinin yani sira, enfeksiyon kontrol dnlemlerinin etkin kullanima,
yogun bakim {iinitelerine kabul edilen hastalarin kolonizasyon taramalarinin yapilmast,
VRE ve MDR gibi Gram negatif comaklar dahil sorunlu patojenleri tasiyan hastalarin
izolasyonu, ulusal veri ag1 ile hastalarin monitérizasyonu ve sorunlu patojenleri tasiyan
hastalarin yeni bir hastaneye yatmasi durumunda kolonizasyon hakkinda erken bildirim
sisteminin olusturulmas1 enfeksiyonlarla miicasdelede baslica temel yaklagimlar
arasinda sayilmaktadir.

CRE’lere bagli enfeksiyonlarin, daha ¢ok komorbiditeleri olan ve yogun saglik
bakimi uygulanan hastalarda gelistigi yapilan calismalarda bildirilmektedir.
Hastanemizde yapilan bir caligmada (Ocak-Agustos 2017) genel ve travma acil
YBU’lerinde yatan hastalarda, uzun slreli yatis ve hastalarin yattigi gin piperasilin-
tazobaktam, meropenem veya kinolon kullaniyor olmalar1 rektal CRE tasiyiciligi
gelismesine etki eden bagimsiz risk faktorleri olarak bildirilmistir. Yine ayni ¢aligmada
rektal CRE kolonizasyonu gelisen hastalarda, CRE’ye bagli enfeksiyon gelisme
riskinin, kolonizasyon olmayanlara gore yaklasik alti kat, mortalite oranlarinin ise
yaklagik iic kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bunlarin disinda, rektal CRE
kolonizasyonu sonrasi CRE enfeksiyonu gelisen hastalarda, enfeksiyon gelismeyenlere
gore YBU yats siiresinin daha uzun oldugu bu ¢alismada vurgulanmistir [105].

Kolonize hastalarin, 6zellikle rektal siirlintii tarama Kkiiltiirleriyle belirlenerek
izole edilmesi, direngli bakterilerle enfeksiyonlarin  kontrolindeki en 6nemli
basamaklardan biri olarak tanimlanmaktadir. Hastanemizde yogun bakim iinitelerinde
yatan hastalarda CRE kolonizasyonu agisindan giincel durumu belirlemek amaciyla
yapilan bu ¢alismada, rektal siiriintii/disk1 orneklerinden en az birinde CRE Uremesi,
kolonizasyon olarak tanimlandi ve hastalarin CRE ile kolonize olma siireleri ¢alisma
boyunca takip edildi. Caligmamiz sonuglarina gore; yogun bakim tinitelerinde en yiksek
kolonizasyon orani, %56 ile RAYB'de (p<0.01) tespit edilmis olup, ardindan
KDCYB'de %41, ACYB’de %40 ve CYB'de %19 olarak tespit edilmis olup, en diisiik
kolonizasyon oran1t %17 ile YDYB'da gozlenmistir. RAYB ve KDCYB uzun siireli
yatistan dolayi, en yiksek kolonizasyon olan (niteler olarak degerlendirilmistir.
Hastaneye yatiglarinda, baslangigta CRE kolonizasyonu olmayan hastalarin CRE ile
kolonize olma sireleri; RAYB ve ACYB’de 1.3, YDYB’da 1.5, CYB’da 1.6 hafta
olarak tespit edilmistir. Yetiskin yogun bakim {initelerinde yatan hastalarda

kolonizasyon orani en diisiik %40, en yuksek %56 olarak saptanistir. Yeni dogan yogun
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bakim ve ¢ocuk yogun bakim Unitelerinde bu oran en diisiikk %17 ve en ylksek %19
olarak saptanmustir. Istatistiksel olarak yas arttikca kolonizasyon oranm arttig1 calisma
sonucunda gozlenmistir. Yetiskin hastalar daha uzun olarak hastanede kaldiklarindan

dolay1 kolonizasyon oranlarinin da goreceli olarak arttigi goriillmektedir.

Arastirmamizda, bakteri tiiriine gore bakildiginda, en fazla kolonizasyonun K.
pneumoniae (%93) izolatlar ile oldugu goriilmektedir. Diger tiirlerin daha az oranda
(%3 K. oxytoca, %3 E. cloacae ve %1 E. coli) oldugu tespit edilmistir.

Fenotipik ve Genotipik Testlerin Sonuglari:

Inhibitdr esasl testler ya da kombine disk metodu (KDM), bazi bilesiklerin
(6rnegin, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), dipikolinik asit (DPA) veya fenilboronik
asit [PBA]) spesifik olarak karbapenemaz aktivitesini inhibe etme kabiliyetine dayanir.
MBL aktivitesi EDTA ve DPA (selatlastirict maddeleri) tarafindan engellenir, PBA ise
KPC enzimlerini inhibe eder [104]. Pournaras ve arkadaslari [108] hem EDTA hem de
PBA'nin tek bir diskte birlikte kullaniimasiyla KPC ve MBL'yi barindiran suslarin
saptanabilecegini bulmuslardir. Bu baglamda, Miriagou ve arkadaslar1 [109], PBA ve
DPA (EDTA yerine) igeren tabletler ile KPC ve VIM'l birlikte iireten suslarin optimum
sonuglarla saptanmasi tizerinde ¢alismislardir. Calismamizda, KPC ve MBL'yi1 birlikte
ureten herhangi bir sus tespit edilmedi, ancak inhibitor esash testler (PBA, EDTA)
(Sekil 35) NDM ve KPC tipi karbapenemaz olusturan izolatlar1 %100 duyarlilikta

tespit etmistir.

Arastirmamizdaki izolatlarin hepsi temosilin ve kloksasine direng¢li bulunmustur.
OXA-48 tipi karbapenemaz olusturan bakterilerde, fenotipik tanisal belirte¢ olarak
temosilin direncinin kullanilmasinin, OXA-48 enzimini tespiti igin yetersiz oldugu
kanitlanmastir [110]. Kloksasilin ise AmpC tipi beta laktamaz enzimlerini inhibe ederek,
karbapenem direncinin AmpC hiperiiretimi ve porin proteinlerinin kaybina bagli olarak
gelisen karbapenem direncinin ayiriminda fenotipik yontem olarak kullanilmaktadir
[111]. Bu calismada, temosilin ve kloksasilin duyarlilik test sonuglarina bakarak

karbapenemaz enzim tipi hakkinda bilgi sahibi olmak miimkiin olamamustir.

Bu calismada, MHT ile karbapenemaz enzimi iireten izolatlar %98 duyarlilikla
dogru olarak tespit edilmistir. MHT 0zel bir malzemeye ihtiya¢ duyulmadan CLSI
Onerileri baz alinarak rutin laboratuvarlarda kolayca uygulanabilir. Bununla birlikte,

MHT"'n 6nemli dezavantajlar1 vardir; bu test karbapenemaz tipleri arasinda ayrim
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apamamaktadir, sonug¢larin yorumlanmasi zordur, sonuglanmasi en az 24-48 saat
gerektirir ve ozgiilligl yoktur (yliksek diizeyde AmpC fiireticileri veya CTX-M tipi
ESBL Ureticileri ve Enterobacter tiirlerinde yalanci pozitif sonuglar bildirilmistir) [107—
109]. Dolayisiyla, pozitif veya siipheli sonuglarin, 6zellikle ESBL iireten izolatlarin

yaygin oldugu bolgelerde alternatif testlerle dogrulanmasi 6nerilmektedir.

Kolorimetrik testler karbapenemaz aktivitesinin varliginda bir karbapenemin -
laktam halkasinin enzimatik hidrolizine dayanmaktadir ki, bu da pH diisiisiine ve
sonucta bir pH indikatorinin (Carba NP [115] i¢in fenol kirmizisi veya Blue-CARBA
[94] i¢in bromotimol mavisi) renk degistirmesine neden olur. Blue-CARBA, Pires ve
arkadaglar1 [94] tarafindan 2013 yilinda gelistirilmistir. Blue-Carba, Carba NP ile
benzer sonuclar veren Carba NP'nin bir modifikasyonudur: Enterobacteriaceae ‘de
karbapenamazlarin saptanmasinda %100 duyarlilik ve %91-100 arasinda degisen
ozgiillik bildirilmistir [113]. Orijinal Carba NP testine kiyasla en biiyiilk avantaji ise
bakteri enzimi ekstraktlarina ihtiya¢ duyulmadan bakteri kolonileri {izerinde dogrudan
uygulanabilir olmasidir. Bununla birlikte, Carba NP'deki modifikasyonlar bakteri
kolonileri tizerindeki performansini da kolaylagtirmistir. Bizim ¢alismamizda, BCT
89/98 oraninda (%90.8 duyarlilik) dogru tespitte bulunmus, karbapenemaz aktivitesi
tespit edilmemis izolatlarin tiimiiniin OXA-48 genine (blaoxa-4s i¢in %83 duyarlilik)
sahip olduklar1 belirlenmistir. Ancak bu izolatlarin imipenem igin MIK degerleri (32-
>512 mg/L) yiiksek bulundugundan dolay1 yanlis negatiflik olarak degerlendirilmistir.
Bu izolatlarin besinin mukoid oldugu gézlenmis ve mukoid koloni olusturan izolatlarda
bu testin Kkullanilmamasi gerektigi sonucuna ulasilmistir. NDM, KPC gibi diger
enzimler ve OXA-48 ve NDM'nin birlikte iiretilmesi durumunda ise duyarlilik %100
olmustur. Test siirelerine gore degerlendirildiginde; OXA-48 (Ureticileri icin test
siresinin 5-50 dakika oldugu, soliisyonun renginin maviden yesile doniistiigii, NDM,
KPC ve OXA-48 ve NDM tipi enzimlerin birlikte Gretilmesi durumunda, testin 2-10
dakika icinde pozitif hale geldigi ve soliisyonun renginin dogrudan maviden sariya
degistigi tespit edilmistir (Sekil 32). Bu durum BCT’inin sadece karbapenem hidrolitik
aktivitesini saptamada yararli oldugunu degil ayn1 zamanda karbapenemaz enzim tiiriine

iliskin bir ipucu da verebilecegini ortaya koymaktadir.

KIM ydntemi Van der Zwaluw ve arkadaslar1 [92] tarafindan tanimlanmustir.

Ozetle, aktif bir duyarlilik testi meropenem diski (10 mg) bir test edilecek bakteri
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siispansiyonu icerisine atilir; bakterinin bir karbapenemaz enzimini iiretmesi,
antibiyotigin  inaktivasyonuna neden olur. Meropenem  diskinin  bakteri
stispansiyonunda 35°C’de iki saatlik inkiibasyondan sonra, slspansiyon icindeki disk
almip ve karbapenem duyarli standart susun E. coli ATCC 25922 susunun yayildigi
MHA agar plagima konulmustur. Alti saatlik inkiibasyon sonrasinda normalde E.coli
susunun etrafinda inhibisyon zonu olusmasi beklenirken, test edilen bakteride
karbapenemaz varligi nedeniyle inaktive olan meropenem diski E. coli susunda
inhibisyon zonu olusturmamasi beklenir (Sekil 32). Bu sebeple inhibisyon zonu
olusturamayan bakteriler, karbapenemaz iireten bakteriler olarak degerlendirilir [92].
Karbapenem Inaktivasyon Metodu (KIiM) testteki ilk veriler %98-100 arasinda
duyarliliga ve %100 dzgiilliige isaret etmektedir [92], [118]. Caligmamizda, KiM testi,
diisiik MIK degerlerine sahip olsalar bile KPC, NDM veya OXA-48 iireten test edilmis
tiim suglar1 belirgin bir sekilde tespit etmistir. Bu yontemin ucuz ve yorumlanmasi kolay
oldugu kanitlanmistir, ancak test farkl: tiirdeki karbapenemazlar ayirt etmemektedir. Bu
testin bir diger Oonemli dezavantaji ise sonuglarin okunmasi i¢in en az sekiz saat

inkiibasyon siiresine ihtiya¢ duyulmasidir.

Bu c¢aligmada hastanemizde ilk kez KPC pozitif K. pneumoniae susu izole
edilmistir. KPC pozitif K. pneumoniae ile kolonize olan 13 yasinda erkek ¢ocuk olan
hasta, hastanemizde yedi yildr RYBU’de yatmaktadir. Bu hasta yurt disinda veya
Tiirkiye’de baska herhamgi bir hastaneye yatirilmamistir. Geriye yonelik olarak hasta
bilgilerine bakildiginda, uzun stireli yatiga ve antibiyotik kullanimina bagli olarak VRE'
de dahil olmak Uzere ¢ok ilaca direncli bakterilerle donem dénem kolonize oldugu
gozlenmistir. KPC pozitif K. pneumoniae izolatlarinin bildirimi tilkemizde birkag
raporla smirhidir [119] Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi'nin (ECDC)
Avrupa Antimikrobiyal Direnci Gozetim Agi (EARS-Net) verilerine gore [79],
Turkiye'de KPC pozitif K.pneumoniae epidemiyolojisi 2013'te 2b evresinden (sporadik

hastane salginlar1) 2015'de 0 evresine gerilemistir.

K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) lreten Enterobakteriler Avrupa'da halen en
genis yayilima sahip iken OXA-48-lreten enterik bakterilerde giderek artan bir oranda
yayilim gostermektedir. KPC ve OXA-48-lreten enterik bakterilerin dagilimi tilkelere
gore degiskenlik gostermektedir. Yunanistan’da KPC Ureten enterik bakteriler daha

yaygin iken OXA-48 Uretenler ise nadir olarak saptanmaktadir. Bunun aksine, Malta’da
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OXA-48 beta laktamazi sentezleyen enterik bakteriler daha yaygin olarak goriilmektedir
[81].

Cakar A. ve arkadaslar1 [80] tarafindan yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada
Tiirkiye’nin degisik bolgelerindeki merkezlerden izole edilen E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda karbapenemaz varligin1 ve enzim tipleri belirlenmistir. Karbapenemlere
direngli izolatlarin %86.5'inin K. pneumoniae, %13.5"1 ise E. coli olarak tespit
edilmistir. Yine bu c¢alismada izolatlarin sentezledigi enzim tipi dagilimlar
incelendiginde; OXA-48: %84.6; NDM: %6.3; VIM: %2.8 ve IMP: %1.4 oraninda
saptanirken, iki enzime sahip izolatlarin orani; OXA-48 + NDM: %2.1, OXA-48+VIM:
%2.1: VIM+NDM: 9%0.7 olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada KPC enzimi
gozlenmemistir. Sonuglar ¢alismamizdan farkli olmasina ragmen OXA-48 enzimini
tireten K.pneumoniae tiim ¢alismalarda halen en yaygin bakteridir (Istatistiksel olarak

anlamli p <0.05).

Bir diger sasirtici sonug ise OXA-48+NDM enzim kombinasyonunu tasiyan
izolatlarin oranim %35.7 olarak tespit etmemizdir. Iki enzimi birlikte tasiyan suslarin
bir tanesi E. coli iken, digerleri (34 sus) K. pneumoniae dir. Cakar A. ve ark. tarafindan
yapilan ¢ok merkezli bir g¢alismada iki enzimin kombinasyonu %5' ten disilik
bulunmustur [80]. Hastanemizde gozledigimiz bu artis, lilkemizde diger merkezlerde de
iki enzimi birden sentezleyen sus sayisinin giderek yayilacagi endisesini yaratmaktadir.
Ulkemizdeki bGtin merkezlerin slrveyans calismalar1 ile giincel durumlarim
belirlemeleri, direngli suslarin yayilimmninin Onlenmesi i¢in son derece 0Onem
tasimaktadir. Carrér ve ark. [120] hastanemizde 2006 Mayis-2007 Ocak tarihleri
arasinda, OXA-48 lreten K. pneumoniae izolatlarinin neden oldugu bir salgin
bildirmiglerdir. OXA-48 geni pozitif bulunan ilk E. coli ve C. freundii izolatlar1 da
tilkemizden bildirilmistir [2-3, 74]. Biitiin bu ¢aligmalar ve son yapilan bu ¢alisma ile
OXA-48 dureticisi K. pneumoniae izolatlarinin hastanemizde endemik hale gectigini

gOstermektedir.

Uzun bir dénem boyunca OXA-48 bildirimleri sadece Tiirkiye’den yapilmigken,
gunumiizde Giney Akdeniz tlkeleri, Hindistan, Almanya, Avustralya, Amerika, Orta
Dogu, ve Kuzey Afrika tilkeleri de dahil olmak tizere OXA-48 pozitif izolatlar diinyanin
her tarafindan bildirilmektedir [124]. Istanbul’da Cizmeci ve arkadaslar1 [124]

tarafindan 2017 yilinda yapilan bir bildirimde K. pneumoniae (n=75) izolatlarinin 52’si
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OXA-48, 17°si NDM-1, ikisi VIM-5 pozitif olarak bulunmustur. Iki izolatta OXA-48 ve
NDM-1 birlikte saptanmustir. izolatlar poliklonal dagilm gdstermis ve 19 izolat

kolistine diren¢li bulunmustur.

Karbapenemaz Ureten bakterilerin kiiresel yayilimi, uluslararasi saglik otoriteleri
tarafindan kritik bir halk saglig1 sorunu olarak vurgulanmistir. Su anda Kuzey Amerika
ve Avrupa enfeksiyon kontrol kilavuzlarinda 6nerilen bu yayilimin énlenmesi, CRE ile
kolonizasyonun dogru ve hizli bir sekilde tamimlanmasi icerir [74], [138]. Rektal
stititirtintii 6rneklerinde CRE’nin saptanmasi i¢in farkli yontemler kullanilmistir; bunlar
arasinda, belirli kromojenik ortam ile kuiltlr ve in-house ve ticari molekiler testler
(Cepheid Xpert Carba-R assay, Check-Direct CPE) bulunmaktadir [126]. Kiiltiir bazli
yontemler, ortamin bilesimi ve hedeflenen karbapenemazlara (6rn., KPC, VIM, NDM,
IMP veya OXA-48 enzimleri) bagh olarak duyarlilik ve 6zgiilliik sorunlari ile siirlidir,
uremeleri igin 24 ile 48 saat gerekir ve fenotipik ve/veya molekiler yontemlerle
dogrulama ihtiyaci vardir. Ayrica, kiiltiir yontemlerinin dogrulugu yiliksek oranda orta
formulasyona (besiyeri tipi ve antibiyotik desteginin konsantrasyonu) bagli oldugundan,
karbapenemaz enzimlerinin artan ¢esitliligi ve degisken ifadeleri, kiiltiir yontemlerinin
duyarliligin1 etkilemektedir. Ek olarak, rektal veya perirektal strintu 6rneklerindeki
bakteriyel yiik ayrica kiiltiir bazli testlerin dogrulugunu da etkiler [127], [128]. Bu
nedenlerle, molekiiler testler gelistirilmis ve bu simirlamalarin ¢cogunun iistesinden
geldigi iddia edilmistir [129]. Bu molekiler deneyler, multipleks-PCR-esasli analizler,
izotermal amplifikasyon (LAMP) bazli deneyler ve mikrodizi bazli analizleri icerir. Bu
analizlerin bazilar1 sadece iy1 karakterize edilmis bir CRE koleksiyonu kullanilarak
gerceklestirilmis, klinik oOrneklerle ve/veya ¢ok bolgeli bir yaklasimla birlikte
degerlendirilmistir [145 - 147].

CRE’nin  dogru ve zamaninda tespiti, uygun hasta yonetimi ve enfeksiyon
kontrol Onlemlerinin hizla uygulanmasi i¢in kritik Oneme sahiptir.  Bakteriyel
kolonilerden veya klinik 6rneklerden direkt olarak direng genlerini tanimlamak igin
klasik yontemler disinda Cepheid Xpert Carba-R assay, Check-Direct CPE (CDCPE)
testi gibi farkli molekiiler analizler karbapenemaz iireten organizmalar1 saptamak {izere
gelistirilmis gercek zamanli ticari bir multipleks (blakrc, blaoxa-as, blavimmnom)
testleridir. I¢ ekstraksiyon ve inhibisyon kontrolii olan bu test kiti ile blakec, blanom,

blaviv ve blanom genleri tek bir reaksiyon tlplnde tespit edilebilmektedir. Ancak
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blaviv ve blanom ayni florokrom (VIC) tarafindan tespit edilir ve ayirt edilemezler. Test
stresi  stresi 3 saattir (1 saat ekstraksiyon ve 2 saat RT-PCR). Bu yontemlerin ¢ogu

nadiren ¢ok merkezli klinik ¢caligmalarda dogrulanmistir.

Bu tez calismasinda, klasik PCR ve Real Time PCR testlerini karsilastirarak,
kiiltiir yontemlerine gerek kalmadan rektal siiriintii 6rneklerinden hastanemizde yaygin
olan karbapenemaz tiplerininin belirlenmesinde hangi yontemin kullanilmas gerekliligi
ile On bilgilere ulasmak ve Real Time PCR testlerinin tarama yontemi olarak analitik
performansin1 saptamak, hedeflerden digerini olusturmaktaydi. Bu calismada, Real-
Time PCR yontemi ile blakpc, blanomnvim Ve blaoxa-4s genlerinin saptanmasi icin
“Check-Direct CPE” kiti kullanildi ve 98 izolat i¢in performansi klasik PCR yOntemi ile
degerlendirildi.

Ancak tez biitgesinin yeterli olmamasi nedeniyle, Real time PCR testi direkt
olarak rektal siirtintii veye digki 6rneklerine uygulanamamus, test, kiiltirde CRE oldugu
tespit edilen suslara uygulanabilmis, klasik PCR ve Real time PCR sonuglari
karsilastirilmistir. CDCPE'nin analitik performansi, CDCPE ile elde edilen sonuglarin,
referans olarak alinan segtirici besiyerlerinde lireyen kolonilerden, direng genleri klasik

PCR testi ile dogrulanmis ve sonuclar degerlendirilmistir.

Birgok c¢alismada, CDCPE ile klasik PCR testi veya diger ticari testlerin
karsilagtirilmasinda benzer sonuglar bildirilmistir. Lund ve arkadaslar1 [131] bakteriyel
kolonilerinden ve dogrudan diski drneklerinden, IMP, NDM, VIM, KPC ve OXA-48
karbapenemaz genlerini saptamak icin laboratuvarda kendileri real-time PCR yontemi
gelistirmislerdir. Yontem, bir tipte NDM, VIM ve IMP genleri, digerinde OXA-48 ve
KPC genleri bulunan iki tiipte gerceklestirilen bir multipleks PCR'dir. Ozellikle VIM ve
IMP genlerinin tiim varyantlarin1 kapsayacak sekilde diizenlenmis primerler ve
problararagmen, PCR reaksiyonlarmin etkinligi %95-100 arasinda bulunmustur. Disk1
orneklerine farkli konsantrasyonlarda karbapenemaz {ireten suslar ile eklenmis ve hem
PCR hem de geleneksel kiiltiir ile analiz edilmistir. PCR analizinin duyarliligi 100 ila
10,000 cfu/ml arasinda degismistir.

Amerika’da, A. Lau ve ark. [132] tarafindan yapalaan caligma gore; direkt
olarak 301 peri-rektal siiriintiiden test uygulanmis, dokuz sus KPC pozitif olarak
bulunmus duyarlilik 100, 6zgiilliik, %88 olarak bildirilmistir.
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Huang ve ark. [133] Belcika’da blaoxa-4s yayginligini saptamak icin, dort
hastanede direkt olarak 394 rektal suruntl Orneklerinde kromojenik CRE selektif
sectirici kultirle Check-Direct CPE multiplex PCR testini (CDCPE) karsilastiran bir
calisma yapmislardir. CDCPE'nin duyarliligi, 6zgiilliigii ve negatif prediktif degeri
sirasiyla %100, %94 ve %100 olarak bulunmustur. %35.3 yalanci pozitif sonugla ilgili
olarak mikrobiyolojik 0Oykiyt incelediklerinde, bes hastada karbapenemaz (reten
bakterilerle daha 6nce kolonize oldugu gozlenmis ve bir drnekte glcli bir VIM/NDM
sinyali (Ct = 22.17) elde edilmistir. Kiltiirde P. aeruginosa kolonilerinin remesi,
sinyalin bu bakteriden olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayn1 ¢aligmada testin VIM ve
NDM ayiriminin yapilamamasinin epidemiyolojik olarak 6nemli olabilecegine ve bu
sorunun diger platformlara (CFX96, Bio-Rad veya BD MAX sistemi, BD Molecular)
uyarlanmis bagka bir CDCPE versiyonu kullanilarak c¢oziimlenebilecegine dikkat
¢ekmislerdir. Bunlarin disinda tespit edilen OXA-48 benzeri genlerin rutin olarak
kalturd yapilamayan bagirsak mikrobiyotasinda bulunan diger bakterierden (6rn.
Shewanella spp.) kaynaklanabilecegine, hedeflenen bakterilerde yanlis pozitifliklere
neden olabilecegine vurgu yapmislardir [134]. Salgin analizlerinde, rektal siiriintii veya
disk1 orneklerinden yapilan direkt Real time PCR testlerinde yazarlarin belirttigi bu
konular son derece Onemlidir, aksi takdirde gercek salgin analizlerinde yanlis
degerlendirmelere ve wverilerin gercegi yansitmamasina neden olabilecektir. Bu
calismada da klasik PCR testi kullanilmasaydi, karbapenemaz pozitifliginin NDM veya
VIM genlerinden hangisinden kaynaklandigi belirlenemeyecekti. Klasik PCR ile
hastanemizde NDM pozitif sus sayisinda bir artis oldugu goriilmektedir, ancak VIM

gibi diger enzimlerin ayiriminin da dogru yapilmast 6nemlidir.

Lau ve arkadaslar1 [146] 258 hastadan 301 perirektal siiriintii 6rneginde direkt
olarak Check-Direct CPE multiplex PCR testini kullanarak blakec, blanomnviv, Ve
blaOXA-48 genlerini aragtirmiglar ve testin klinik performansini degerlendirmislerdir.
Testin sensitivitesi KPC suglart i¢in %100, spesifisitesi %88 olarak bulunmustur.
Yazarlar ayn1 zamanda test maliyetlerini de karsilastirmislardir. Kiiltlir yontemlerinin
maliyetini negatif kalturler icin 3-8 dolar, pozitif kultirler icin 14-18 dolar, Check-
Direct CPE i¢in ekstraksiyon da dahil tiim 6rnekler i¢in 24 dolar olarak belirlemislerdir.
CDCPE testinin uygulanma siiresini 3.5 saat olarak bildirmislerdir. Orneklerin tcli
veya besli havuzlayarak PCR testi maliyetinin azaltilabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.

Rutin uygulamalar i¢in ticari olarak piyasada bulunan kit secimi yapilirken, bolgesel
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olarak giincel yaygin olan karbapenemaz tipleri ve gelecekte olast degisimler de dikkate
alinarak yapilmalidir. Se¢im yapilirken; test kitinin o bdlgede yaygin olan genleri ve
tiirevlerini kapsamasi yani sira is hacmi ve akislariyla birlikte maliyet etkinligi de

dikkat alinmalidir.

Rosner ve arkadaslar1 [135] 80 iyi karakterize edilmis MDR-Gram negatif
susunda, karbapenemaz genlerinin saptanmasi ve tiplendirilmesi i¢in ticari olarak temin
edilebilen iki molekuler analizin (CDCPE ve AID line probe testinin) tanisal
guvenilirligini karsilastirmislardir. Testler, karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae'yi
(CPE) %97.7 duyarlilikla tespit ederek, oldukca giivenilir olarak bulunmustur, ancak
A. baumannii-kompleksi Uyelerinin analizi i¢in uygun olmadigi bildirilmistir.
Enterobacteriaceae'deki en yaygin karbapenemaz genlerinin dogrulanmasi ve
tiplendirilmesi icin her iki testin yapilmasi kolay ve hizli araglar oldugunu bildirmekle
birlikte, CDCPE'in kullaniminin daha kolay ve daha az teknolojik gereksinimleri olan
herhangi bir klinik mikrobiyoloji laboratuvart igin uygulanmasinin  miimkiin

olabilecegini vurgulamiglardir.

Smiljanic ve arkadaglari [136], kendilerinin gelistirdigi in house multipleks PCR
ile RT-PCR testinin (CDCPE) performansi karsilagtirmiglardir. 116 karbapeneme
direncli Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlatinda blakpc,
blavim, blanom veya blaoxa genleri arastirilmistir. Her iki testle de KPC, VIM ve NDM
genleri dogru olarak tespit edilmistir. In-house RT-PCR, OXA genlerinin %79’ unu,
CDCPE ise %43.3’linii tespit etmistir. In-house PCR, kan kiiltiirii siselerinden direkt
olarak genleri tespit etmis ve erime egrisi analizleri ile OXA tipleri (23-like and 48-like)
basarili bir sekilde belirlenmistir. Bununla birlikte, yazarlar her iki analizde de ¢esitli
OXA genlerinin yetersiz olarak tespit edildigini bildirmislerdir. In house RT-PCR
yontemi ile Enterobacteriaceae ve A. baumannii izolatlarinda OXA tipi genlerin

bliylik bir cogunlugununun tespit edildigi agiklanmistir.

Smif D B-laktamazlar i¢cinde bulunan c¢esitli enzimler karbapenemleri hidrolize
eder. Bu varyantlar OXA-48'den bir ile bes amino asit degisikligi ve/veya dort amino
asit delesyonu ile farklilik gosterir ki bu da modifiye B-laktam hidroliz spektrumu ile
sonuglanir. Gunumuze kadar karbapenemleri inaktive eden bu enzimlerin (OXA-23,
OXA-40, OXA-58, OXA-143) biiyiik bir ¢ogunlugu Acinetobacter spp. turlerinde
bulunan izolatlardan bildirilirken, OXA-48 enzimi ve tirevleri Enterobacteriaceae
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ailesinde bulunan tiirlerde tespit edilmistir. Son yillarda OXA-48 enziminden koken
alan diger tirevler;, OXA 162 K. pneumoniae’da, OXA-163 K. pneumoniae ve E.
cloacaeve OXA-247,K. pneumoniae izolatlarinda Arjantin’den, OXA-181 K.
pneumonia’da Hindistan’dan, OXA-204 K. pneumoniae’da Kuzey Afrika’dan, OXA-
244, OXA-245 ve OXA-405 K. pneumoniae’da Ispanya’dan, OXA-247, K.
pneumoniae’da Arjantin’den, OXA-370 Enterobacter hormaechei’da Brezilya’dan

bildirilmistir. Ulkemizde bu tiirevlerle ilgili bir bildirim bulunmamaktadir [125].

J. Findlay ve arkadaslar1 [137] piyasada bulunan (¢ ticari Kiti kiti (CDCPE Kit,
eazy plex Super Bug complete A kit ve Xpert Carba-R kit) kullanarak sonuglarini
karsilagtirmiglardir. Uyumsuz sonug saptanmasi durumunda in-house PCR ve dizileme
ile mevcut olan karbapenemazlar ayrica belirlediklerini rapor etmislerdir. Calismada
toplam 450 (438 Enterobacteriaceae, 12 Pseudomonas spp.) izolat ile galisilmis ve ti¢
kitin hepsi KPC, VIM, NDM ve Kklasik OXA-48 karbapenemazlari dogru olarak
saptamistir.  Ancak OXA-181 varyant (n=18) Xpert Carba-R kit veya the eazy plex
SuperBug complete A kit ile tespit edilememis, yalniz Check-Direct CPE assay tespit
edebilmistir. Yine ti¢ kitten yalmiz Xpert Carba-R kit IMP karbapenemazlar1 tespit
edebilmistir. Arastiricilar bu testlerle yanlis pozitiflik olmadigini, ticari analiz
kitlerinin, klinik olarak anlamli karbapenemazlarla bakterileri tespit etmek i¢in giivenilir
bir yol sunmakla birlikte, bazi testlerin OXA-48 benzeri karbapenemazlarin
duyarliligini en st diizeye ¢ikarmak i¢in kapsaminin genigletilmesi gerektigini

bildirmislerdirler.

Calismada kullanilan CDCPE Kiti ile, OXA-48 ile birlikte 162, 163, 181, 204,
232, 244, 245, 247 ve 370 tiirevlerinin de saptanabilecegi test prosediiriinde iiretici
firma tarafindan bildirilmektedir. Bu test ¢alismasinda, OXA-48 tirevlerini saptamak
amaciyla 98 izolattan farkli turlerden sahip olduklari diger karbapenemazlarda
dikkatae alinarak rastgele olarak secilen dokuz izolata dizileme yapilmis, ancak OXA-
48 tiirevleri saptanmamistir. Aslinda OXA-48 geni bulunan tim izolatlar igin
dizilemenin yapilmasi ile daha gerceke¢i sonuglara ulasilmast miimkiin olabilirdi, ancak
tezin bitcesi bu maliyeti karsilayamayacagi i¢in tim OXA-48 pozitif suslara dizileme
yontemim uygulanamamis olmasi veri kisitlamasma neden olmustur. Ileride baska
projeler ile destek alinrak bu eksiklik giderilmeye g¢alisilacaktir. Bu projelerde MLST

analizlerinin yapilmasi ile hastanemizde yaygin olan klonlar hakkinda bilgi sahibi
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olunabilecektir. KPC pozitif bulunan izolata da MLST analizi uygulanabilseydi, susun
epidemiyolojik iligkisi hakkinda bilgi sahibi olunabilirdi, biitiin bunlar bu tez

calismasinin eksiklikleridir.

Ulkemizde yogun bakim iinitelerinde CRE kolonizasyonunu belirlemek igin
yapilmis ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Istanbul'da yapilan bir arastirmada
karbapenemlere duyarli olmayan bakterilerin %81'i K. pneumoniae, %19'u E. cloacae
olarak bildirilmistir [138]. Istanbul’da Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Arastirma
Hastanesi'nde Ocak 2015-Aralik 2017 tarihleri arasinda, eriskin YBU’nde yatan
hastalar, aktif slrveyans yontemi ile hastane enfeksiyonlar ag¢isindan izlenmis, K.
pneumoniae (%11), Acinetobacter baumannii (%46) ile gelisen enfeksiyonlardan sonra

ikinci olarak en sik saptanan etken olarak bildirilmistir [139].

Bu tez ¢alismasinda, en yiiksek CRE kolonizasyon orani, ¢alisma déneminde
gonderilen tim diski veya rektal sdrlntulerin %56'lik kolonizasyon yiizdesiyle
RAYB'de gozlemlenmistir. Bu {initede, CRE izolatlarinin yaklasik yarisinda (%49)
blaoxa-4g geni, %42'sinde blaoxa-4s Ve blanpm-1 birlikte, %7'sinde blanpm-1 Ve bir sus
blakpc barindirtyordu. RAYB'de, CRE izolatlarinin %91'inin tek basina ya da blanpm-1

ile birlikte blaoxa-ag benzeri gene sahip oldugu gozlendi.

KDCYB'den sadece bes CRE K. pneumoniae kolonizasyonu saptanmasina
ragmen, bu {inite, c¢alisma donemi boyunca gonderilen tim digki veya rektal
stirlintiilerin %41'lik CRE kolonizasyon yiizdesine sahip olmak suretiyle, ikinci sirada
kabul edilmistir. Bu iinitede, CRE izolatlarinin %80'i hem blaoxa-4s benzeri hem de
blanom-1, % 20'si ise sadece blaoxa-sg benzeri gen barindiriyordu. KDCYB'de tiim CRE
izolatlarmin tek basina ya da blanpm-1 ile birlikte blaoxa-4g benzeri gene sahip oldugu

belirlendi.

ACYB finitesi CRE kolonizasyonu siklig1 agisindan {igiincii sirada yer almistir.
Calisma donemi boyunca gonderilen tiim diskr veya rektal siiriintiilerin %40°’inda CRE
kolonizasyonu saptandi. CRE izolatlarinin %74'i blaoxa-4s geni barindirtyordu, bunu %
26’lik bir oranla hem blaoxa4s benzeri hem de blanpm-1barindiran CRE izolatlar takip
ediyordu. ACYB iinitesinde tiim CRE izolatlarinin tek basina ya da blanpm-1 ile birlikte
blaoxa-4g genine sahip oldugu belirlendi.

CYB iinitesi CRE kolonizasyonu agisinda dordiincli sirada bulunuyordu.

Calisma donemi boyunca gonderilen tiim digk1 veya rektal siirtintiilerin %19’tinde CRE
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kolonizasyonu saptandi., CRE izolatlarinin %67'si blaoxa-4g geni, %33'U hem blaoxa-s
hem de blanom-1 barindirtyordu. CYB'de, tim CRE izolatlarinin tek basina ya da

blanom-1 ile birlikte blaoxa-ag benzeri gene sahip oldugu gézlendi.

Bu siradaki son iinite, ¢alisma donemi boyunca gonderilen tiim digki veya rektal
stirintiilerin %17’lik kolonizasyon yiizdesi ile YDYB idi. Bu iinitede, CRE'nin % 42'si
blaoxa-4s geni barindirtyordu, hem blaoxa4s hem de blanpom-1 i¢in %32 ve sadece
blanpm-1 i¢in %26 izolatta saptandi. YDYB'de, CRE izolatlarinin %74"{iniin tek basina

ya da blanpm-1 ile birlikte blaoxa-as i gene sahip oldugu belirlendi.

Budak ve arkadaslar1 [140] tarafindan yapilan bir ¢alismada (Temmuz 2009-
Aralik 2010) yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin klinik 6rneklerinden izole
edilen karbapenemlere direngli bakterilerin %22’sini K. pneumoniae, %3’ini E. coli
olarak saptamuslardir. invazif alet kullanimi, parenteral beslenme, hastanede yatis
stresinin uzun olmasi, GSBL ve ¢ogul direngli Enterobacteriaceae izolasyonunun
olmasi karbapenem direncinin gelismesi ic¢in risk faktorleri olarak tanimlamislardir.
Calismalarinda karbapenemlere direngli bakterilerle gelisen enfeksiyonlarda mortalite

oranini %60 olarak bildirmislerdir.

McConville ve arkadaslar1 [141] tarafindan bildirilen bir ¢aligmada, 338 yogun
bakim iinitesi hastasinin %28’inin sefalosporinlere direncli enterik bakteriler veya CRE
ile kolonize oldugu ifade edilmistir. Swaminathan ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir
baska ¢aligmada ise, yogun bakim, medikal-cerrahi ve akut rehabilitasyon unitelerinde
yatan tlim hastalar dahil tarama yapilmis ve CRE prevelans1 %5.4 olarak bildirilmistir.
Yapilan c¢esitli c¢aligmalarda CRE ile kolonizasyon oram1i % 5.4-22.9 arasinda
degismektedir [142]. Bu ¢alisma sonuglari ile kiyaslandiginda oranlarimizin oldukga

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Calisma sonuclart degerlendirildiginde, 2016 yilina kiyasla, OXA-48 tipi
karbapenemaz enziminin hala hastanemizde en baskin karbapenemaz oldugu, ancak
blanom-1 Ve Dblaoxa-4s genlerinin birlikte tasiyan sus oraninda artis oldugu tespit
edilmistir. 2016 yilinda istanbul Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir tez ¢alismasinda [143],
108 klinik ornekten izole edilen 94 CRE susunun 79’u K. pneumoniae, sekizi E. coli,
altist Enterobacter aerogenes ve birisi Serratia marcescens olarak tanimlanmustir.
OXA-48 direng geni 74 (%78,7) susta saptanirken, NDM pozitifligi ise sadece dokuz
(%9,5) susta saptanmistir, iki susta ise OXA-48 ve NDM birlikteligi saptanmistir. Bu
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caligma ile kiyaslandiginda CRE-K. pneumoniae hala hastanemizde saptanan en yaygin
tdr olarak yerini korumakla birlikte, NDM genini tek basina (%7) ve OXA-48+NDM

genlerini birlikte tasiyan sus sayisinda (%35) 6nemli bir artis oldugu gézlenmektedir.

Ulkemizde yapilan diger ¢alismalara bakildiginda, Giidiiciioglu ve arkadaslari
[144] bir {iniversite hastanesinin iki yogun bakim tinitesinde, sekiz hastadan izole edilen
ardisik dokuz pan-drug-K. pneumoniae suslari ile olusan bir salgin bildirmislerdir.
PFGE ve MLST yontemleri ile yapilan genotipleme calismalarinda, altt hastanin yedi
susundan olusan baskin bir CR-K. pneumoniae klonunu gostermislerdir. Bu suslar,
uluslararasi yiiksek riskli bir klon olan ST11 tipindeydi. Suslar kolistin de dahil olmak
lizere tlim antimikrobiyallere karst direncli, NDM-1 ve OXA-48 karbapenemazlar igin
pozitif, fakat plazmit kaynakli kolistin diren¢ genleri i¢in negatif olarak bulunmustur.
Bir hastada kolonizasyon saptadiklarini ve bes hastanin, ortalama 12 giin iginde
enfeksiyon nedeniyle 6ldiiglinii bildirmislerdir. Salgin analizinde higbir ¢evresel veya
personel bagi kurulamadigini, salgmmi enfeksiyon kontrol oOnlemlerini arttirarak

durdurduklarini ifade etmislerdir.

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada yogun bakim {initesine yatirilan hastalarda
CRE ile kolonizasyon oran1 %6.6 (8/122) olarak gdzlenmistir. YBU hastalar1 arasinda
CRE'nin kolonizasyonu 4. giinde (% 22) 1. giine (% 11) gore anlamli olarak yiiksek (p
degeri 0.002) bulunmustur. Tespit edilen karbapenemaz genleri, NDM-1, OXA-48,
181, KPC olarak bildirilmis, NDM-1 en baskin karbapenemaz tipi olarak tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmada 50 CRE izolatnin %16’s1 meropeneme ve imipeneme
(MIK<1 mg/L) duyarli, biitiin suslar kolistin ve tigesikline duyarli bulunmustur. CRE
tastyiciligt icin; yogun bakimda kalig siiresi, ventilator ve aminoglikozitlerin kullanimi
iligkili risk faktorleri olarak bildirilmistir [145].

Iki Iran iiniversite hastanesinde 95 hastadan alman rektal siiriintii 6rneklerinde
CRE taramasi Chrom-agar ve MacConkey agar kullanilarak gerceklestirilmistir.
Karbapenemaz kodlayan genleri tespit etmek igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanilmigtir. Hastanede yatan hastalarda CRE ile kolonizasyon oran1 %37.9 olarak
bulunmugtur.  Toplamda 54 CRE izolati tanimlanmis ve  bunlarm 47'sinde
karbapenemaz Uretimi pozitif olarak tespit edilmistir. On bes hasta ¢oklu CRE izolatlar
ile kolonize olarak bulunmustur. CRE tasiyiciliginda; yogun bakim {initesinde yatmis

olma, antibiyotik maruziyeti ve mekanik ventilasyon i¢ 6nemli risk faktoru olarak tespit
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edilmistir. OXA-48 en sik goriilen karbapenemazken, bunu NDM-1 ve NDM-7
izlemistir. Onbir susta NDM-1 ve OXA-48, alt1 susta NDM-7 ve OXA-48 birlikte tespit
edilmistir. KPC, GES, IMP veya VIM genleri saptanmamustir [146].

Fransa’da, karbapenemaz epidemiyolojisine yonelik bir ¢alismada, 1485 izolat
test edilmis. ve 341 tanesi (%22,9) CRE olarak bulunmustur. CRE izolatlarinin %66's1
K. pneumoniae, %24'U E. coli ve %10'u E. cloacae olarak bildirilmistir. Bu izolatlarda
en sik goriilen enzim tipi %75,4’liikk oranla OXA-48 benzeri olarak belirlenmis ve bunu
sirastyla KPC (%11.4), NDM (%7.9), VIM (%4.7), IMI (0.6 %) ve bir sus (K.
pneumoniae) OXA-48 benzeri+NDM (% 0.3) tipi karbapenemazlar izlemistir. Bunlarin
hastane enfeksiyon geg¢isi net belirlenememis olup, toplum kdkenli yayilimin muhtemel

olabilecegi ¢alismada ifade edilmistir [147].

Polonya’da yapilan bir g¢alismada, NDM pozitif izolatlar agisindan endemik
tilkeler iginde olmamasina ragmen, 2012-14'te 40 hastanede Poznan ve Varsova'da 10
poliklinik ve 1 bakim evi, tamimlanan NDM pozitif Enterobacteriaceae ile 374
enfeksiyon/kolonizasyon vakasindan 370 vaka, Klebsiella pneumoniae salgini ile iligkili
bulunmustur. K. pneumoniae ST11'in salgin susu, Cek Cumhuriyeti'nden 2013 yilina
kadar tanimlanan bir izolatla benzer bulunmustur. Cek susunda oldugu gibi, izolatlarin
cogu, bir blanom'yi paylasan, farkli biiytikliikteki IncFII- ve IncR-tipi plazmitlerine
sahip olarak bildirilmistir [148]. 2013 yilinda {i¢ diger NDM vakasi rapor edilmis;
bunlardan ii¢cli Karadag, Hindistan veya Afganistan'dan gelenlerle iligkili bulunmustur.
Hint orijinli Escherichia coli ST448 NDM-5 izolati, daha dnce Polonya ve Fransa'da
(sirasiyla Kongo ve Hint kokenli) E. coli suslarinda goézlemlenen blanom genetik
baglami dahil olmak iizere, Ispanya'dan alinan yeni bir izolatla benzerlik gdstermistir
[149]. Afgan orijinli Proteus mirabilis, bu tirin bir kromozomal blanpm-1 lokasyonu
olan ikinci izolat1 olarak tespit edilmistir [148]. Bu ¢alisma NDM genlerinin diinya
tizerinde kiiresel olarak nasil yayildigini gostermesi agisindan iyi bir 6rnek olarak kabul
edilebilir.

Tiirkiye’de de NDM pozitif suslarin yayilim kaynaklarin1 gosterecek ¢ok
merkezli ve ileri diizeyde molekiiler caligmalara ihtiyag bulunmaktadir. Klonal
iligkilerin boyutlarinin gosterilmesi, yayilim zincirlerinin kirilmasi enfeksiyon kontrol

onlemleri agisindan ilk basamak olarak 6nem tagimaktadir [84], [148].



71

Israil’de yapilan bir ¢alisma goglerin dnemini gostermesi agisindan carpict bir
ornek calismadir. Bu calisma iki asamali olarak gerceklestirilmis ve karbapenemaz
tiplerindeki farkliliklara dikkat cekilmistir. Ilk gdzlemde CRE tastyicihign yaygimlig
184/1147 (% 16) olarak bulunmus ve biitiin izolatlar KPC-K. pneumoniae olarak
belirlenirken, ikinci ¢caligmada CRE tasiyiciligi yayginlhigr 127/1287 (% 9,9) olarak
tespit edilmistir. Bu izolatlarin 113" (% 89) KPC-K.pneumoniae, dokuzu (% 7) diger
KPC fiireten tiirler ve besi (%4) NDM ve OXA-48 iireten CRE olarak saptanmistir
(sirasiyla n = 1 ve 4). ST258 klonu tarafindan temsil edilen KPC-KP populasyonunun
orani, 2008 yilinda 120/184 (%65) iken, 2013 yilinda 91/113 (%80) olmustur. KPC
enzimi CRE tastyicilarinin %58'inde (71/122) tespit edilmistir. 2013 ¢alismasinda,
edinim kaynagi PACH'in kendisi olarak belirlenmistir. Dort OXA-48 CRE'nin tamami
ya dogrudan ya da dolayli olarak Filistin YOnetimi ya da Suriye'den gelen hastalardan
elde edilmistir. Israilli akut bakim sonrasi hastanelerde (PACH) CRE prevalansinin
azalmasina ve yeni CRE tiplerinin ortaya ¢ikmasina ragmen, KPC-KP ST258 klonu
temsil edilen baskin klon olarak kaldig1 ¢alismada vurgulanmaktadir [150]. Ulkemiz de
son zamanlarda basta Suriye olmak iizere biiyiik gé¢ almaktadir. Saglikli olanlarin ve
hastaneye yatirilarak tedavi edilen hastalarin CRE ile kolonizasyon durumlar1 hakkinda
bilgi bulunmamaktadir. Siirveyans calismalarinin yapilmasinin gerekliligi ortadadir,
genis ¢apl ve diizenli olarak siirveyans ¢aligmalarin1 gergeklestirilmesi halk sagliginin

korunmasi acisindan son derece onemlidir.
Sonug

. Bu c¢alismada, yogun bakim iinitelerimizdeki Gram negatif bakteriyel patojenlerde
karbapenemaz direncini tanimlamak ve karakterize etmek igin ¢esitli fenotip ve genotip

bazli tekniklerin uygulanmasini amaglamstir.

. Aragtirmamizda en duyarli ve 6zgiil fenotip olan (KDM), sadece KPC ve MBL tipi
karbapenemazlari saptamak yararli oldugu bulunmus, ancak TUrkiye'de en yaygin olan
OXA-48 tipi karbapemeazin 6zgiil olarak saptanmasi igin faydali bulunmamistir. KiM,
CRE izolatlarimin tespiti i¢in yeni bir testtir ancak duyarliligmi ve ozgiilliiglini
saptamak i¢in daha fazla susun kullanildig1 bir aragtirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. EK

olarak, karbapenemaz tiirleri arasinda ayirimi saglamamaktadir.

MHT duyarliligi %98 idi, ancak test 6zgiil degildir, sadece karbapenemaz Uretimini test

etmek igin kullanilabilir, karbapenemaz tipi hakkinda bilgi vermemektedir.
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. BCT dogrulayici test olarak da kullanilabilir, ancak OXA-48 benzeri enzimlere olan

duyarlilig1 orta derecelidir.

Check-Direct CPE ger¢ek zamanli PCR, hizli ve dogrudur, ancak Klasik ydntemlere
gbre daha pahalidir ve MBL tiirleri olan NDM ve VIM enzimleri arasinda ayirimi
saglamamaktadir. CRE taramalarinda hastanemizde giincel olarak farkli yogun bakim
tinitelerinden haftalik olarak yaklasik 40 rektal siirlintii alinmaktadir, sadece laboratuvar
testleri dikkate alinarak maliyet hesaplandiginda rutin tarama icin Check-Direct CPE
gercek zamanli PCR kullanimini Onermemekteyiz. Ancak hasta yatis zamanlari,
enfeksiyon kontrol 6nlemleri, mortalite ve morbidite oranlari, personel ve diger sarflar
da dikkate alinarak maliyet analizleri yapilirsa belki daha maliyet etkin olarak

bulunabilir. Hastane idarelerinin bu hesaplamalar1 yapmasi gereklidir.

Klasik PCR, karbapenamaz genlerinin tespiti i¢in altin standart yontemdir, ancak
nitelikli yetismis eleman ve alt yapiya ihtiya¢ duyar ve segilen ekstraksiyon yontemleri
onemlidir, standardize edilmis ekstraksiyon yontemlerinin se¢ilmis olmasi son derece
onemlidir, aksi takdirde yanlis negatiflikler veya pozitiflikler olabilir. Bunlarin diginda
insan teknik hatasi nedeniyle yanlis negatiflikler olasi ihtimali de bulunmaktadir.
Calismamizda bir kerede iki blaoxa-4s geni saptanmamistir, sonuglar tekrarlandiginda

hatal1 olarak sonuglarin negatif olarak belirlendigi tespit edilmistir.

CRE'nin ideal tespiti i¢in, ¢esitli fenotip ve genotip tabanl teknikler birlikte calisilarak
degerlendirilmelidir. Rektal siirlintii 6rneklerinde ii¢ kere {ist iiste negatif sonug¢ alinmasi
durumunda koloniazsyonun sonlandigr diisliniilebilir. Ancak unutulmamalidir ki yatis
stiresi uzadig1 zaman bu hastalar tekrar kolonize olabilir, hastalarin yatiglar1 boyunca

kolonizasyon agisindan siirveyans kiiltiirlerinin her hafta alinarak takip edilmesi gerekir.

. Hastanemizde bu protokollerin olusturulmasinin yani sira uygulamalarin da ¢ok siki
olarak gerceklestirlmesi gerekir. Bu c¢alisma sonuclarina bakildiginda hastanemizin
enfeksiyon kontrol uygulamalrinin yetersiz oldugu sonucuna ulasilmaktdir. Acil olarak

enfeksiyon kontrol énlemlerinin alinmasi gerekliligi ortadadir.

Oneriler

1. CRE enfeksiyonuna yatkin hastalarin erken teshisi i¢in risk altindaki hastalarin ya da

CRE ile kolonize hastalarin tanimlanmasi.
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CRE-pozitif hastalarin elektronik sistem ile izlenmesi hastanede Unite i¢i veya uniteler
arasinda nakillerde veya bagka bir hastanede yatislarinda gerekli 6nlemlerin alinmasi ve

izolasyon icin bilgi akisinin saglanmasi

Aktarimin 6nlenmesine yardimci olan (el hijyeni, elbise, eldiven, maske vb.) iceren
enfeksiyon kontrol Onlemlerine siki sikiya uyulmasi, egitimlerin diizenli olarak

yapilmasi ve uyumun arttirtlmasi

Coklu ilag direncinin prevalansimi azaltmak igin antimikrobiyal yo6netiminin

uygulanmasi ve uyumunun arttirtlmast.

Hemsireler ve temizlik elemanlar1 da dahil tiim YBU personeli igin enfeksiyon kontrol
onlemleri ve kolonize ve enfekte hastalarla ilgili hastane i¢i ve arasindaki iletisim
hakkinda egitim verilmesiKarbapenemaz enzimlerinin alt tiirlerini ve aktarimini tespit
etmek, salgin analizlerinde molekiiler yontemlerin (PFGE, MLST vd. ) kullanilmasinin
desteklenmesi ve alt yapi eksiklerinin tamamlanmasi, hastene enfeksiyonlarini
onlemeye yonelik calismalar i¢in ek biitcelerin olusturulmasi baslica onerilerimizin

arasinda bulunmaktadir.
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