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SIMGELER VE KISALTMALAR

CDC: U.S. Center for Disease Control and Prevention
CNPt-direkt: Karba NP direkt test
CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute

CPE: Karbapenemaz Ureten Enterobacterales (Carbapenemase-producing
Enterobacterales)

CR: Karbapenem direncli (Carbapenem-resistant)

CRE: Karbapenem Direngli Enterobacterales (Carbapenem-resistant
Enterobacterales)

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GSBL: Genisletilmis spektrumlu p-laktamaz

KAMHB: Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth

mCIM: Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

OXA-48 benzeri: Oksasilinaz-48 benzeri
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OXA-48 BENZERI KARBAPENEMAZ URETEN
ENTEROBACTERALES iZOLATLARINDA OXA-48
VARYANTLARININ ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Karbapeneme direngli Enterobacterales (CRE), smirli tedavi
secenekleri ve yiiksek mortalite nedeniyle kritik oncelikli patojenler olarak kabul
edilmektedir. Tirkiye, CRE ve OXA-48 benzeri karbapenemazlar i¢in endemik
bolgeler arasinda yer almaktadir. OXA-48 benzeri karbapenemazlar farkli fenotipik
ozellikleri ve diren¢ profilleri nedeniyle klinik laboratuvarlarda onemli tanisal
zorluklar yaratmaktadir. OXA-48 benzeri karbapenemazlar, kiiciik amino asit
degisiklikleri ile birbirinden farklilik gdsteren, su ana kadar tanimlanmis 60’dan fazla
varyant icermektedir. Bu g¢alismanin amaci, CRE izolatlarinda OXA-48 benzeri
karbapenemaz genlerinin oranini, OXA-48 varyantlarinin dagilimini, varyantlarin
diger antibiyotiklere ve karbapenemlere duyarlilik profilleri ve karbapenem MIK
diizeyleri arasindaki farklar1 arastirmaktir. Ayrica varyantlara gore tek ya da ikili
karbapenemaz iiretimi ve fenotipik karbapenemaz tespit yontemlerin duyarliliginin
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Ocak 2019-Aralik 2023 tarihleri arasinda ¢esitli klinik
orneklerden elde edilen 703 CRE izolat1 calismaya dahil edilmistir. Izolatlar VITEK®
MS sistemi (BioMerieux, Fransa) ile tanimlanmistir. Antibiyotik duyarhiliklar
VITEK® 2 COMPACT (BioMerieux, Fransa) ile belirlenmistir. Karbapenem direnci,
ertapenem, imipenem ve meropenemden en az birine direncli izolatlarda Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemiyle (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Kanada) dogrulanmis ve
EUCAST kriterlerine goére degerlendirilmistir. Karbapenemaz genleri, Biospeedy
Karbapenem Direnci qPCR kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak belirlenmistir. OXA-
48 benzeri karbapenemaz varyantlarinin tespiti i¢in dizi analizi gerceklestirilmigtir.
OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarina Karba NP direkt test ve mCIM
yapilmistir. Varyantlarda imipenem ve meropenem MIK degerleri s1vi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir.

Bulgular: Calismamizda, CRE izolatlarinin %52,3’{inde OXA-48 benzeri
karbapenemaz tespit edilmistir. Izolatlarin %17,2’sinde NDM ve %]12’sinde KPC
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karbapenemaz geni saptanmistir. K. pneumoniae, OXA-48 benzeri pozitif izolatlarin
%80,7'sini olusturan baskin tiir olmustur. OXA-48 benzeri karbapenemazlarin
%11,7'si diger karbapenemaz genleri ile birliktelik gostermektedir. Caligmamizda
tespit edilen OXA-48 varyantlar;; OXA-48/245 (%39,1), OXA-232 (%36,4), OXA-
181 (%17,6), OXA-244 (%5,1), OXA-162 (%]1,3) ve OXA-1200 (%0,2) olmustur. K.
pneumoniae izolatlarinda en sik OXA-48/245 ve OXA-232, E. coli izolatlarinda ise
OXA-232 tespit edilmistir. Diger karbapenemaz genleri ile en sik birliktelik gosteren
varyant OXA-48/245 olmustur (p=0,015). Karba NP direkt test negatif grupta en
yaygin varyant OXA-244 olmustur. OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlarin
meropenem ve imipeneme duyarlilik oranlari sirasiyla %31 ve %39,1 olarak
saptanmigtir. OXA-181, OXA-232 ve OXA-48/245 varyantlarinin meropenem ve
imipenem MIiKso degerleri OXA-244 varyantina gére yiiksek bulunmustur E. coli
izolatlarinda OXA-232 varyantinda diger varyantlara gére meropenem MiKso degeri
anlaml1 yliksek saptanmistir (p=0,003). K. pneumoniae izolatlarinda varyantlara gore
karbapenem MiKso degerlerinde anlamli fark saptanmazken, OXA-48/245, 0XA-232
ve OXA-181°de meropenem direng oranlari diger varyantlara gore yiiksek
saptanmistir (p=0,031). Ikili karbapenemaz iireticilerinde imipenem ve meropenem
MiKso degerleri tekli karbapenemaz iireticilerine gore yiiksek saptanmustir.

Sonu¢: Bu c¢alismada, OXA-48 benzeri karbapenemazlarin farklh
varyantlarinin dagilimi, fenotipik ozellikleri ve antimikrobiyal diren¢ profilleri
kapsamli bir sekilde ele alinmistir. Bulgular, karbapenemaz varyantlarinin direng
profilleri ve MIK degerleri iizerinde belirgin farkliliklar yaratabilecegini ve fenotipik
testlerin duyarliliginin varyantlar arasinda degisebilecegini gostermektedir. OXA-48
benzeri karbapenemaz varyantlariin bolgesel dagiliminin ve bunlarin direng profilleri
ile iligkisinin aydinlatilmasi, bu direncli patojenlerin yayilmasini azaltmak igin
hedeflenen Onleme stratejileri, gelismis tan1 yaklagimlari ve etkili antimikrobiyal

yonetim i¢in dnemlidir.

Anahtar kelimeler: OXA-48 benzeri karbapenemaz, varyant analizi, MiK, direng
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INVESTIGATION OF OXA-48 VARIANTS IN
ENTEROBACTERALES ISOLATES PRODUCING OXA-48-LIKE
CARBAPENEMASES

ABSTRACT

Aim: Carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) are recognised as critical
priority pathogens due to limited treatment options and high mortality. Turkey is
among the endemic regions for CRE and OXA-48-like carbapenemases. OXA-48-like
carbapenemases pose significant diagnostic challenges in clinical laboratories due to
their different phenotypic characteristics and resistance profiles. OXA-48-like
carbapenemases include more than 60 variants identified so far, which differ from each
other by small amino acid changes. This study aimed to investigate the ratio of OXA-
48-like carbapenemase genes in CRE isolates, distribution of OXA-48 variants,
susceptibility profiles of variants to other antibiotics and carbapenems and differences
between carbapenem MIC levels. In addition, it aimed to evaluate the sensitivity of
single or dual carbapenemase production and phenotypic carbapenemase detection
methods according to the variants.

Materials and Methods: Between January 2019 and December 2023, 703
CRE isolates obtained from various clinical samples were included in the study. The
isolates were identified by the VITEK® MS system (BioM¢érieux, France). Antibiotic
susceptibilities were determined by VITEK® 2 COMPACT (BioMerieux, France).
Carbapenem resistance was confirmed by Kirby-Bauer disc diffusion method (Oxoid,
Thermo Fisher Scientific, Canada) in isolates resistant to at least one of ertapenem,
imipenem, and meropenem and evaluated according to EUCAST criteria.
Carbapenemase genes were determined using the Biospeedy Carbapenem Resistance
qPCR kit (Bioeksen, Turkey). Sequence analysis was performed for the detection of
OXA-48-like carbapenemase variants. Carba NP direct test and mCIM were performed
on OXA-48-like carbapenemase variants. For the variants, imipenem and meropenem
MIC values were determined by the broth microdilution method.

Results: In our study, OXA-48-like carbapenemase was detected in 52.3% of
CRE isolates. NDM and KPC carbapenemase genes were detected in 17.2% and 12%



of the isolates, respectively. K. pneumoniae was the dominant species, accounting for
80.7% of the OXA-48-like positive isolates. 11.7% of OXA-48-like carbapenemases
were in association with other carbapenemase genes. OXA-48 variants detected in our
study were OXA-48/245 (39.1%), OXA-232 (36.4%), OXA-181 (17.6%), OXA-244
(5.1%), OXA-162 (1.3%), and OXA-1200 (0.2%). The most common carbapenemase
genes were OXA-48/245 and OXA-232 in K. pneumoniae isolates and OXA-232 in
E. coli isolates. The variant showing the most frequent association with other
carbapenemase genes was OXA-48/245 (p=0.015). The most common variant in the
Karba NP direct test negative group was OXA-244. The susceptibility rates of OXA-
48-like carbapenemase-producing isolates to meropenem and imipenem were 31% and
39.1%, respectively. Meropenem and imipenem MIC values of OXA-181, OXA-232,
and OXA-48/245 variants were higher than OXA-244 variant. In E. coli isolates, the
meropenem MIC value of the OXA-232 variant was significantly higher than other
variants (p=0.003). In K. pneumoniae isolates, no significant difference was found in
carbapenem MIC values according to variants, while meropenem resistance rates were
higher in OXA-48/245, OXA-232, and OXA-181 compared to other variants
(p=0,031). MIC values of imipenem and meropenem were higher in dual
carbapenemase producers compared to single carbapenemase producers.

Conclusion: In this study, the distribution, phenotypic characteristics, and
antimicrobial resistance profiles of different variants of OXA-48-like carbapenemases
were comprehensively analysed. The findings show that carbapenemase variants can
create marked differences in resistance profiles and MIC values and that the sensitivity
of phenotypic tests may vary between variants. Elucidating the regional distribution of
OXA-48-like carbapenemase variants and their association with resistance profiles is
important for targeted prevention strategies, improved diagnostic approaches, and

effective antimicrobial stewardship to reduce the spread of these resistant pathogens.

Keywords: OXA-48-like carbapenemase, OXA-48 variant analysis, MIC,
carbapenem resistance



1. GIRIS VE AMAC

Antimikrobiyal direng, kiiresel dl¢ekte halk sagligini tehdit eden ciddi bir
sorundur. Antimikrobiyallere kars1 direncin hizla artis1 ve yayilmasi, enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde giicliiklere yol a¢gmaktadir. Bu durum hastanede kalis
siiresinde, mortalitede, sosyal ve ekonomik maliyetlerde artisa neden olmaktadir.

Karbapenem grubu antibiyotikler, cok ilaca direngli Enterobacterales
iiyelerinin neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek icin en etkili antibiyotiklerdendir.
Karbapenemlerin klinik tedavide yaygin olarak kullanilmasiyla birlikte, karbapeneme
direncli Enterobacterales’in (CRE) orani hizla artmigtir. CRE Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) 2024 yilinda yaymladig1 kritik &ncelikli bakteriyel patojenler
raporunda kritik grupta yer almaktadir (1). “Orta Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal
Direng Siirveyans Ag1 (CAESAR)” tarafindan 2023 yilinda yayinlanan son verilere
gore, Tirkiye’de ozellikle Klebsiella pneumoniae’da karbapenemlere direng orani
%350’lere ulagsmistir (2).

Enterobacterales tiirlerinde karbapenem direncine yol agan en Onemli
mekanizmalardan biri karbapenemaz iiretimidir. Karbapenemazlar, genis etki
spektrumuna sahip beta laktam grubu olan karbapenemlerden (meropenem, imipenem,
ertapenem vb.) en az birini hidrolize eden beta-laktamazlar olarak tanimlanir. Ambler
siniflandirmasinda molekiiler 6zelliklerine gore Sinif A (KPC), Sinif B (MBL) (VIM,
IMP, NDM) ve Smif D (OXA) olmak iizere li¢ grupta simiflandirilirlar. Tiirkiye’de
karbapenemaz iireten Enterobacterales (CPE) endemik kategoride bulunmakta olup,
OXA-48 karbapenemaz geni ilk kez 2001 yilinda Tiirkiye’de bir K. pneumoniae
izolatinda tanimlanmistir (3, 4). OXA-48 benzeri karbapenemazlar esas olarak Kuzey
Afrika {lkeleri, Orta Dogu, Tirkiye ve Hindistan'da tanimlanmistir ve
Enterobacterales tiirlerinde genis bir dagilima sahip olduklar: tespit edilmistir (5).
OXA-48 benzeri karbapenemazlar, kiiciik amino asit degisiklikleri ile birbirinden
farklilik gosteren, su ana kadar tanimlanmis 60°dan fazla varyant icermektedir. OXA-
48 benzeri karbapenemaz grubunda OXA-48, OXA-181, 0XA-232, O0XA-204, OXA-
162 ve OXA-244 en sik tanimlanan varyantlardir. Bu enzimler plazmidler araciligiyla
yayilmaktadir ve bu plazmidler bakteriler arasinda yatay gen transferini

kolaylastirarak diren¢ mekanizmalarinin yayilmasini arttirmaktadir.



Enterobacterales tiirlerinde OXA-48 benzeri karbapenemazlarin tespiti; hasta
yonetimi, enfeksiyon kontrol Onlemleri, antimikrobiyal tedavi stratejileri ve
epidemiyolojik silirveyans ac¢isindan Onem tagimaktadir. Ancak OXA-48 benzeri
karbapenemazlarin fenotipik tespiti, zayif hidrolitik aktiviteleri nedeniyle klinik
laboratuvarlar i¢in 6nemli zorluklar olusturmaktadir. Bu durum, fenotipik yontemler
ile elde edilen sonuglarin genotipik yontemler ile dogrulama ihtiyacim
arttirabilmektedir. Diinya’da ve Tiirkiye’de karbapenemaz genleriyle ilgili yapilmis
cok sayida arastirma olmakla birlikte OXA-48 benzeri karbapenemaz geni
varyantlarinin incelendigi g¢alismalar sinirhdir. OXA-48 benzeri karbapenemaz
varyantlarinin karbapenem direnciyle iliskisi incelendiginde, bu antibiyotiklerin
Minimum Inhibitér Konsantrasyonlarinin (MIiK) varyantlar arasi farkliliklar
gosterebilecegi bildirilmistir (6).

Bu c¢alismanin amaci, CRE izolatlarinda OXA-48 benzeri karbapenemaz
genlerinin  oranini, OXA-48 varyantlarimin dagilimini, varyantlarin  diger
antibiyotiklere ve karbapenemlere duyarlilik profilleri ve karbapenem MIK diizeyleri
arasindaki farklari arastirmaktir. Ayrica varyantlara gore tek ya da ikili karbapenemaz
iretimi ve fenotipik karbapenemaz tespit yontemlerinin  duyarliliginin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, CRE
izolatlarinda OXA-48 benzeri karbapenemazlarin epidemiyolojik yayginligi ve
molekiiler ozelliklerinin ortaya konulmasi, bdylece bu enzimlerin klinik 6nemi
vurgulanarak enfeksiyon kontrol Onlemleri, antimikrobiyal tedavi stratejileri ve
siirveyans caligsmalarina bilimsel katki saglanmas1 amaglanmustir.

Ulkemizde bu kapsamda yapilmis detayli calisma sayis1 oldukca smirlidur.
Genis numune sayist ve incelenen parametre ¢esitliligi goz Oniine alindiginda,
¢aliymamizin Istanbul’dan bildirilen OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarmin
dagilimi ve oOzelliklerini bu diizeyde ele alan ilk calisma ve {iilke genelinde

gerceklestirilen en kapsamli aragtirmalardan biri niteligindedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 ENTEROBACTERALES
2.1.1 Genel Ozellikleri ve Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Enterobacterales, Gammaproteobacteria sinifina ait, spor olusturmayan
fakiiltatif anaerobik Gram-negatif basillerden olusan genis ve ¢esitli bir gruptur.
Enterobacterales takiminda yedi aile yer almaktadir: Enterobacteriaceae,
Morganellaceae, Pectobacteriaceae, Hafniaceae, Erwiniaceae, Yersiniaceae ve
Budvicaceae (7). Takim igindeki en biiyiik aile 33 cins igceren Enterobacteriaceae
ailesidir.

Enterobacteriaceae ailesi, hayvanlarin ve insanlarin intestinal sisteminde,
toprakta, suda, bitkilerde bulunabilen mikroorganizmalar olup bakteriyemi, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve bircok bagirsak enfeksiyonu olmak iizere cesitli hastaliklara yol
acabilirler. Salmonella Typhi, Shigella spp., Yersinia pestis gibi tiirleri primer
enfeksiyona; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae gibi tiirleri ise firsat¢i
enfeksiyona yol acan mikrobiyota tiyeleridir (8).

Enterobacteriaceae ailesi lyelerinden Klebsiella tiirleri saglikli bireylerin
burun, bogaz, bagirsak ve deri mikrobiyotasinda bulunan firsat¢1 patojenlerdir. Alti tiir
iceren (K. pneumoniae alt tiirleri pneumoniae, rhinoscleromatis ve ozaenae, K.
oxytoca, K. granulomatis, K. variicola, K. singaporensis ve K. alba) bu cinsin liyeleri,
mukoid koloni yapisina ve organizmalarin in vivo viriilansinin artmasindan sorumlu
olan belirgin bir kapsiile sahiptir. Bu cinsin en sik izole edilen iiyeleri, toplum veya
hastane kaynakli pndmoniye neden olabilen K. pneumoniae ve Klebsiella oxytoca'dir.
Bu bakteriler ayrica yara ve yumusak doku enfeksiyonlarma ve idrar yolu
enfeksiyonlarina da neden olur (8). 1980’li yillarda Asya-Pasifik kiyilarindaki
iilkelerden yayinlanan raporlara gore K. pneumoniae’nin, klasik K. pneumoniae'den
(cKp) daha viriilan olan, saglikli toplum bireylerini enfekte edebilen klinik bir
varyanti, hiperviriilan K. pneumoniae (hvKp) olarak tanimlanmistir (9).

E. coli, Escherichia cinsinin en yaygin ve énemli tiirlidiir. Gastroenterit gibi
intestinal; iiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni, neonatal menenjit, peritonit,

yumusak doku enfeksiyonlari ve sepsis gibi ekstraintestinal enfeksiyonlara neden
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olabilir. Toplum kaynakli ve saglik bakimu iligkili, komplike ve komplike olmayan
iiriner sistem enfeksiyonlarin en sik etkeni tiropatojenik E. coli’dir (UPEC) (10).
Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Vero veya Shiga-toksin iireten E. coli (VTEC veya
STEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), enteropatojenik E. coli (EPEC),
enteroagregatif E. coli (EAEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve diffiiz aderent E. coli
(DAEC) intestinal patojenlerdir. E. coli siklikla bunu plazmidler araciligiyla ve
edindikleri viriilans faktorleri ile enfeksiyona yol acar ancak gastrointestinal kanalda
bulunan bakteri, 6zellikle bagisiklig1 baskilanmis ya da cerrahi operasyon gegirmis
kisilerde firsat¢1 patojen olabilir (8). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin (CDC)
saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlar izlemek i¢in kullanilan Ulusal Saglik Giivenligi
Ag1 (NHSN) 6zet raporunda, E. coli ve K. pneumoniae sirasiyla ilk ve {ligiincii saglik
hizmeti iligkili enfeksiyon etkenleri olarak yerini almistir (11).

Enterobacter, Citrobacter, Morganella ve Serratianin neden oldugu birincil
enfeksiyonlar saglikli bireylerde nadir olup, bu mikroorganizmalar yenidoganlarda ve
immiin diigkiin bireylerde hastane kaynakli enfeksiyonlarin daha yaygin nedenleridir
(8). Insanda patojen olan Proteus tiirleri, P. mirabilis ve P. vulgaris’tir. En yaygin iiyesi
olan P. mirabilis; E. coli ve K. pneumoniae’den sonra en sik {iriner sistem enfeksiyon
etkenidir (10). Ureaz aktivitesi bulunan P mirabilis, idrar pH'm yiikselterek
magnezyum ve kalsiyumun c¢okelti olusturmasmna ve bdylelikle bobrekte tas
olusumuna neden olabilir. Idrarin alkalilesmesi, iiroepitelyuma zarar veren

faktorlerden biridir (8).
2.1.2 Laboratuvar Tanisi

Enterobacterales tiirlerinin tanimlanmasinda ilk adim gram boyama ve koloni
morfolojisinin degerlendirilmesidir. Bakteriler gram boyama ile kisa, dolgun, gram
negatif basiller veya kokobasiller olarak goriilebilirler. Enterobacteriaceae ailesi
iyeleri birkag istisna haricinde glukozu fermente eder, oksidaz reaksiyonlar1 negatiftir
ve nitrat1 nitrite indirgerler. Laktoz fermentasyonu, motilite, H.S {iretimi ve lireaz
aktivitesi gibi biyokimyasal 6zellikler ile aile {iyeleri birbirinden ayirt edilebilir.

Bu organizmalarin kesin olarak tanimlanmasinda geleneksel laboratuvar
testleri olan biyokimyasal testlerin yani sira, ticari olan biyokimyasal testler, otomatize

sistemler, MALDI-TOF MS ve molekiiler tan1 yontemleri kullanilir.
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2.1.3 Antibiyotik Duyarhhk Profili

Enterobacterales tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
sefalosporinler, beta laktam-beta laktamaz  inhibitérii ~kombinasyonlari,
aminoglikozidler, florokinolonlar ve karbapenemler kullanilabilmektedir (12). Bu
mikroorganizmalar, kazanilmis ya da kromozomal enzimler (genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar, karbapenemazlar), dis membran porinlerinde ve penisilin baglayici
proteinlerde degisiklikler ve diga atim pompalari ile antibiyotigin hiicre digina atilmasi
aracilifiyla antimikrobiyallere direng gelistirebilirler (13).

En o6nemli diren¢ mekanizmalarinin basinda beta-laktamaz enzimlerinin
sentezlenmesi gelmektedir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimleri,
sefuroksim, 3. ve 4. kusak sefalosporinler ve aztreonam da dahil olmak {izere
penisilinler ve sefalosporinlerin ¢ogunu hidrolize eden, ancak sefamisinler ve
karbapenemleri etkilemeyen enzimlerdir. Enterobacterales iiyerinde GSBL genleri
cogunlukla plazmid araciliiyla yayilim gostererek direng gelisimine katkida bulunur.
AmpC tipi sefalosporinazlar, penisilinleri, sefalosporinleri ve monobaktamlari
hidrolize eden beta-laktamazlardir. Bu beta-laktamazlar, 3. kusak sefalosporinleri
hidrolize ederken, 4. kusak sefalosporinleri genellikle etkilemezler. AmpC beta-
laktamazlar kromozomal olarak bulunan veya GSBL’lere benzer sekilde, plazmidlerle
taginan genler tarafindan kodlanir. Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Morganella
morganii, Providencia stuartii, Serratia spp, Hafnia spp. tiirleri indiiklenebilir
kromozomal AmpC bulundururken, E. coli, Klebsiella spp., P. mirabilis, Salmonella
spp., Shigella spp. kazanilmis AmpC {ireticileridir (14).

ECDC/WHO 2021 verilerinin yer aldigi, 2023 yilinda yayinlanan Avrupa’da
Antimikrobiyal Direng Siirveyansi Raporu’na gore Avrupa iilkelerinde invaziv E. coli
izolatlarinda ii¢lincii kusak sefalosporin direnci %13,8, florokinolon direnci %21,9,
aminoglikozid direnci %9,6 ve karbapenem direnci %0,2 iken, Tiirkiye’de iigiincii
kusak sefalosporin direnci %50,2, florokinolon direnci %50,9, aminoglikozid direnci
%24,6 ve karbapenem direnci %4,7 olarak bildirilmistir (2). Invaziv K. pneumoniae

izolatlarinda ise ii¢iincii kusak sefalosporin direnci %34,3, florokinolon direnci %33,6,



aminoglikozid direnci %23,7 ve karbapenem direnci %11,7 iken Tiirkiye’de bu oranlar

strastyla %75,4, %68,6, %43,2 ve %49,1°dir (2).
2.2 KARBAPENEM DIRENCLI ENTEROBACTERALES

Karbapenem grubu antibiyotiklerden (meropenem, ertapenem, imipenem,
doripenem) en az birine direncli ya da karbapenem direncine neden oldugu bilinen
enzimleri Uirettigi saptanmig Enterobacterales izolatlar1 CRE olarak adlandirilir (15).

Karbapenem direncli Enterobacterales enfeksiyonlart saglik hizmeti verilen
ortamlarda giderek daha yaygin ortaya cikarak diinya genelinde artan bir endise
kaynag1 olmaktadir (16). ECDC/WHO’nun 2023 yilinda yayinladigi raporda 2017-
2021 yillart arasindaki bes yillik siiregte Tiirkiye’deki invaziv E. coli izolatlarinda
karbapenem direncinin %2,7°den %4,7’ye, invaziv K. pneumoniae izolatlarinda ise
%32,5’den %49,1°e yiikseldigi ve direncin artis egiliminde oldugu belirtilmistir (2).

Enterobacterales tiirlerinde karbapenem direncinin ana mekanizmasi
karbapenemaz iiretimidir (17). Karbapenemlere karsi fenotipik direng, genellikle
karbapenemazlarin kazanilmasi veya sefalosporinazlarin iiretimi ile bakteri hiicre
duvarinin karbapenemlerin girisine kars1 gegirgenligini azaltan mutasyonlarin bir
araya gelmesinden kaynaklanmaktadir (18). Karbapenemaz iireten organizmalar,
gecirgenlik durumlarina, iligkili enzim tarafindan karbapenem hidroliz oranina ve gen
ekspresyon diizeyine bagli olarak karbapenem MIiK degerlerinde énemli farkliliklar
gosterebilir (18). Bu direng mekanizmalarinin en sik tanimlandigi organizmalar, K.
pneumoniae, E. coli ve E. cloacae kompleks gibi saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlara
neden olan en yaygin tiirlerdir. CRE sayisindaki artigin klonal gruplarin genislemesi

ve yatay gen transferinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (19).
2.3 KARBAPENEMAZILAR

Karbapenemazlar, penisilinleri, ¢ogu zaman sefalosporinleri ve degisen
diizeylerde karbapenemleri ve monobaktamlari hidrolize eden beta-laktamazlardir.
Monobaktamlar, metallo-beta-laktamazlar tarafindan hidrolize edilemezler (14).

Beta-laktamazlarin ~ siniflandirilmasinda  siklikla Ambler’in - molekiiler
simiflamas1 ve Bush-Jacoby-Medeiros’un fonksiyonel siniflamasi kullanilir. Beta-

laktamazlarin molekiiler ve fonksiyonel siniflandirilmas: Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Beta-laktamazlarin molekiiler ve fonksiyonel siniflandirilmasi

AV, avibaktam; CA, klavulanik asit; Cb, karbapenem; Cp, sefalosporin; E, genislemis spektrumlu
sefalosporin; M, monobaktam; P, penisilin.
[Bush K. ¢aligmasindan uyarlanmistir (20).]

Ambler’in molekiiler siniflamasinda beta-laktamazlar Smnif A, C ve D serin
beta-laktamazlar ve Sinif B metallo-beta-laktamazlar (MBL) olarak dort gruba ayrilir.
MBLlerin aktif bolgesinde ¢inko yer alirken, Sinif A, C ve D’de serin amino asidi yer
alir (20).

Karbapenemaz enzimleri plazmid aracili, kazanilmis enzimlerdir. Klebsiella
pneumoniae karbapenemaz (KPC), Yeni Delhi metallo-beta-laktamaz (NDM), IMP
(Imipenemaz), Oksasilinaz (OXA) ve Verona integron aracili metallo-beta-laktamaz
(VIM) dahil olmak tizere cesitli Ambler sinif A, D ve B enzimleri karbapenemleri
inaktive eder (17).

2.3.1 Ambler Simif A Karbapenemazlar

Ambler Sinif A serin karbapenemazlar Klebsiella spp., E. cloaca, S.
marcescens tiirlerinde tespit edilmistir. Icerdigi {ic ana enzim ailesi NMC/IMI (not
metallo-enzyme carbapenemase/ imipenem hidrolize edici beta-laktamaz), SME
(Serratia marcescens enzimi) ve KPC’dir. Timii penisilinleri, aztreonami,
sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize etme yetenegine sahiptir ve hepsi
klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilerek fonksiyonel grup 2f’de
yerlesmistir. Dordiincii bir {iye olan GES (Guiana extended spectrum) baslangicta

GSBL olarak tanimlanmis, sonrasinda diisiik diizeyde imipenemi hidrolize eden



varyantlar1 kesfedilmistir. SME, NMC ve IMI kromozomal olarak kodlanmis enzimler
iken KPC ve GES plazmid aracilidir (18).

2.3.2 Ambler Sinif B Karbapenemazlar

Bu smifin enzimleri, karbapenemlere ek olarak, ¢ogu sefalosporinleri ve
penisilinleri hidrolize etme yetenegine sahiptir ancak aztreonami hidrolize edemez.
Enzimin aktif bolgesindeki ¢inko iyonlar: ile beta laktamlarin etkilesimi hidroliz
mekanizmasint aciklamaktadir. Boylelikle ¢inko gibi katyonlarn bir selatdrii olan
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve Dipikolinik asit (DPA) tarafindan inhibe
olabilmeleri ayirt edici 6zellikleridir (18).

B sinifi enzimler substrat profillerindeki farkliliklara, aktif bolgedeki amino
asit dizisine, ¢inko ligandlarina dayanarak ii¢ alt siifa (B1, B2 ve B3) ayrilir. NDM
(New Delhi MBL), VIM (Verona integron aracili MBL) ve IMP (Imipenemaz)
enzimleri gibi 6nemli plazmid aracili MBL'ler B1 alt sinifina aittir. SPM (Sao Paulo
MBL) ve GIM (German imipenemaz) enzimleri de bu siniftadir. MBL'ler klavulanik

asit, sulbaktam, tazobaktam veya avibaktam tarafindan inhibe edilmezler (21).
2.3.3 Ambler Sinif D Karbapenemazlar

Oksasilinaz olarak bilinen Sinif D beta-laktamazlar oksasilini ve kloksasilini
hidrolize etme yetenegine sahiptir ve aktif bolgesinde serin amino asidi bulunur.
Fonksiyonel siniflamada 2df’de karbapenem hidrolitik aktivitesine sahip OXA beta-
laktamazlar bulunurken, karbapenem hidrolitik aktivitesi olmayanlar 2d ve 2de alt
gruplarinda bulunmaktadir (20). Sinif D en gesitli enzimleri iceren beta-laktamaz
smifidir. Bu gesitlilik, genetik ve biyokimyasal diizeylerde gozlenmekte olup, enzimler
dar ya da genis bir hidroliz spektrumuna sahiptir.

OXA enzimleri dort ana gruba ayrilmigtir. Sefalosporinlere veya
karbapenemlere zayif hidrolitik aktivite gosteren edinilmis dar spektrumlu sinif D
beta-laktamazlar Grup [ (OXA-1, OXA-2 ve OXA-101), belirli genislemis spektrumlu
sefalosporinleri (6zellikle seftriakson ve sefepim) hidrolize edebilen edinilmis
genislemis spektrumlu sinif D beta laktamazlar Grup II (dar spektrumlu sinif D beta-
laktamazlarin nokta mutantlar1) olarak siniflandirilmistir. Grup III, karbapenemlere

kars1 zayif hidrolitik aktiviteye sahip edinilmis karbapenem hidrolize edici sinif D
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beta-laktamazlar1 icermektedir. Bu grupta, Acinetobacter tiirleri arasinda yaygin olan
OXA-23 benzeri enzimler ile Enterobacterales tiirlerinde karbapenem direncinin
onemli bir nedeni olan OXA-48 benzeri enzimler bulunmaktadir. Grup IV ise dogal
olarak olugan D sinifi beta-laktamazlardir (4Acinetobacter baumannii kompleksindeki
OXA-51 benzeri alt grup) (22). Plazmid araciligiyla horizontal gegis gostererek
kolayca yayilan OXA-48 benzeri karbapenemazlar, Enterobacterales tiirlerinde diinya

genelinde giderek daha yaygin hale gelmistir.

2.4 OXA-48 BENZERI KARBAPENEMAZLAR VE VARYANTLARI

OXA-48 benzeri karbapenemazlar, penisilinleri gii¢lii bir sekilde hidrolize
ederken, genis spektrumlu sefalosporinler ve karbapenemler iizerinde daha zayif
hidrolitik aktivite gdstermektedir. Bu enzimlerde goriilen diisiik karbapenem MIK
seviyeleri, bu direng mekanizmasini barindiran suglarin tespitini zorlastirarak tedavi
basarisizligina yol agabilir (23). 2001 yilinda Tiirkiye’de bir K. preumoniae izolatinda
tanimlanmasinin ardindan, OXA-48 benzeri ve varyantlar1 K. pneumoniae’da ve diger
Enterobacterales tiirlerinde yaygin olarak goriilmeye baslamistir (24).

OXA-48 benzeri karbapenemazlar, OXA-48 enziminden kiiciik amino asit
degisiklikleri ile farklilasmis varyantlardan olusmaktadir. Bu degisiklikler,
varyantlarin enzim aktivitesinde ve antibiyotik duyarlilik profilinde farkliliklar1 neden
olabilir. 2 Mayis 2025’de gilincellenen beta-laktamaz veri tabaninda Sinif D’de
tanimlanmis 1429 enzim, OXA enzim ailesine ait 1376 enzim, OXA-48 benzeri
karbapenemaz varyanti olan ise 68 enzim bulunmaktadir (25).

OXA-48 varyantinin karbapenemlere kars1 diigiik diizeyde hidrolitik aktiviteye
sahip oldugu ve imipeneme kars1 meropenemden daha fazla aktivite gosterdigi ortaya
koyulmustur. Son yirmi yilda tanimlanan varyantlar arasinda olan OXA-181 ve OXA-
232, OXA-48 ile benzer hidrolitik aktiviteye sahiptir. OXA-181 OXA-48’den dort
amino asit degisikligi ile farklilik gosterirken; OXA-232, OXA-48 ve OXA-181'den
sirastyla bes ve bir amino asit farklidir. Bu farkliliklari, OXA-232'nin substrat
ozgilliglini ve hidroliz aktivitesini etkileyen farkli enzimatik 6zelliklerine katkida
bulunur. OXA-232’nin imipenemi hidrolize etme kapasitesi OXA-181 ve OXA-48'den

daha zayifken, temosilin hari¢ tiim penisilinleri daha iyi bir sekilde hidrolize
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etmektedir. OXA-162, OXA-48’den bir amino asit degisikligi ile farklilik gosterirken,
meropenem hari¢ diger karbapenemleri OXA-48’den daha iyi hidrolize etmektedir
(26). OXA-244 tek bir amino asit degisikligi ile OXA-48’den farklilik gosterir. OXA-
244, OXA-48 ile karsilastirildiginda, temosilin ve karbapenemleri (6zellikle imipenem
ve meropenem) daha zayif hidrolize etmektedir (27). OXA-163 ve OXA-405 gibi
genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize eden ancak karbapenemlere karsi
smirli aktivite gosteren OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlari, karbapenemaz
olarak adlandirilmak i¢in yeterli karbapenem hidrolitik aktivitesine sahip olmayan,
GSBL fenotipi gosteren varyantlardir (28). OXA-204, iki amino asit degisikligi ile
OXA-48’den farklilik gosterirken, benzer hidrolitik aktivite 6zelliklerine sahiptir (29).

Kiiresel olgekte yapilan ATLAS siirveyans g¢alismasinda OXA-48 benzeri
karbapenemaz iireticilerinin varyantlari incelenmis, en sik tespit edilen varyantlar
sirastyla OXA-232, OXA-48, OXA-181 olurken, OXA-244, OXA-370, OXA-162 ve
OXA-484 tespit edilen diger varyantlar olmustur. OXA-48 benzeri enzim saptanan
izolatlarda meropenem duyarliligi %12,5 ve imipenem duyarlilig1 %6,9 bulunmustur.
OXA-232 saptanan K. pneumoniae izolatlarinda meropenem duyarliligi %3,6,
imipenem duyarlilig1 %S5,5 iken, E. coli izolatlarinda meropenem duyarlilig1 %57,9,
imipenem duyarlilig1 %63,2 olarak tespit edilmistir. OXA-48 saptanan K. pneumoniae
izolatlarinda meropenem duyarlilig1 %20,3, imipenem duyarlilig1 %6,6 iken, E. coli
izolatlarinda meropenem duyarliligi %46,2, imipenem duyarliligt %11,5 olarak tespit
edilmistir. OXA-181 saptanan K. pneumoniae izolatlarinda meropenem duyarlilig
%25,5, imipenem duyarlilig1 %15,4 iken, E. coli izolatlarinda meropenem duyarlilig
%81, imipenem duyarliligt %50 olarak tespit edilmistir. Varyantlar arasinda
karbapenem duyarliliklarinda gozlemlenen farkliliklar ile ayn1 varyantin farkl tiirlerde

karbapenemlere degisken duyarlilik gostermesi dikkat gekmektedir (6).

2.5 DUNYA’DA VE TURKIYE’DE KARBAPENEMAZ URETEN
ENTEROBACTERALES EPIDEMIYOLOJiSi

KPC, NDM ve OXA-48 benzeri karbapenemaz enzimleri, K. pneumoniae ve
E. coli basta gelmek iizere Enterobacterales tiirleri arasinda en yaygin

karbapenemazlardir (30).
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KPC-1 ilk kez 1990’11 yillarin sonunda ABD’de bir K. pneumoniae izolatinda
tammlanmstir (31). KPC iireten K. pneumoniae daha sonra Israil, Yunanistan, Italya,
Kolombiya ve Cin gibi diger iilkelere yayilim gostermistir (32). Gilinlimiizde KPC
ireten Enterobacterales izolatlar1 Kuzey Amerika, Giiney Amerika (Kolombiya,
Brezilya, Arjantin, Ekvador), Avrupa (italya, Yunanistan, Almanya, Polonya, Portekiz)
ve Asya’da (Cin, Gliney Kore, Tayvan) endemiktir (23, 33, 34). En yaygin olarak KPC-
2 ve KPC-3 goriilmekle birlikte, su anda tanimlanmig 200’den fazla KPC tiirii
bulunmaktadir (25).

NDM-1 karbapenemaz enzimi ilk kez Hindistan’da bir K. pneumoniae
izolatinda tanimlanmistir (35). Hindistan alt kitasinda, Orta Dogu ve Balkanlar’da
endemisite goOstermekle beraber diinya genelinde goriilebilmektedir. Endemik
bolgelere yapilan seyahatler NDM fireticilerinin endemik olmayan bdlgelerde hastane
kaynakli salginlara yol agmasina ve kiiresel yayilimina sebep olmaktadir (36). ABD’de
CPE izolatlarinda NDM, KPC’den sonra ikinci sirada goriilmektedir fakat endemik
kategorisinde degildir (37). Su ana kadar tanimlanmig 60’tan fazla NDM
bulunmaktadir ve kiiresel olarak en yaygin NDM enzimleri NDM-1 ve NDM-5"dir
(29).

OXA-48 benzeri karbapenemazlar Orta Dogu, Kuzey Afrika ve Belgika ile
Ispanya gibi bazi Avrupa iilkelerinde Enterobacterales tiirlerinde en sik goriilen
karbapenemaz tipi olarak saptanmaistir (38).

VIM enzimleri Enterobacter spp. tiirleri arasinda en yaygin ve Citrobacter spp.
tiirleri arasinda ikinci en yaygin karbapenemazdir (39, 40). IMP ise Enterobacterales
iiyelerinde nadir olarak goriilmektedir (30).

Meropeneme duyarli olmayan Enterobacterales'in incelendigi kiiresel
siirveyans caligsmasinda (2012-2017), izolatlarin %47’sinde KPC, %20,6’sinda MBL
ve %19’unda OXA-48 benzeri karbapenemaz tespit edilmistir (30). SMART (2008-
2014) stirveyans programi verilerine gore CPE izolatlarinin %53,2’si KPC, %20’si
OXA-48 benzeri, %19,4’ii NDM, %6’s1 VIM ve %2,7’si IMP saptanmistir (41).

Ulkemiz CRE izolatlarmin yaygin gériildiigii ve OXA-48 benzeri CPE
acisindan endemik kategoride smiflandirilan bir bdlgedir. Tiirkiye’nin farklh
bolgelerinden 2014 yilinda elde edilen E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda

%84.6°11k bir oran ile OXA-48 benzeri baskin karbapenemaz geni olarak bulunmustur.
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Izolatlarin  %2.1’inde  OXA-48 benzeri+NDM-1 saptanmustir (42). lsler ve
arkadaglarinin 2018-2019 yillarinda yaptig1 calismada ise, tek basina OXA-48 benzeri
karbapenemazlar baskin karbapenemaz (%75) olarak saptanirken, OXA-48
benzeri+NDM ortak iireticilerinin orani %16 olarak saptanmistir (43). Genis kapsaml
cok merkezli bir siirveyans c¢alismasinda 2019 yilina ait E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinin karbapenemaz gen dagilimi incelenmis, %52,2’sini OXA-48 benzeri,
%16.4’tnii KPC, %12,6’sin1 OXA-48 benzeri ve NDM birlikteliginin olusturdugu
tespit edilmistir (44).

2.5.1 Diinya’da ve Tiirkiye’de OXA-48 Benzeri Karbapenemaz Ureten

Enterobacterales Epidemiyolojisi

En yaygin OXA-48 benzeri karbapenemaz varyanti olan OXA-48, ilk kez 2001
yilinda Tiirkiye’de bir karbapenem direngli (CR) K. pneumoniae izolatinda
tanimlanmistir (3). Giiniimiizde OXA-48 benzeri CPE izolatlar1 Tiirkiye, diger Orta
Dogu iilkeleri (Liibnan, Urdiin, Umman, Iran ve Suudi Arabistan) ve Kuzey Afrika'da
(Fas, Cezayir, Tunus ve Misir) endemiktir (4, 38). Avrupa iilkelerinde (Ispanya,
Belgika, Fransa, Hollanda), Avustralya, Meksika, Cin, Tayvan ve Gliney Afrika'da
OXA-48 enzim tireticileri olan ¢ogunlukla K. pneumoniae ve E. coli izolatlarina bagh
saglik hizmeti ile iligkili salginlar bildirilmistir (38).

OXA-181, en yaygin ikinci OXA-48 benzeri karbapenemazdir. ik kez 2006-
2007 yillart arasinda yapilan SENTRY Antimikrobiyal siirveyans programinin bir
parcasi olarak Hindistan’dan 10 K. pneumoniae ve bir E. cloacae kompleks izolatinda
tanimlanmistir (45). OXA-181 iireticisi Enterobacterales iiyeleri 2010'larin ortalarinda
diinya ¢apinda hizla yayilmistir ve su anda OXA-181 tireten K. pneumoniae ve E. coli
Hindistan alt kitasinda endemiktir. Hindistan, Nijerya ve Orta Dogu'ya yapilan
seyahatler OXA-181 iireten bakterilerle enfeksiyon i¢in bir risk faktorii olarak
tanimlanmaistir (38).

OXA-232 kiiresel dlcekte iigiincii en stk OXA-48 varyantidir. Ik kez 2013
yilinda Hindistan't yakin zamanda ziyaret eden ii¢ Fransiz hastadan alinan rektal
stiriintiilerden elde edilen E. coli (bir izolat) ve K. pneumoniae 'den (iki izolat)
tanimlanmistir. Hastalardan birinin Hindistan ziyareti sirasinda hastaneye yatis dykiisii

bulunmaktadir (46). Ardindan 2014-2015 yillarinda bildirilen vakalarda Hindistan alt
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kitasina ziyaret ve NDM-1 ile birliktelik dikkat ¢ekmektedir (38). Markovska ve
arkadaglari, 2023-2024 yillarinda 20 CR K. pneumoniae izolatinda %65 oranda OXA-
232+NDM-5 birlikteligi tespit etmislerdir (47).

OXA-244, OXA-48 varyantlar1 arasinda nadir goriilen bir varyant olup, ilk kez
2011 yilinda Ispanya'nin Malaga sehrinde bir hastanin asit sivisindan izole edilen K.
pneumoniae izolatinda tanimlanmistir. Daha sonra Almanya, Rusya, Fransa, Hollanda
ve Birlesik Krallik gibi cesitli iilkelerde de rapor edilmistir. Fransa kaynakli bir
calismada, Misir ile epidemiyolojik iliskisi bulunan bir hastada OXA-244 {ireten E.
coli izole edilmistir. Benzer sekilde, Endonezya seyahati sonras1 Hollanda’ya dénen
bazi yolcularin da OXA-244 {ireten E. coli ile kolonize oldugu bildirilmistir (38).

OXA-162, OXA-48 benzeri karbapenemazlar arasinda nadir goriilen bir
varyant olup, ilk olarak 2008 yilinda Tiirkiye’de izole edilen bir K. pneumoniae
susunda tanimlanmistir (26) 2012 yilindan itibaren ise bu varyantin Tiirkiye’nin yan
sira Macaristan ve Yunanistan’dan bildirilen K. pneumoniae izolatlarinda da tespit
edildigi raporlanmistir (38).

CR K. pneumoniae izolatlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada, 2014-2018
yillarinda, izolatlarin %85,5't OXA-48 ve %3,2'si NDM tespit edilirken, %8,9'unda
OXA-48 ve NDM birlikteligi, %2,4'tinde OXA-48 ve VIM birlikteligi tespit edilmistir
(48). 2015-2017 yillar1 arasinda CR K. pneumoniae izolatlar1 ile yapilan bagka bir
caligmada, OXA-48 baskin karbapenemaz geni olarak saptanmis ve NDM ile yiiksek
oranda (%26,3) birlikte goriildiigii belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada, Tiirkiye’de ilk
kez OXA-48+KPC ve KPC+NDM birlikteliklerinin de goriildiigii tespit edilmistir
(49). 2018-2021 yillarinda izole edilen CR K. pneumoniae izolatlarmin, %71,3’linde
OXA-48, %16,7’sinde KPC, %4,7’sinde NDM, %6,7’sinde OXA-48+KPC birlikteligi,
%0,6’sinda OXA-48+NDM birlikteligi saptanmistir. VIM ve IMP genlerine sahip
izolat tespit edilmemistir (50).

Ulkemizde OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarmin arastirildigi calisma
sayis1 sirhidir. Yapilan bir ¢alismada, CR K. pneumoniae izolatlarmin %45’ inde
(45/100) OXA-48 benzeri karbapenemaz geni saptanmistir. OXA-48 varyantlar
incelediginde ise, 41 izolatta OXA-48/245, iki izolatta OXA-181 ve iki izolatta OXA-
244 tespit edilmistir (51). Baska bir caligmada, OXA-48 benzeri karbapenemaz
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varyantlariin %51’ini (97/170) OXA-48, %31’ini OXA-232, %11’ini OXA-244 ve
%3’tinli OXA-181 olusturmustur (43).

2.6 KARBAPENEMAZ URETEN ENTEROBACTERALES TESPIiT
YONTEMLERI

2.6.1 Karbapenemaz Uretiminin Belirlenmesinin Onemi

Karbapenem direngli izolatlarda karbapenemaz iiretiminin tespiti, enfeksiyon
kontrolii ve uygun tedavi yonetiminin yani sira, direngli patojenlerin yayilmasini
onlemek ve izlemini saglamak acisindan 6nem tagimaktadir. Karbapenemaz tespiti,
karbapenemaz enzimlerinin tiirlerine, yayginliklarina, kiiresel dagilimlarina ve
zamanla gosterdikleri degisimlere dair onemli bilgiler sunmaktadir. Bu bilgiler,
karbapenemaz lireten bakterilerin hem saglik tesislerinde hem de toplumda hizli bir
sekilde tespit edilmesine ve yayilmalarinin kontrol altina alinmasina katki saglar.

Yeni beta laktam-beta laktamaz inhibitérii kombinasyonlarinin kullanima
girmesiyle karbapenemaz varliginin ve tiirliniin belirlenmesi hasta yonetimi kararlarini
etkilemesi agisindan da daha onemli hale gelmistir. KPC tespit edilen izolatlarda
meropenem-vaborbaktam, seftazidim-avibaktam veya imipenem-relebaktam; OXA-
48 benzeri tespit edilen izolatlarda seftazidim-avibaktam oncelikli olarak tercih
edilmektedir. MBL enzim {iretimi tespit edildiginde ise seftazidim-avibaktam ile
aztreonam kombinasyonu veya sefiderokol tercih edilir (12). Aztreonam-avibaktam,
sefepim-taniborbaktam, sefepim-zidebaktam, sefiderokol-kseruborbaktam ve beta-
laktamaz inhibitorii nacubaktam gibi yeni beta laktam-beta laktamaz inhibitorii

kombinasyonlari hem serin hem de MBL karbapenemazlara kars1 aktiviteye sahiptir.
2.6.2 Fenotipik Yontemler

Karbapenemaz iiretiminin tespiti i¢in tarama ve dogrulama testleri
kullanilmaktadir. EUCAST tarafindan Enterobacterales tiirlerinde hem ertapenem hem
de meropenem igin tarama esik degeri MiK >0,125 ug/mL, disk difiizyon ydntemi ile
ise meropenem ic¢in <28 mm ve ertapenem i¢in <25 mm olarak belirlenmistir.

Meropenemin en iyi duyarlilik-6zgiilliik dengesine sahip oldugu belirtilmistir.
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Meropenem 25-27 mm zon g¢apina sahip iken piperasilin-tazobaktam duyarl ya da
yiiksek dozda duyarli olan izolatlarda taramaya gerek yoktur (14).

SENTRY verileri, karbapenemaz tiiriine bagli olarak tarama kriterlerinde
farkliliklar oldugunu gostermistir. Tarama kriteri olarak yalnizca meropenem direncine
bakildiginda karbapenemaz iireticileri i¢in duyarlilik %84 iken bu oran OXA-48
benzeri tireticiler i¢in %64 e diismektedir. Duyarli olmayan ertapenemin kriter olarak
alinmasi, karbapenemaz iireticileri i¢in duyarliligin %97’ye yiikselmesini saglamigtir
(52).

Karbapenemazin varligmi dogrulamak i¢in kombinasyon disk testleri,
karbapenem inaktivasyon metodu (CIM), kolorimetrik ydntemler, kiiltiir bazl
yontemler, MALDI-TOF ve immunokromatografik testler gibi fenotipik yontemler
kullanilmaktadir. Bu testlerin duyarliligi ve o6zgiilliigii birbirinden farkli olmakla
birlikte, hizli sonug¢ veren ve yiiksek performans gosteren testlerin segilmesi

enfeksiyon kontrolii ve tedavi yonetimi agisindan kritik 6neme sahiptir.

2.6.2.1 Kombinasyon disk testleri:

Bu testler, karbapenemaz siniflari arasinda ayrim yapmak icin sinifa 6zgii bir
inhibitdr iceren ve icermeyen beta-laktam ajanlar test ederek islev goriirler. Boronik
asit tiirevleri KPC f{ireticilerinin, EDTA ve dipikolinik asit gibi metal selatorleri
MBL’lerin inhibisyonu i¢in kullanilmaktadir. Kloksasilin gibi AmpC inhibitorleri,
karbapenemazlar yliksek diizeyde AmpC enzimi iireten porin mutasyonlarina sahip
izolatlardan ayirt etmek i¢in kullanilir (14).

OXA-48 benzeri enzimler i¢in spesifik inhibitorler henliz mevcut degildir.
Temosiline yiiksek diizeyde direnglidirler fakat bu direng OXA-48 benzeri
karbapenemazlara 6zgii degildir. Diger inhibitorlerle sinerji yoklugu temosilin direnci
ile birlestirildiginde, OXA-48 benzeri enzimlerin varligindan siiphelenilmelidir (14).
Karbapenem, KPC inhibitorlii karbapenem, AmpC inhibitorlii karbapenem, MBL

inhibitorlii karbapenem ve temosilin igeren ticari disk kitleri mevcuttur (14, 38).
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2.6.2.2 Karbapenem inaktivasyon metodu (CIM):

Bakteri siispansiyonu ile karbapenemi inkiibe ederek, karbapenemin enzim
aracilifiyla par¢alanmasi prensibine dayanir. Meropenem diski, bir 6ze dolusu bakteri
ile 35 + 2°C’de iki saat inkiibe edildikten sonra, E. coli ATCC 25922 (meropeneme
duyarli sus) yayilmis Mueller-Hinton besiyerine yerlestirilmektedir. Enzimatik
inaktivasyon oldugunda disk etrafinda inhibisyon zonu olusmaz veya ¢ok daralir.
Bakteri siispansiyonunun, salin yerine triptik soy broth (TSB) kullanilarak
hazirlanmasi ve inkiibasyon siiresinin 4 saate ¢ikarilmasiyla elde edilen modifiye CIM
(mCIM), karbapenemaz tespiti i¢cin 2017 yilindan itibaren CLSI kilavuzunda 6nerilen
fenotipik yontemdir (53, 54).

Genel olarak uygulanmasi ve yorumlanmasi kolay bir yontemdir. Testin sonug
verme siiresini kisaltmak ic¢in karbapenem duyarli susla 6 saatlik inkiibasyon
uygulanmasi, bakterinin karbapenem duyarli susun inokiile edildigi MHA plak
tizerindeki meropenem diskinin yiizeyine direkt inokiilasyonu ya da MBL’yi diger
karbapenemazlardan ayirmak i¢in MBL inhibitorii olan EDTA nin bakteri soliisyonuna

eklenmesi gibi ¢esitli ek modifikasyonlar gelistirilmistir (55-58).

2.6.2.3 Kolorimetrik yontemler:

Karbapenemaz tespitinde kullanilan kolorimetrik yontemler, enzimatik aktivite
sonucu olusan renk degisimini gdzlemleyerek hizli ve pratik bir sekilde karbapenemaz
varligini belirlemeye yonelik gelistirilmis fenotipik testlerdir.

Karba NP testi, karbapenem hidrolizinin pH degisimine yol agmasi ve bunun
sonucunda fenol kirmizisi sollisyonunun kirmizidan sartya donmesi prensibine
dayanan hizli bir testtir (59). CRE izolatlarinda iyi performans gostermesine ragmen,
OXA-48 benzeri ve GES ireticileri gibi zayif hidrolitik aktiviteye sahip
karbapenemazlarda ve mukoid izolatlarda sorunlar bildirilmistir (60, 61). Karba NP
testinin karbapenemazlart tespit etmek ve sinifin1 belirmek {izere gelistirilmis
modifikasyonlar1 (62) ya da farkl ticari yontemleri de bulunmaktadir (52). Pasteran
ve ark.’nin gelistirdigi Karba NP direkt test ile, dogrudan kiiltiirden elde edilmis saf
koloniden hazirlanan, daha basit ve zayif hidrolitik aktiviteye sahip karbapenemazlari

tespit etmede daha duyarl bir protokol gelistirilmistir (63).
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2.6.2.4 Kiiltiir bazh yontemler:

Karbapenemaz {iireten mikroorganizmalarin hastalardaki kolonizasyonunu
aragtirmak, enfeksiyonun onlenmesi, kontrolii ve siirveyans basamaklarinda kiiltiir
bazli yontemler de yer almaktadir. Kiiltiir bazli yontemler, 6zellikle tasiyiciligi tespit
etmek ve enfeksiyon kontrol dnlemlerini zamaninda baglatmak agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. CDC’nin s1v1 zenginlestirme yontemi, direkt karbapenem disk yontemi
ve kromojenik besiyerleri kiiltiir bazli yontemlerdir (64). Sivi zenginlestirme yontemi,
kolonizasyonun tespitinde yliksek duyarlilik saglarken, sonug siiresi daha uzundur.
Direkt karbapenem disk yontemi ise daha hizli sonu¢ vermesine ragmen tarama amagh
olarak kullanilir. Kromojenik besiyerleri, karbapenem direngli organizmalar1 renk
farkiyla ayirt etme avantaji sunmakta olup, yliksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir. Bu
besiyerleri farkli 6rnek tiirlerinden karbapenem direngli organizmalarin tespitinde
kolaylik saglar ancak maliyetleri yiiksektir. Genel olarak kiiltiir bazli1 yontemler kolay

uygulanabilir ve maliyet etkin olmakla birlikte, standardizasyon sorunlart mevcuttur

(64).

2.6.2.5 Matris aracili lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus zamani Kkiitle

spektrometresi:

Matris aracili lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometrisi
(MALDI-TOF MS), pik tabanli yontem ve hidroliz yontemi ile karbapenemaz
tespitinde kullanilabilir. Pik tabanli yontem, karbapenemaz iireten bakterilerde
bulunan belirli protein veya peptid isaretleyicileri tespit eder. Ozellikle karbapenemaz
genlerini tagtyan plazmidlerle iligkili proteinler, spektrumda karakteristik pikler olarak
goriiliir (52).

Hidroliz yonteminde, bakterinin belli bir siire karbapenem ile inkiibasyonu
sonrasti siipernatan analizi ile, bozulmamis karbapenem (negatif sonug) ya da hidrolize

karbapenemin bir metaboliti (pozitif sonug) ile iliskili pikler tanimlanir (65).
2.6.2.6 immunokromatografik yontemler:

Immiinokromatografik lateral akim ydntemleri karbapenemaz iiretiminin

tespiti ve karbapenemaz tiirliniin tanimlanmasinda kullanilan, kisa siirelerde sonug
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verebilen, hizli ve kolay testlerdir. Karbapenemaz enzimlerine 6zgii epitoplarin
yakalanmasi i¢in monoklonal antikorlarla hassaslagtirilmis nitroseliilloz membrana
bagl kolloidal altin nanopartikiilleri kullanir (66). Bes ana karbapenemaz ailesini
hedefleyecek sekilde (KPC, NDM, VIM, IMP ve OXA-48 benzeri), kiiltiir
izolatlarindan ¢aligilarak 15 dakika ic¢inde sonuglanan testler gelistirilmistir (67).

Molekiiler yontemlere kiyasla, basit, hizli1 ve uygun maliyetli alternatiflerdir.
2.6.3 Genotipik Yontemler:

Genotipik yoOntemler, karbapenemaz genlerinin dogrudan tanimlanmasin
saglayan yiiksek duyarliliga sahip molekiiler tani yaklasimlaridir. Bu yontemler
arasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), dizi analizi ve tiim genom dizileme
(Whole Genome Sequencing, WGS) yer alir. in-house PZR, dizileme ve WGS gibi
yontemler 6nemli 6l¢iide molekiiler uzmanlik ve ek ekipman gerektirirken, otomatik-
ticari molekiiler testler, basitlestirilmis is akiglari ve minimum molekiiler uzmanlikla

uygulanabilecek prosediirlere sahiptir (52).
2.6.3.1 Polimeraz zincir reaksiyonu:

Geleneksel bir PZR yontemi, DNA ekstraksiyonu, PZR amplifikasyonu ve jel
elektroforezi adimlarini igermektedir ve sonug almak genellikle 3-6 saat siirer. Gergek
zamanli PZR hiz ve ozgiilliik acisindan daha iistiin, daha az emek gerektiren bir
yontemdir ancak geleneksel PZR'den daha pahalidir (38). Geleneksel ya da gergek
zamanli PZR yontemleri ile hedeflenen genlerin amplifikasyonu saglanarak varligi
ortaya konur. Ancak, sadece PZR ile varyant ayrimi yapilamaz. Bu amagla, PZR
iriinlerinin ileri molekiiler analizlerle sekanslanmasi gereklidir.

Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), sabit bir sicaklik elde etmek
icin yalnizca bir su banyosu veya isitma blogu gerektiren hizli, uygun maliyetli,
gerceklestirmesi kolay alternatif bir niikleik asit amplifikasyon metodolojisidir.
Sonuglar ¢iplak gozle veya UV 15181 ile yorumlanabilir.

Multipleks gercek zamanli PZR, genellikle bakteriyel izolatlardan ve bazi
testler de dogrudan klinik Ornekler iizerinde farkli karbapenemazlari ayni anda
tanimlamay1 amaglamaktadir. Multipleks ger¢cek zamanli PZR avantajlar1 arasinda,

klinik tanm1 testleri olarak onaylanmis olmalari, standartlastirilmis protokoller
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icermeleri ve hizli sonu¢ elde etmeyi saglayan pratik kit formatinda sunulmalar
bulunmaktadir. Bu testler, esas olarak klinik orneklerde karbapenemaz genlerinin
dogrudan tespiti amaciyla onaylanmistir. Nispeten kisa bir sonug verme siiresine sahip
olan bu otomatize ticari sistemlerin en dnemli dezavantajlari ise yiiksek maliyetli
olmalar1 ve hedefe yonelik calistiklart icin yeni gen ve varyantlar: tespit

edememeleridir.

2.6.3.2 Dizi Analizi:

Dizi analizi (sekanslama), amplifiye edilen gen bdlgelerinin niikleotid
diizeyinde incelenmesini saglar. Bu yontemle, OXA-48 benzeri karbapenemaz
genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlar1 veya kiigiik varyasyonlar saptanarak
farkli varyantlarin ayirt edilmesi miimkiindiir. Genellikle "Sanger dizileme" yontemi
bu amagla kullanilmaktadir.

Sanger dizileme, zincir sonlandirma prensibine dayanan klasik bir yontemdir
ve kisa DNA dizilerinin dogrulugu yiiksek bir sekilde analiz edilmesine olanak tanir.
Bu yontemle elde edilen diziler, uluslararasi veri tabanlarinda (6rnegin NCBI BLAST)
karsilagtirilarak genetik varyant tayini yapilir.

OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarinin tespiti i¢in spesifik primerlerle
hedef bolge amplifiye edildikten sonra sekanslama yapilir ve elde edilen diziler
referanslarla karsilagtirllarak OXA-181, OXA-232, OXA-244 gibi varyantlar

tanimlanuir.

2.6.3.3 Tiim genom dizileme (WGS):

Tim genom dizileme c¢ok daha kapsamli bir yaklasim olup sadece
karbapenemaz genlerini degil, tim diren¢ genlerini, virulens faktorlerini ve klonal
iliskileri degerlendirme imkan1 sunar. Ancak bu yontem daha yiiksek maliyet, teknik

uzmanlik ve ileri biyoinformatik analiz gerektirmektedir (68).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Arastirmamiz, prospektif ve tanimlayici bir arastirma olarak planlanmistir.
Arastirma tasarimi, "The Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology" (STROBE) kilavuzunun bir uyarlamast olan Microbiology
Investigation Criteria for Reporting Objectively (MICRO) kilavuzuna gore
olusturulmustur (69, 70). Uluslararas: etik kurallarina uyulmus ve Saglik Bilimleri
Universitesi Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi (SUAM) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 20.08.2024 tarihli 4495
sayil1 karar ile etik kurul onayr almmustir. Bu ¢alisma, Saglik Bilimleri Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (SBU, BAP, Proje
Numaras1:2025/027) tarafindan desteklenmistir.

3.1 BAKTERIYEL iZOLATLAR

Bu arastirma, Saglik Bilimleri Universitesi Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina, 2019-2023 tarihleri arasinda
gonderilen ¢esitli klinik orneklerden kiiltiir ile elde edilen ve uygun kosullarda
muhafaza edilen CRE izolatlarm1 kapsamaktadir. Yas ve cinsiyet ayrimi
yapilmaksizin, tiim servis ve polikliniklerden gelen ¢esitli hasta 6rneklerinden elde
edilen CRE izolatlar1 incelenmistir. Ayni hastaya ait farkli klinik 6rneklerdeki ayn
mikroorganizma tiremeleri dahil edilmemistir. Laboratuvarimizda izole edilen CRE
say1s1, 2019-2023 yillar1 arasinda 973’tiir. Giiven aralig1 %95 alinarak, %5 hata pay1
ile her yil icin ayr1 ayr1 orneklem biiytikliikleri hesaplanmistir. Arastirmaya, %95

giiven seviyesini karsilayacak sekilde 703 CRE izolat1 dahil edilmistir.
3.2 BAKTERI TANIMLANMASI VE DUYARLILIK TESTLERI

Klinik 6rneklerden izole edilen CRE izolatlarinin tiir tanimlamasi i¢in, 2019-

2020 yillarinda Bruker Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Almanya), 2021-

2023 yillarinda ise VITEK® MS (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Fransa) MALDI-TOF

MS sistemleri kullanilmigtir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri 2019-2020 yillar

arasinda Phoenix (Becton Dickinson, ABD) ile, 2021-2023 yillar1 arasinda VITEK® 2

COMPACT (bioM¢érieux, Marcy I'Etoile, Fransa) sistemi ile veya Kirby-Bauer disk
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diflizyon yontemi kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Ampisilin, amoksasilin-klavulanik
asit, sefoksitin, seftazidim, seftriakson, sefepim, siprofloksasin, amikasin, gentamisin,
piperasilin-tazobaktam, trimetoprim-sulfametaksazol seftazidim-avibaktam,
ertapenem, meropenem ve imipenem i¢in antimikrobiyal duyarlilik ¢aligilmis, en az
bir karbapeneme direngli tespit edilen izolatlar i¢in karbapenem direnci disk difiizyon
yontemi ile dogrulanmis, sonuclar EUCAST kriterlerine gore degerlendirilmistir (71).

Tanimlama ve duyarlilik testleri sonras1 CRE izolatlar1 %15 gliserol iceren
triptik soy broth besiyerine aktarilarak ¢aligma tarihine kadar -80°C’de saklanmuistir.

Tiim veriler, analiz edilmek iizere Excel dosyasina kaydedilmistir.
3.3 KARBAPENEMAZ GENLERININ ARASTIRILMASI

Karbapenem direngli izolatlarda, multipleks ger¢ek zamanli PZR yontemi ile
karbapenemaz varlig1 arastirilmistir.

Calismaya alinana kadar -80°C’de %15 gliserol igceren triptik soy broth
besiyerlerinde muhafaza edilen CRE izolatlari, oda sicakligina gelmesi beklendikten
sonra Brilliance UTI Clarity Agar’a (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Kanada)
pasajlanmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasi saf koloniler elde edilmistir.
Steril mikrotiiplere 1 mLsteril distile su ve 1 uL 6ze ile bir 6ze dolusu bakteri kolonisi
eklenmistir. Izolatlarm niikleik asit ekstraksiyon islemi kaynatma yontemi ile
yapilmustir (72). Bakteri siispansiyonu 95°C’de 10 dakika 1s1 blogunda bekletilmistir.
Ardindan 12000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen sivinin iist kismindan
5 mikrolitre alinarak {retici Onerileri dogrultusunda hazirlanan PZR karigimina
eklenmistir. KPC, NDM, IMP, VIM, OXA-48 benzeri, OXA-23/58 ve OXA-51
karbapenemaz genleri Biospeedy Karbapenem Direnci qPCR kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
ile arastirilmistir. qPZR karisiminin igerigi Tablo 1°de gdsterilmistir. Her calismada
kitin igeriginde bulunan pozitif ve negatif kontrol de c¢alismaya eklenerek
degerlendirilmistir. Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time cihazimna yiiklenip iretici
firmanin olusturmus oldugu PZR protokolii uygulanmistir. qPZR protokolii Tablo 2°de
gosterilmistir. FAM kanalinda KPC ve OXA-51, HEX kanalinda NDM ve Internal
Kontrol, ROX kanalinda VIM ve OXA-23/58, CY5 kanalinda ise IMP ve OXA-48
benzeri tespit edilmektedir. RT-PCR cihazina yiiklendikten sonra sonuclar elde

edilmisgtir.
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Tablo 1. qPZR karigiminin igerigi

Reaktif Miktar

2X gPCR Mix 10 uL

Oligo Mix 5uL

Kalip ntikleik asit/NTC/PC 5 uL

Toplam Reaksiyon Hacmi 20 pL
Tablo 2. qPZR protokolii

Basamak Dongl sayisi Sicaklik Sire
Enzim aktivasyonu 1 dongl 52°C 3dk
Bekleme 1 dongl 95°C 10 sn
Denatiirasyon 95°C 1sn
12 Touchdown dongilsu:
Bas| U Dongl basina baglanma 67°Cantiac 15
aglanma/Uzama sicakliginda 1°C azalma ) SN

Denatiirasyon 95°C 1sn
Baglanma/Uzama 30 Dongl 55°C 15 sn
Tespit (okuma) FAM/HEX/ROX/CY5

3.4 DiZi ANALIZi iLE OXA-48 VARYANTLARININ BELIiRLENMESI

OXA-48 varyantlarinin belirlenmesine yonelik dizi analizi, hizmet alinm

(Medsantek, Istanbul) ile gergeklestirilmistir.

Caligmaya dahil edilen Enterobacterales izolatlarinda OXA-48 benzeri
karbapenemaz gen bolgesi, CDC tarafindan onerilen protokoller dikkate alinarak

ozgiil primerler ile ¢ogaltilmistir. Bu amagla kullanilan primer dizileri Tablo 3’de

gosterilmistir.
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Tablo 3. Primer dizileri

Primer ad1 Dizi (5'-3") Tm
OXA-48F TCGCAARAAACCACACATTRTCAT 56°C
OXA-48R CRGTTGTGCCTGTTTATCAAGAATT 56°C

Bu primerler ile Bio-Rad CFX96 cihazinda gergeklestirilen PZR reaksiyonu
icin su protokol kullanilmistir: 1 dongii 95 derece 30 sn bekleme ve 35 dongii 95 derece
5 sn denatiirasyon ile 60 derece 15 sn baglanma. Amplifikasyon tirlinleri %1,5 agaroz
jelde 9%0.5 pg/mL etidyum bromiir iceren 1x TBE tamponunda elektroforez edilerek
dogrulanmis, yaklagik 350 bp uzunlugunda spesifik bantlar gozlenmistir. PZR
iiriinlerinin saflastirilmasi ve kalite kontroliinden sonra sekans agsamasina gegilmistir.

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak sekanslama reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Reaksiyon karigimi
(5 pL toplam hacim):

. 2 uL BigDye Terminator Ready Reaction Mix

. 1.5 pL 5X Sequencing Buffer

. 0.16 uM OXA-48F veya OXA-48R primeri

. 2 uL saflagtirilmig PCR {iriinii

. Termal dongii kosullar1 (GeneAmp PCR System 9700):

. 96°C — 1 dk

. 25 dongii:

. 96°C — 10 sn

. 50°C -5 sn

. 60°C —4 dk

5 uL’lik sekans iiriinleri deiyonize su ile 20 pL’ye tamamlanmistir. Uzerine 80
pL %75°lik 2-propanol eklenerek 1 saat karanlik ortamda ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij
sonrasi siipernatan uzaklastirilmis, pellet %75 2-propanol ile yikanmig ve 90°C'de 1
dakika kurutulmustur. Ardindan pelletler 25 pL Hi-Di™ formamid i¢inde ¢oziilmiis, -
20°C’de saklanmustir.

Formamid i¢inde ¢oziilen iiriinler 94°C’de 2 dakika denatiire edilmis ve buz

iizerinde sogutulmustur. Sekanslama, ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
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Biosystems, ABD) cihazinda kapiller elektroforez ile gerceklestirilmistir. Ornek
enjeksiyonu 1.5 kV, 30 saniye siireyle yapilmis; yiiriitme 15 kV ve 45 dakikada
tamamlanmustir.

Kapiller elektroforez sonucu elde edilen kromatogramlar ABI Data Collection
Software ile toplanmig, Chromas ve SnapGene Viewer programlariyla
degerlendirilmistir. Kalitesi yeterli diziler FASTA formatina gevrilmistir. OXA-48
varyant tiplendirmesi i¢in diziler NCBI BLAST araciyla referans dizilerle hizalanmus,
OXA-48, OXA-181, OXA-232, OXA-244 gibi varyantlarla uyum gosteren 6rnekler

tanimlanarak veri tabanina kaydedilmistir.

3.5 FENOTIiPiK YONTEMLER iLE KARBAPENEMAZ VARLIGININ
ARASTIRILMASI

3.5.1 Karba NP direkt test (CNPt-direkt)

Molekiiler yontemle OXA-48 benzeri karbapenemaz geni tespit edilen
izolatlarda Pasteran ve ark.nin (63) gelistirdigi protokol izlenerek Karba NP direkt
yontemi ile karbapenemaz testi yapilmistir. Her izolat i¢in 100’er uL A soliisyonu
(fenol kirmizist, ¢inko stilfat, Triton X-100) ve B soliisyonu (A soliisyonu + 12 mg/mL
imipenem-silastatin) hazirlanmistir. Bir gecelik inkiibasyon sonrasi besiyerinde iiremis
bakteri kolonisinden her iki tiipe de 1 pL 6ze ile eklenerek vortekslenmistir. Tiipler
37°C etiivde 2 saatlik inkiibasyon siiresince her 30 dakikada bir degerlendirilmistir.
Soliisyon A tiipiiniin herhangi bir renk degisikligi olmadan kirmizi1 kalmasi, B tiiptinde
ise kirmizidan sartya renk degisikligi olmasi durumunda sonug pozitif olarak, her iki
tipte renk degisikliginin gozlenmedigi durumda ise sonu¢ negatif olarak
degerlendirilmistir. A tiipiinde turuncu/sar1 renk degisimi gozlendiginde test gegersiz
kabul edilmis, B tiiplinde kirmizimsi-turuncu renk degisimi gozlendiginde ise belirsiz
olarak degerlendirilmistir. Karba NP direkt test degerlendirilmesi Sekil 2’de
gosterilmistir.

Her ¢aligmada karbapenemaz iirettigi bilinen bir izolat pozitif kontrol olarak,
karbapenem duyarli bir izolat negatif kontrol olarak ve ayrica birer tiip A ve B

sollisyonu bakteri inokiile edilmeden kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil 2. Karba NP direkt test degerlendirilmesi

(1) Karba NP direkt test negatif, (2) Karba NP direkt test belirsiz, (3) Karba NP direkt test pozitif.

3.5.2 Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu (mCIM)

Modifiye karbapenem inaktivasyon metodu CLSI Onerileri dogrultusunda
gergeklestirilmistir (54). Bir gecelik inkiibasyon sonrasi kanli agarda tireyen koloniden
1 pL oze ile alinarak 2 mL triptik soy broth ile siispanse edilmistir. Siispansiyona 10
pg meropenem diski eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. 0.5 McFarland
standardina goére ayarlanmis E. coli ATCC 25922 (meropeneme duyarli sus)
siispansiyonu Mueller-Hinton agar besiyeri ylizeyinin tamamina steril ekiivyon ile
yayilmigtir ve 4 saat boyunca bakteri siispansiyonu ile inkiibe edilmis meropenem
diski plaga yerlestirilmistir. 37°C etiivde 18-24 saat inkiibasyon sonrasi zon g¢aplari
Ol¢iilmiistiir. CLSI Onerilerine gore; 6-15 mm zon ¢ap1 ya da zon igerisinde igne ucu
gibi koloniler igeren 16-18 mm zon ¢ap1 karbapenemaz pozitif, 19 mm ve lzeri
(belirgin zon) zon ¢ap1 karbapenemaz negatif, 16-18 mm zon ¢ap1 ya da zon igerisinde
igne ucu koloniler iceren 19 mm ve iizeri zon cap1 ise belirsiz olarak yorumlanmigtir

(54). mCIM degerlendirilmesi Sekil 3’de gosterilmistir.
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Sekil 3. mCIM degerlendirilmesi

(A) mCIM negatif, (B) mCIM pozitif.

3.6 IMIPENEM VE MEROPENEM MIiNIMUM INHIBIiTOR
KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI

Imipenem ve meropenem antibiyotiklerinin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir. S1ivi mikrodiliisyon, ISO standardi 20776-1’e uygun olarak
hazirlanmig CLSI MO07-A9 Onerilerine gore katyon-ayarli Mueller Hinton Broth
(KAMHB) besiyeri kullanilarak ¢aligilmistir (73).

Mikrodiliisyon testi 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarda yapilmistir. Bu
yontem; KAMHB besiyerinin hazirlanmasi, antibiyotik stok soliisyonunun
hazirlanmasi, antibiyotik dillisyon araligmmin hazirlanmasi, diliisyon plaklarinin
hazirlanmasi, inokiiliimlerin hazirlanmasi, inokiilasyon, inkiibasyon, degerlendirme ve

sonuglarin yorumlanmasi basamaklarindan olusmaktadir.
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3.6.1 Katyon-ayarh Mueller Hinton Broth Hazirlanmasi

22 gr toz KAMHB besiyeri 1 L distile suya eklenmis ve ¢oziinene kadar
karistirilmistir. 121°C’de 10 dakika otoklavlanmustir. Final pH’1 7,310,1 olacak sekilde
pH kontrolii yapilmstir.

3.6.2 Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Stok soliisyon hazirlamada imipenem monohidrat i¢in ¢oziicii ve diliie edici
olarak kullanilacak olan fosfat tamponu NaH,PO4 ve Na,HPO4 (pH: 7,2, 0.01 mol/L)
ile hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltisi 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir. Cozelti +4 °C’de muhafaza edilmistir. Meropenem trihidrat icin
coziicii ve diliient olarak steril distile su kullanilmaistir.

Meropenem trihidrat (Sigma Aldrich, ABD) ve imipenem monohidrat (Sigma
Aldrich, ABD) antibiyotiklerinin stok soliisyonlar1 asagidaki formiile gore

hazirlanmistur.

Hacim (mL) x Konsantrasyon (ug/mlL)

Agirlik (mg) = Potens (ug/mlL)

Hesaplamalar sonucunda 10 mg meropenem trihidrat 7,65 mL steril distile su
ile, 5 mg imipenem monohidrat 3,82 mL fosfat tamponu (pH 7.2, 0.01 mol/L) ile
coziilerek 1280 pg/mL konsantrasyonda stok soliisyonu hazirlanmistir. Meropenem
trihidrat stok soliisyonu steril distile su ile, imipenem monohidrat ise fosfat tamponu
ile 1:10 oraninda diliie edilerek 128 pg/mL konsantrasyonda antibiyotik soliisyonu

elde edilmistir.
3.6.3 Plaklarin Hazirlanmasi

Hazirlanan KAMHB besiyeri, 96 kuyucuklu mikroplaklara her kuyucuga 100
uL olacak sekilde dagitilmigtir. Her izolat i¢in ilk kuyucuga, 128 pg/mL olarak
hazirlanan antibiyotik stok soliisyonundan 100 uL eklenerek pipetaj yapilmustir. Tlk
kuyucuktan 100 pL alinarak ikinci kuyucuga eklenmis ve bu sekilde seri dillisyon

yapilmistir. Ureme ve sterilite kontrolii i¢in 11. ve 12. kuyucu@a antibiyotik stok

27



soliisyonu eklenmemistir. Antibiyotik diliisyonlarinin hazirlanmas1  Sekil 4’de

gosterilmistir.
Antibiyotik Digari
Cozeltisi atilir

Ureme Sterilite

lf\f\ f\f\f\f\f\f\f\] Kontroli Kortrol
ulslslslslslslalslslsla

Sekil 4. Antibiyotik diliisyonlarinin hazirlanmasi

Meropenem ve imipenem i¢in kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlari
64-0,125 pg/mL araliginda olacak sekilde ayarlanmistir. E. coli ATCC 25922 susu i¢in
EUCAST tarafindan meropenem MIK degerleri 0,016-0,03 pg/mL, imipenem MIiK
degerleri 0,125-0,25 pg/mL olarak kabul edilmektedir (74). E. coli ATCC 25922
kontrol susu i¢in antibiyotik konsantrasyonlar1 8-0,016 pg/mL aralikta hazirlanmistir.
Plaklar hazirlandiktan sonra meropenem sivi mikrodiliisyon plaklar1 -40°C’de,

imipenem s1vi mikrodiliisyon plaklari ise -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.6.4 Inokiilasyon ve Inkiibasyon

Kanli agar besiyerinde 37°C etlivde 18-24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen
saf bakteri kolonilerinden steril serum fizyolojik ile 0.5 Mc Farland bulaniklik
Olgiislinde siispansiyon hazirlanmigtir. Hazirlanan siispansiyon farkli bir steril tiipte
1:10 oraninda serum fizyolojik ile diliie edilmistir. Kuyucuklara 5 pL. hazirlanan
bakteri siispansiyonu eklenerek son bakteri konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olacak
sekilde ayarlanmistir. Her kuyucuga 5 pL bakteri siispansiyonu eklenirken, 12.
kuyucuga sterilite kontrolii nedeniyle eklenmemistir. Hazirlanan plaklar 37°C’de 16-

20 saat inkiibe edilmistir.
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3.6.5 Sonuglarin Degerlendirilmesi

Inkiibe edilen plaklar 18-20. saatlerde degerlendirilmistir. EUCAST &nerileri
dogrultusunda, ¢iplak gozle, mikroorganizmanin iiremesini tamamen engelleyen
(%100 inhibisyon) en diisiik antimikrobiyal konsantrasyon MIK degeri olarak

belirlenmistir (75). Her izolat i¢in iireme ve sterilite kontrol kuyucuklar1 ve testin

kontrolii icin Escherichia coli ATCC® 25922 kontrol susunun MIK degerinin
beklenen aralikta olup olmadigi degerlendirilmistir. Sonuglarin yorumlanmasinda

EUCAST klinik sinir degerleri kullanilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. EUCAST Enterobacterales karbapenem klinik sinir degerleri

MIK DEGERI ZON CAPI
KARBAPENEMLER S< R> S> R<
Inipene, B, ; 2 9
Imipenem, Morganellaceae 0.001 4 50 19
Meropenem (menenjit dis1) 2 8 22 16
Meropenem (menenjit) 2 2 22 22

S, duyarlt; R, direncli.

3.7 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz icin SPSS v15.0 (IBM, Armonk, NY) programi
kullanilmistir. Tanimlayici istatistikler; kategorik degiskenler i¢in say1 ve ylizde,
sayisal degiskenler i¢cin normal dagilim kosulu saglanmadigindan median, ¢eyrekler
arasi1 aralik olarak verilmistir. Sayisal degiskenlerin karsilastirmalart bagimsiz iki
grupta Mann Whitney U Testi ile ikiden ¢cok grupta Kruskal Wallis testi ile yapilmistir.
Gruplarda oranlar Ki-kare testi ile karsilastirtlmistir. Alfa anlamlilik seviyesi p<0,05

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismaya, Saglik Bilimleri Universitesi Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, 2019-2023 yillar1 arasinda
gonderilen cesitli klinik 6rneklerden [idrar 6rnekleri (n:190), solunum yolu 6rnekleri
(n:107), yumusak doku 6rnekleri (n:60) ve steril viicut sivis1 6rnekleri (n:11)] ile elde
edilen 703 CRE izolati dahil edilmistir. 2019-2023 tarihlerinde Enterobacterales

izolatlarinda karbapenem direng oranlar1 Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Yillara gore Enterobacterales izolatlarinda karbapenem direng oranlari (%)

2019 2020 2021 2022 2023
Enterobacterales %4,3 %7,9 %7 %8,3 %7,8
K. pneumoniae %10,8 %22,8, %23,1 %26,3 %25
E. coli %1,2 %2 %1 %1,6 %1,5

4.1 KARBAPENEM DIRENCLI ENTEROBACTERALES
IZOLATLARININ TUR DAGILIMI

Calismaya dahil edilen CRE izolatlarinin tiir dagilimi incelendiginde, en sik
tespit edilen tiir %71,7 (504/703) oraniyla K. pneumoniae olmustur. Bunu sirastyla
%10,1 (71/703) ile E. coli ve %8,2 (58/703) ile Enterobacter spp. takip etmistir.

Izolatlarin tiir dagilimi Sekil 5°de gdsterilmistir.
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W K.pneumoniae 504, %71,7

W E.coli 71, %10,1

m Enterobacter spp. 58, %8,2
Proteus spp. 25, %3,5

M Providencia spp. 17, %2,4

m Klebsiella spp. 14, %2

m Citrobacter spp. 6, %0,9

W Morganella morganii 4, %0,6

W Serratia spp. 4, %0,6

Sekil 5. CRE izolatlarinin tiir dagilimi

4.2 KARBAPENEMAZ GENLERININ TESPITINE ILISKIN
BULGULAR

Multipleks ger¢ek zamanli PZR ile karbapenemaz geni arastirilan 703 CRE
izolatinin, 9%52,3’linde (368/703) OXA-48 benzeri karbapenemaz geni tespit
edilmistir. Izolatlarin %17,2’sinde (121/703) NDM ve %12’sinde (85/703) KPC
karbapenemaz geni saptanmustir. izolatlarin 167’sinde hedeflenen karbapenemaz
genlerinden higbiri tespit edilememistir. Karbapenemaz geni tespit edilen izolatlarin

karbapenemaz tiirlerine gore dagilimi Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Calisma izolatlarinin karbapenemaz tiirlerine gore dagilimi

Karbapenemaz genleri n
OXA-48 benzeri 325
NDM 82
KPC 81
OXA-48 benzeri+NDM 38
OXA-48 benzeri+KPC 4
VIM 4
OXA-48 benzeri+VIM 1
NDM+0XA-23/58 1
TOPLAM 536




OXA-48 benzeri karbapenemaz geni saptanan 368 izolatin 38’inde (%10,3)
NDM ile, dordiinde (%1) KPC ile ve birinde VIM ile birliktelik saptanmistir. Tespit
edilen karbapenemaz genlerine iliskin amplifikasyon egrisi ornekleri Sekil 6 ve Sekil

7’de gosterilmistir.

Amplification T‘J
7]
A
0 5 10 15 20 25 30
Cycles [7] Log Scale

V] FAM [V] HEX [¥] ROX [V] Gy5
Well | Fuor & Target ¢ Content ¢ Sample ¢ Cq ¢

C06 Cy5 IMP Unkn N/A
D06 Cy5 OXA-48  Unkn 12.50
Co6 FAM KPC Unkn N/A
D06 FAM OXA-51 Unkn N/A
Co6 HEX NDM Unkn N/A
D06 HEX IC Unkn N/A
Co6 ROX VIM Unkn N/A
D06 ROX OXA-23, O* Unkn N/A

Sekil 6. OXA-48 benzeri karbapenemaz geni amplifikasyon egrisi
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Amplification

2 AR BT

RFU (1013)

.......................................................................

Cycles [7] Log Scale

[V] FAM [¥] HEX [¥] ROX [] Gy5
Well ) Fluor A& Target ¢) Content ) Sample ¢ Cgq ¢

EO4 Cy5 IMP Unkn N/A
FO4 Cy5 OXA-48  Unkn 10.07
EO4 FAM KPC Unkn N/A
FO4 FAM OXA-51 Unkn N/A
EO4 HEX NDM Unkn 10.81
FO4 HEX IC Unkn N/A
EO4 ROX VIM Unkn N/A
FO4 ROX OXA-23, O Unkn N/A

Sekil 7. OXA-48 benzeri ve NDM karbapenemaz genleri amplifikasyon egrisi
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4.3 OXA-48 BENZERI KARBAPENEMAZ POZITIF iZOLATLARIN
DAGILIMI

OXA-48 benzeri karbapenemaz geni tespit edilen 368 izolatin tiir dagilinm
incelendiginde, en sik K. pneumoniae (n:297, %80,7) saptanirken, onu E. coli’nin
(n:46, %12,5) takip ettigi goriilmiistiir. OXA-48 benzeri karbapenemaz geni pozitif

izolatlarin tiir dagilim1 Sekil 8’de gdsterilmistir.

25; 7%

46; 12%

297; 81%

K. pneumoniae E. coli Diger

Sekil 8. OXA-48 benzeri karbapenemaz geni pozitif izolatlarin (n:368) tiir dagilim1

(Diger: P. mirabilis, E. cloacae, K. aerogenes, K. oxytoca, P. stuartii, P. rettgeri, C. braakii, C.
koseri, S. marcescens)

Bakteri tiirlerine gore tek basina ve ikili OXA-48 benzeri karbapenemaz
dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Pearson Ki-kare,
p=0,017). E. coli izolatlarinin tamaminda yalnizca OXA-48 benzeri karbapenemaz
tespit edilitken, K. pneumoniae izolatlarinin 38’inde (%12,8) (34 OXA-48
benzeri+NDM, dort OXA-48 benzeri+KPC) ve diger Enterobacterales tiirlerinin
besinde (%20) OXA-48 benzeri karbapenemazin baska karbapenemaz tiirleriyle
birlikte bulundugu gézlemlenmistir.

Tek basina ve ikili OXA-48 benzeri karbapenemazlarin yillara gére dagilimlari
Tablo 7°de sunulmakta olup bu oranlarda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0,172).
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Tablo 7. Tek basina ve ikili OXA-48 benzeri karbapenemazlarin yillara goére dagilimi

OXA-48 benzeri OXA-48 benzeri OXA-48 benzeri

?)i(ri;r‘f + + + Toplam
NDM KPC VIM
2019 31 4 - ] 35
2020 40 3 - ] 43
2021 53 3 ; ] 56
2022 88 10 - _ 98
2023 113 18 4 1 136
Toplam 325 38 4 1 368

4.4 OXA-48 VARYANTLARINA iLISKiN BULGULAR

OXA-48 benzeri karbapenemazi olan izolatlarin 144’tinde (%39,1) OXA-
48/245, 134’tinde (%36,4) OXA-232, 65’inde (%17,6) OXA-181, 19’unda (%5,1)
OXA-244, besinde (%1,3) OXA-162 ve birinde (%0,2) OXA-1200 tespit edilmistir.

Varyantlarin Enterobacterales tiirlerine gére dagilimi Sekil 9 ve Sekil 10°da
gosterilmistir. Bakteri tiiriine gore varyantlarin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmistir (p<0,001). K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48/245 ve OXA-232
varyantlar1 baskin olarak goriiliirken, E. coli izolatlarinda en yaygin varyant OXA-232
olmustur. OXA-162, dordii P. mirabilis olmak iizere bes izolatta tespit edilmistir.

160

140 135

120 105
100

80

60 55

40
22

20
1 1 5 6

13

K. pneumoniae (297) E. coli (46)

OXA-48/245 OXA-232 OXA-181 OXA-244 OXA-1200

Sekil 9. K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda OXA-48 varyantlarmin dagilimi
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OXA-48/245 OXA-232 OXA-181 OXA-244 OXA-162

Sekil 10. Diger Enterobacterales tiirlerinde OXA-48 varyantlarinin dagilim

OXA-48 varyantlarinin tek ve ikili karbapenemaz {iiretimine gore dagilimi
Tablo 8’de gosterilmistir. Varyantlarin tek veya ikili karbapenemaz tiretimi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Fisher—Freeman—Halton Exact Test,
p=0,015). Ikili karbapenemaz iireticisi olan izolatlarda OXA-48/245 varyant1 diger
varyantlara gore yiiksek oranda saptanirken, OXA-181 ve OXA-232 oranlar ise daha
daha diisiik tespit edilmistir. 24 izolatta OXA-48/245+NDM, dokuz izolatta OXA-
232+NDM, dort izolatta OXA-48/245+KPC, ii¢ izolatta OXA-181+NDM, iki izolatta
OXA-244+NDM ve bir izolatta OXA-181+VIM tespit edilmistir.
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Tablo 8. OXA-48 varyantlarinin tek ve ikili karbapenemaz iiretimine gore dagilimi

Karbapenemaz Genleri

Varyantlar Lkili Tekli
karbapenemaz karbapenemaz Toplam
bemeriNDM__ bensetitKPC ___ benperisVIM OXA-48 benzeri
OXA-48/245 24 4 - 116 144
OXA-232 9 - - 125 134
OXA-181 3 - 1 61 65
OXA-244 2 - - 17 19
OXA-162 - - - 3 5
0XA1200 - - - ! !
Toplam 38 4 1 325 368

OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarinin 2019-2023 tarihleri arasinda
dagilimlar1 incelenmis ve varyantlarin yillara goére dagiliminda anlamli bir farklilik
saptanmigtir (p<0,001). 2021-2022 yillarinda OXA-181 varyant1 diger yillara gore
daha yiiksek oranda saptanirken, ayni yillarda OXA-48/245 varyant1 diger yillara gore
daha diisiik oranda tespit edilmistir. Varyantlarin yillara gére dagilimi Sekil 11°de

gosterilmistir.
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100%

5 4 8 5
90% 10
4
80%
21 25
70%
13 14 51
60%
50%
35
40% 21
30%
17 21 66
20%
28
10% 12
0%
2019 (n:35) 2020 (n:43) 2021 (n:56) 2022 (n:98) 2023 (n:136)

OXA-48/0XA-245 OXA-232 OXA-181 OXA-244 OXA-162 OXA-1200

Sekil 11. OXA-48 varyantlarinin yillara gore dagilimi

4.5 FENOTIiPiK KARBAPENEMAZ TESPITINE ILIiSKIN
BULGULAR

4.5.1 Karba NP Direkt Test Sonuc¢lar:

OXA-48 benzeri karbapenemaz pozitif 368 izolatta Karba NP direkt test

yontemi ile karbapenemaz varligi arastirllmigtir. Karba NP direkt test 272 izolatta

(%73,9) pozitif, 36 izolatta (%9,8) negatif ve 60 izolatta (%16,3) belirsiz olarak

degerlendirilmistir. Tek basina OXA-48 benzeri karbapenemaz {ireticilerinin

varyantlara gore Karba NP direkt test sonuclar1 Sekil 12°de gosterilmistir. Karba NP

direkt test sonuglarinda varyantlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmistir (p<<0,001). Karba NP direkt test pozitif izolatlarda OXA-48/245 ve OXA-

232 varyant orani yiiksek saptanirken, Karba NP direkt test belirsiz izolatlarda OXA-

232 varyant orani, Karba NP direkt test negatif izolatlarda ise OXA-244 varyant orani

yiiksek saptanmustir.
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Ikili karbapenemaz iireticilerinin tamami (n:43) Karba NP direkt test ile pozitif

bulunmustur.

Pozitif m Negatif m Belirsiz
100

90
80
70
60
50
40
30

87 90

41
27
18

20 13
11 3

10
10 i / 5 am >
1
. ] [ [
OXA-48/245  OXA232  OXA-181  OXA244  OXA162  OXA-1200

OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlart

Sekil 12. OXA-48 varyantlarina gore Karba NP direkt test sonuglari

(ikili karbapenemaz iireticileri dahil edilmemistir.)

4.5.2 Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu Sonuclari

OXA-48 benzeri karbapenemaz pozitif 368 izolatta mCIM ile karbapenemaz
varlig1 arastirllmistir, test sonucu izolatlarin 274’{inde (%74,4) pozitif, 61’inde
(%16,6) negatif, 33’linde (%9) ise belirsiz olarak degerlendirilmistir. Varyantlara gore
mCIM sonuglart Sekil 13°de gosterilmistir. Varyantlara gére mCIM sonuclarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p=0,970).

Ikili karbapenemaz iireticilerinin %93ii (40/43) mCIM ile pozitif bulunmustur.
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OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlart

Sekil 13. OXA-48 varyantlarina gére mCIM sonuglari

[ikili karbapenemaz iireticileri dahil edilmemistir. ]

OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarina gore Karba NP direkt test ile
mCIM arasindaki uyum degerlendirilmistir ve istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir (p<0,001). Karba NP ile mCIM uyumlu olmayan izolatlarda en sik
goriilen varyant OXA-232 iken, uyumlu izolatlarda en stk OXA-48/245 tespit

edilmisgtir.

4.6 OXA-48 VARYANTLARININ ANTIiMiKROBIYAL
DUYARLILIKLARINA ILISKIN BULGULAR

OXA-48 benzeri karbapenemaz pozitif Enterobacterales izolatlarinin
antimikrobiyal duyarlilik sonuglari Tablo 9’da ve OXA-48 varyantlarinin
antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 10°da gosterilmistir.
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Tablo 9. OXA-48 benzeri karbapenemaz pozitif Enterobacterales izolatlarinin

antimikrobiyal duyarlilik sonuglari

Antimikrobiyal K p(;;ezgn;)n iae ](z“ni%l)z 21311 %zr) Tim Erz:igo%a)cterales
%S %S %S %S
Amikasin 25 97,8 68 37
Ampisilin 0 0 0 0
Amoksasilin-klavunat 0 0 0 0
Sefepim 3,7 15,2 12 5,7
Sefoksitin 6,7 21,7 8 8,7
Seftazidim 3,7 8,7 12 4,9
Siprofloksasin 5,7 34,8 40 11,7
Seftazidim-avibaktam 88,5 100 80 89,4
Seftriakson 3,3 15,2 12 5,4
Ertapenem 0 0 0 0
Gentamisin 31,3 91,3 52 40,2
Meropenem 17,5 100 64 31
Piperasilin-tazobaktam 0 0 0 0
Trimetoprim-sulfametaksazol 20,2 41,3 52 25
Imipenem 29,6 97,8 44 39,1

S, duyarly; Diger, P. mirabilis, E. cloacae, K. aerogenes, K. oxytoca, P. stuartii, P. vettgeri, C. braakii,

C. koseri, S. marcescens.
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Tablo 10. OXA-48 varyantlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari

OXA-48/245 OXA-232 OXA-181 O0OXA-244 OXA-162 O0OXA-1200 TOPLAM

Antimikrobiyal
(n:144) (n:134) (n:65) (n:19) (n:5) (n:1) (n:368)

%S %S %S %S %S %S %S
Amikasin 37,5 35,1 24,6 89,5 40 0 37
Ampisilin 0 0 0 0 0 0 0
aAsrirtloksasilin-klavulanik 0 0 0 0 0 0 0
Sefepim 6,9 4,5 3,1 15,8 0 0 5,7
Sefoksitin 11,1 6,7 7,7 10,5 0 0 8,7
Seftazidim 6,9 3,7 3,1 5,3 0 0 4,9
Siprofloksasin 11,1 9,7 7,7 47,4 0 0 11,7
Seftazidim-avibaktam 83,3 93,3 93,8 89,5 100 100 89,4
Seftriakson 6,3 4,5 3,1 15,8 0 0 5,4
Ertapenem 0 0 0 0 0 0 0
Gentamisin 45,8 33,6 30,8 78,9 20 100 40,2
Meropenem 28,5 29,9 21,5 84,2 60 0 31
Piperasilin-tazobaktam 0 0 0 0 0 0 0
fﬁ?ﬁiﬁ’;&ol 292 20,1 20 42,1 40 0 25
Imipenem 34 44 30,8 84,2 0 0 39,1

S, duyarl.

Izolatlarin %92,1°i (339/368) GSBL iireticisidir. Test edilen antibiyotiklerden
amikasin, siprofloksasin ve gentamisin duyarhiliklar1 varyantlara gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik géstermistir (p<<0,001; p=0,005; p<0,001). OXA-244 varyanti,
bu antibiyotiklere kars1 diger varyantlara kiyasla daha yiiksek duyarlilik gostermistir.

Izolatlarin %89,4'ii seftazidim-avibaktama duyarli bulunmustur. Tek basina
OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlarin tamami seftazidim-avibaktama
duyarliyken, MBL ile birlikte iiretim tespit edilen tiim izolatlar direngli olarak
saptanmistir.

Varyantlara gore tek ve ikili karbapenemaz {ireticilerinin meropenem ve

imipenem duyarliliklar: Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11. Varyantlara gore tek ve ikili karbapenemaz iireticilerinin meropenem ve
imipenem duyarliliklar

Karbapenemaz
Tek (n:325) Ikili (n:43)

Varvantlar MEM IPM MEM IPM

Y %S %S %S %S
OXA-48/245 35,3 40,5 0 7,1
0OXA-232 32 47,2 0 0
OXA-181 22,9 32,8 0 0
OXA-244 94,1 94,1 0 0
OXA-162 60 0 - -
OXA-1200 0 0 - -
Toplam 35,1 437 0 4.6

MEM, meropenem; IMP, imipenem

Tek: Tek bagina OXA-48 benzeri karbapenemaz iireticisi. Ikili: Ikili karbapenemaz iireticisi (OXA-48
benzeri+NDM, OXA-48 benzeri+KPC, OXA-48 benzeri+VIM)

OXA-48 varyantlarina gore K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda meropenem
ve imipenem duyarliliklar1 Tablo 12°de gosterilmistir. K. pneumoniae izolatlarinda
varyantlara gore meropenem ve imipenem duyarliliklarinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmistir (Fisher-Freeman-Halton Exact Test, p=0,031, p=0,005). OXA-
48/245, OXA-232 ve OXA-181 varyantlarinda meropeneme diren¢ oram yiiksek

saptanmistir.
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Tablo 12. OXA-48 varyantlarina gore K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda
meropenem ve imipenem duyarliliklari

K. pneumoniae (n:297) E. coli (n:46)
n (%S) n (%S)

; n MM ipm MEMve o viEem v MEMve
varyantlan IPM IPM
OXA-48/245 135 32(23,7) 41(304)  27(20) 5 5(100)  5(100) 5 (100)
OXA-232 105 13(12,4) 34(324) 13(12,4) 22 22(100) 21(955) 21(95.5)
OXA-181 55 6(10,9) 12(218)  6(10,9) 6 6(100)  6(100) 6 (100)
OXA-244 1 1(100)  1(100) 1 (100) 13 13(100) 13(100) 13 (100)
OXA-162 - - - - - - - -
OXA-1200 100 0@ 0 -

MEM, meropenem; IPM, imipenem; S, duyarli.

4.7 KARBAPENEM GRUBU ANTIiBIiYOTIKLERIN MiNIMUM
INHiBITOR KONSANTRASYON DEGERLERINE iLiSKiN BULGULAR

Sivi mikrodiliisyon testi sonuclarma gore izolatlarin %31°1 (114/368)
meropeneme, %39,1°’1 (144/368) imipeneme duyarhi iken %28’1 (103/368) hem
meropeneme hem imipeneme duyarli bulunmustur. Temsili MIK sonuglar Sekil 14°de
gosterilmistir.

Meropenem  ve imipenem MIK  degerleri varyantlar arasinda
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Kruskal Wallis,
p<0,001, p<0,001). OXA-48/245, OXA-232 ve OXA-181varyantlarinin meropenem
MIK degerleri OXA-244 varyantina gore yiiksek bulunmustur (hepsi igin p<0,001).
OXA-232, OXA-181, OXA-48/245, OXA-162 varyantlarimin imipenem MIK
degerleri OXA-244 varyantina gore yliksek bulunmustur (p=0,011, p=0,007, p<0,001,
p=0,012). OXA-48 varyantlarinin meropenem ve imipenem MiKso ve Mioo degerleri
Tablo 13’de gosterilmistir.
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Sekil 14. Sivi mikrodiliisyon plaginda temsili MiK sonuglari

Tablo 13. OXA-48 varyantlarmin meropenem ve imipenem MIKso-MiKoo degerleri

Meropenem Imipenem

Varyantlar MiKso MiKss MK dagilimi MiKso MiKoo MIK
dagilimi

OXA-1200 8 8 8-8 4 4 4-4

OXA-162 2 8 0,5-8 16 32 1-32
OXA-181 16 32 <0,125->64 4 16 0,25-64
OXA-232 8 32 <0,125->64 4 16 0,25->64
OXA-244 0,25 32 <0,125->64 1 64 0,25->64
OXA-48/245 16 >64 <0,125->64 4 64 0,5->64
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Varyantlara gdre meropenem ve imipenem MIK dagilimlar1 Sekil 15 ve Sekil

16°da gosterilmistir.

m OXA-48/245 mOXA-232 mOXA-181 mOXA-244 mOXA-162 mOXA-1200
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MiK pg/mL
Sekil 15. OXA-48 varyantlarina gére meropenem MIK dagilimi

m OXA-48/245 mOXA-232 mOXA-181 mOXA-244 mOXA-162 m OXA-1200
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Sekil 16. OXA-48 varyantlarina gore imipenem MIK dagilimi
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OXA-48 varyantlarinin bakteri tiiriine gére meropenem ve imipenem MIKso ve
MiKoo degerleri Tablo 14°de gosterilmistir. OXA-48 varyantlarinin bakteri tiiriine gre
meropenem ve imipenem MIKso degerleri incelendiginde, E. coli izolatlarinda OXA-
232 varyantinda meropenem MiKso degeri, OXA-244 ve OXA-48/245¢ gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p=0,003). E. coli izolatlarinda
meropenem MIKso degerleri OXA-232"de 0,25 pug/mLiken, OXA-48/245 ve OXA-
181°de 0,125 pg/mLtespit edilmistir. E. coli izolatlarinda varyantlara gore imipenem

MIK diizeylerinde anlamli fark saptanmanustr.

Tablo 14. OXA-48 varyantlarinin bakteri tiiriine gére meropenem ve imipenem
MiKso ve MiKoo degerleri

Meropenem Imipenem
Or(g}a;ﬁi)zuma Varyant MiKso MiKeo ~ MIK Dagilim MiKso MiKeo  MIK Dagilimi
OXA-1200 8 8 8-8 4 4 4-4
OXA-181 16 32 <0,125->0,64 4 16 1-64
K, pneumoniae  OXA-232 16 32 <0,125->0,64 4 16 1->64
OXA-244 0,25 0,25 0,25-0,25 1 1 1-1
OXA-48/245 16 >64 <0,125->0,64 4 64 0,5->64
p 0,485 0,367
OXA-181 0,125 0,5 <0,125-0,5 0,5 2 0,25-2
E coli 0OXA-232 0,25 2 <0,125-2 1 2 0,254
’ OXA-244 0,125 0,25 <0,125-0,5 0,5 2 0,25-2
OXA-48/245 0,125 0,25 <0,125-0,25 0,5 1 0,5-1
p 0,003 0,059
OXA-162 2 8 0,5-8 16 32 1-32
OXA-181 0,5 32 0,25-32 2 32 1-32
Diger 0XA-232 0,5 32 <0,125-32 2 32 0,25-32
OXA-244 8 >64 0,5->64 16 >64 1->64
OXA-48/245 1 2 0,25-2 2 4 1-4
P 0,681 0,479

Diger, P. mirabilis, E. cloacae, K. aerogenes, K. oxytoca, P. stuartii, P. rettgeri, C. braakii, C. koseri, S.

marcescens.
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E. coli izolatlarinda varyantlara gdre meropenem ve imipenem MIK

dagilimlari sirasiyla Sekil 17 ve Sekil 18’de gosterilmistir.

OXA-48/245 OXA-232 mOXA-181 mOXA-244
25

20

15

10 I
=

<0,125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >64

MIK pg/mL

Sekil 17. E. coli izolatlarinda OXA-48 varyantlarina gore meropenem MIK dagilimi

OXA-48/245 mOXA-232 mOXA-181 mOXA-244
18
16
14
12
10

: -
<0,125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >64

MIK pg/mL
Sekil 18. E. coli izolatlarinda OXA-48 varyantlarma gore imipenem MIK dagilimi
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K. pneumoniae izolatlarinda varyantlarin meropenem ve imipenem MIK
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. K. pneumoniae
izolatlarinda OXA-48/245, OXA-232 ve OXA-181 meropenem MIKso degerleri 16
pg/mL, imipenem MIKso degerleri 4 pg/mL olarak tespit edilmistir. K. pneumoniae
izolatlarinda varyantlara gére meropenem ve imipenem MIK dagilimlar1 Sekil 19 ve

Sekil 20°de gosterilmistir.

OXA-48/245 OXA-232 OXA-181 mOXA-244 mOXA-1200
110

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10 —

<0,125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >64

MIK pg/mL

Sekil 19. K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 varyantlarina gére meropenem MiK
dagilimi
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OXA-48/245 OXA-232 OXA-181 mOXA-244 mOXA-1200
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MiK pg/mL

Sekil 20. K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 varyantlarina goére imipenem MiK
dagilimi

Varyantlarm yillara gére meropenem ve imipenem MIK degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (Kruskal Wallis Testi, p >0,05).

GSBL iireticisi olmayan izolatlarin (29/368) GSBL iireticilerine gore
meropenem (p<0,001) ve imipenem (p<0,021) MIK degerleri anlamli diisiik
saptanmugtir. GSBL {iretimine gdre meropenem ve imipenem MIKso degerleri Tablo

15°de gosterilmektedir.

Tablo 15. izolatlarin GSBL iiretimine gére meropenem ve imipenem MiKso ve MKy
degerleri

Meropenem Imipenem
GSBL MiKso MiKoo Dellvglllllf m MiKso MiKoo Dellvglllllf m
Pozitif 8 64 <0,125->64 4 32 0,25->64
Negatif 1 16 <0,125-16 2 4 0,5-8
p <0,001 0,021
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Ikili karbapenemaz iireten izolatlarda hem meropenem hem imipenem MIK
degerleri yiiksek (MiKso: 64 pg/mL) tespit edilmistir. Tek basina OXA-48 benzeri
karbapenemaz fiireticilerinde ise meropenem icin MiKsy degeri 8 pg/mL iken,
imipenem igin 4 pg/mL olarak tespit edilmistir. Ikili karbapenemaz iireticilerinde
imipenem ve meropenem MIK degerleri tekli karbapenemaz iireticilerine gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir (Mann Whitney U Testi, her ikisi i¢in

p<0,001).
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5. TARTISMA

Caligmamizda en sik tespit edilen varyant OXA-48/245 olmustur. K
pneumoniae izolatlarinda en stk OXA-48/245 ve OXA-232 varyantlari tespit edilirken,
E. coli izolatlarinda en stk OXA-232 tespit edilmistir. K. pneumoniae izolatlarinda
OXA-48/245, OXA-232 ve OXA-181 varyantlarinda meropenem direnci diger
varyantlara gore anlamli yliksek saptanmigtir. OXA-181, OXA-232 ve OXA-48/245
varyantlarmin meropenem MIK diizeyi OXA-244 varyantma gore yiiksek
bulunmustur. OXA-48/245, OXA-232, OXA-181 ve OXA-162 varyantlarmin
imipenem MIK diizeyi OXA-244 varyantma gore yiiksek bulunmustur. Karba NP
direkt testinin duyarliligt OXA-48/245 ve OXA-232 varyantlarinda diger varyantlara
gore yliksek, OXA-244 varyantinda ise diger varyantlara gore diisiik tespit edilmistir.
Ikili karbapenemaz iireticilerinde OXA-48/245 varyant1 diger varyantlara gére yiiksek
oranda saptanmistir.

CRE tiirleri, kiiresel 6l¢ekte halk sagligi agisindan ciddi bir tehdit olusturan,
tedavi secenekleri kisith ve mortalitesi yiliksek kritik patojenlerdir. SMART
kapsaminda (2008-2014) 103.960 Enterobacteriaceae izolati incelenmis ve
%1,4’iinde karbapenemaz geni tespit edilmistir (41). Optimal Direng¢ Izleme igin
Uluslararast Ag (INFORM) programi kapsaminda 2012-2014 yillar1 arasinda
meropeneme duyarli olmayan izolatlarin (n:961) %78,4’{inde en az bir karbapenemaz
geni tespit edilmistir (76). CRE insidansin1 arastirmak amaciyla bes cografi bolgeden
ve 39 iilkeden 5 yillik siire boyunca elde edilen 81,781 Enterobacterales izolati
incelenmistir. Izolatlarin %3,3’iiniin meropeneme duyarli olmadig: tespit edilmistir.
2012-2014 yillar1 arasinda meropeneme duyarli olmayan Enterobacterales'in orani
%?2,7 iken, 2015-2017 yillar1 arasinda bu oran %3,8'e ylikselmistir. Bu durumun,
ozellikle Latin Amerika'da KPC, Avrupa'da NDM, VIM ve OXA-48 benzeri
karbapenemaz, Orta Dogu ve Asya-Pasifik'te ise OXA-48 benzeri karbapenemaz
pozitif izolatlarin oranindaki artisa bagli olabilecegi vurgulanmistir (30). ATLAS
(2018-2022) siirveyans programi kapsaminda 79,214 Enterobacterales izolati
incelenmistir ve meropeneme duyarli olmayan izolatlarin oran1 Latin Amerika'da
2018'de %4,7 iken 2022'de %12,9'a ve Orta Dogu/Afrika'da 2018'de %5,7 iken
2022'de %10,4'e yiikselmistir. Avrupa'da 2018'de %3,9'dan 2021'de %6,5'e yiikselen
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bir egilim gdstermis, ardindan 2022'de %4,5'e diismiistiir. Asya-Pasifik bolgesinden
izolatlar i¢in CRE prevalans1 2020'de zirve yapmis (%]11,3) ve daha sonra nispeten
sabit kalmistir. Kuzey Amerika'dan izolatlar ise 2018'de %2,6'dan 2022'ye kadar
kademeli bir sekilde %1,1'e diismiistiir (77). Kiiresel siirveyans ¢alismalarinda, CRE
izolatlarinin biiyiik cogunlugunu K. pneumoniae’nmn olusturdugu (%75,5-%76,7), E.
coli ve E. cloacae nin takip eden tiirler oldugu bildirilmistir (30, 41). CPE tiirleri
arasinda da en sik tespit edilen tiiriin K. pneumoniae oldugu bildirilmistir (34).

Calismamiz sirasinda 2019-2023 yillar1 arasinda hastane verilerimiz
incelendiginde, Enterobacterales izolatlar1 arasinda CRE oran1 2019 yilinda %4,3 iken,
2023’de bu oranin %7,8’e yiikseldigi goriilmiistiir. Bu bulgu, diinyada ve iilkemizde
karbapenem direncinin zamanla artis egiliminde oldugunu gosteren diger c¢alisma
verileriyle  ortiismektedir.  Calismamizda, CRE izolatlarinin tiir  dagilima
incelendiginde, literatiir verileriyle uyumlu olarak en sik tespit edilen tiir %71,7 ile K.
pneumoniae olmustur. Bunu %10,1 ile E. coli ve %8,2 ile Enterobacter spp. takip
etmistir. K. pneumoniae izolatlarimin %17,5’1 meropeneme, %29,6’s1 imipeneme
duyarl tespit edilirken; E. coli izolatlarinin %100’i meropeneme, %97,8’1 imipeneme
duyarli saptanmistir.

Enterobacterales tiirlerinde yaygin olarak goriilebilen karbapenemazlar
karbapenem direncinde rol oynayan en oOnemli mekanizmalardan biridir (18).
Karbapenemaz enzimleri molekiiler olarak ii¢ beta-laktamaz siifinda (Smif A, B ve
D) yer alirlar. Karbapenemazlarin tespiti ve izlemi; kolay yayilan, tedavisi gii¢
enfeksiyonlara sebep olmasit ve bolgesel farkliliklar gostermesi nedeniyle dnem
kazanmigti. SMART (2008-2014) siirveyans programi verilerine gore CPE
izolatlarinin %53,2’si KPC, %20’si OXA-48 benzeri ve %19,4’ii NDM olusturmustur
(41). 2008-2017 yillart arasinda yayinlanan kiiresel siirveyans caligmalarinda, KPC
%350 oranlarinda seyrederek en yaygin karbapenemaz olarak raporlanirken, MBL ve
OXA-48 benzeri karbapenemazlar %20 oranlarinda bildirilmistir (30, 41, 76).
Ulkemizde yapilan siirveyans ¢aligmalarinda 10 yillik siirecte CPE izolatlarinda OXA-
48 benzeri karbapenemazlar en yaygin karbapenemaz olarak tespit edilirken; NDM,
KPC ve OXA-48 benzeri+NDM birlikteligi artis egilimi gostermistir (42—44). 11k kez
2001 yilinda Tirkiye’”de CR K. pneumoniae izolatinda tanimlanan OXA-48,

iilkemizde halen baskin karbapenemaz olarak varligini siirdiirmektedir (3).
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Calismamizda CPE izolatlarmin = %68,6’sin1  (368/536) OXA-48 Dbenzeri
karbapenemazlar olusturmaktadir. Bunu %22,6 (121/536) ile NDM, %15,8 (85/536)
ile KPC takip etmistir.

OXA-48 benzeri karbapenemazlarin diger karbapenemazlar ile birlikte {iretimi
ozellikle endemik bolgelerin kesisiminde bulunan iilkelerde 6nemli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir; 6rnegin, OXA-48+NDM-1 birlikte {iretimi Orta Dogu ve
Gliney Asya kaynakli K. pneumoniae suslarinda olduk¢a yayginlagsmistir (78). 2016-
2018 yillar1 arasinda 31 iilkede yapilan siirveyans ¢aligmasinda, OXA-48 benzeri
karbapenemazlarin %11,3’tinde (40/354) diger karbapenemazlar ile birlikte iiretimi
tespit edilmistir (79). Ulkemizde karbapenemaz iireten K. pneumoniae ve E. coli
izolatlarinda OXA-48+NDM-1 birlikte iiretimi 2013 yilinda %2,1 oraninda iken 2019
yilinda bu oran %12,6’ya yiikselmistir (44). Nadiren VIM+OXA-48 ve KPC+OXA-
48 birlikte iiretimi raporlanmistir (42, 44). Ulkemizde CR Klebsiella spp. izolatlarinda
yapilmis ¢ok merkezli ¢aligmada, OXA-48 benzeri karbapenemazlarin %17’sinde
(29/170) MBL ile birlikte iiretim tespit edilmistir (43). Calismamizda OXA-48 benzeri
karbapenemazlarin %11,7’sinde (43/368) diger karbapenemazlar ile birlikte {liretim
saptanmigtir. Bu oran, iilkemizde ikili karbapenemaz iireten izolatlarin artig egilimi
gosterdigini raporlayan ¢aligmalar ile uyum gostermektedir (44).

OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlar1 arasinda en yaygin olarak OXA-
48, OXA-181, OXA-232 saptanirken, OXA-244, OXA-162, OXA-484 ve OXA-204
gibi varyantlar daha diisiik siklikta rapor edilmistir (38, 78). Varyantlarin bolgesel
dagilimlar1 da farklilik gostermektedir. OXA-48, K. pneumoniae izolatlarinda sik
goriilmekte olup, Orta Dogu, Kuzey Afrika ve bazi Avrupa lilkelerinde endemiktir.
OXA-181, E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda yaygin ve Sahra Alt1 Afrika ile Hint
Yarimadasi'nda endemiktir. OXA-232 ise 2019 yilindan itibaren belirgin bir artig
gostererek ozellikle Hindistan, Ingiltere ve Tayland'da endemik hale gelmistir (27).
2018-2021 yillar1 arasinda 42 {ilkeyi iceren ATLAS siirveyans programi kapsaminda
1.946 OXA-48 Dbenzeri karbapenemaz {ireten Enterobacterales izolati
degerlendirilmistir. K. pneumoniae %87’lik oranla en sik tespit edilen tiir olurken, onu
%6’l1k oranla E. coli takip etmistir. Bu ¢alismada en yaygin varyant olarak OXA-232
(%40) saptanmis, bunu OXA-48 (%38) ve OXA-181 (%20) varyantlar1 izlemistir. K.
pneumoniae’de en sik tespit edilen varyant OXA-48 olurken, E. coli’de en sik OXA-
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181 varyant1 tespit edilmistir. Tiirkiye, bu calismada OXA-232 ve OXA-48’in baskin
oldugu bolgeler arasinda yer almistir (6). Yapilan bir calismada, CR K. pneumoniae
izolatlarinin %45’inde (45/100) OXA-48 benzeri karbapenemaz geni saptanmistir.
OXA-48 varyantlar1 incelediginde ise, 41 izolatta OXA-48/245, iki izolatta OXA-181
ve iki izolatta OXA-244 tespit edilmistir (51). Ulkemizde yapilmis ¢cok merkezli bir
calismada, OXA-48 benzeri karbapenemaz ilireten Klebsiella spp. izolatlarinin %51’ ini
OXA-48 olustururken, %31’ini OXA-232, %11’ini OXA-244 ve %3’ linii OXA-181
varyantinin olusturdugu tespit edilmistir (43). Calismamizda, OXA-48 benzeri
karbapenemaz genine sahip izolatlarda en yaygin varyantlar OXA-48/245 (%39,1),
OXA-232 (%36,4) ve OXA-181 (%17,6) olmustur. OXA-244 (%5,1), OXA-162
(%1,3) ve OXA-1200 (%0,2) tespit edilen diger varyantlardir. Calismamizda baskin
olarak tespit edilen varyantlarin Tiirkiye kaynakli daha o6nce tanimlanmig varyantlara
benzerligi, plazmid aracili veya endemik klonal yayilim olasiligini diisiindiirmektedir.
Mikroorganizma bazinda degerlendirildiginde en sik tespit edilen varyantlar K.
pneumoniae izolatlarinda %45,5 ile OXA-48/245, E. coli izolatlarinda ise %47,8 ile
OXA-232 olmustur. Yillara gore degerlendirildiginde ise 2021-2022 yillarinda OXA-
181 diger yillara gore daha yiiksek oranda tespit edilirken, bu yillarda OXA-48/245
daha diisiik saptanmistir. 2021-2022 yillarinda daha diisiik oranda tespit edilen OXA-
48 varyanti, tekrar artis egilimi gostermistir. OXA-48 varyantlarindaki bu degisimin
belirtilen donemde gergeklesen fark edilmeyen salginlar veya COVID-19
pandemisiyle olasi iligkisi i¢in daha fazla veriye ihtiyag¢ vardir.

Global o6lgekte bir calismada 2016-2018 yillar1 arasinda, OXA-48 benzeri
karbapenemaz lireten izolatlarin 40’1inda (%11,3) diger karbapenemazlar ile birliktelik
saptanmistir. Bu izolatlarin 20°sinde NDM-1+0XA-232 (Birlesik Krallik), 16'sinda
NDM-1+0XA-48 (Almanya, Belarus, Yunanistan, Tiirkiye), ikisinde NDM-5+OXA-
232 (Birlesik Krallik), birinde NDM-1+OXA-181 (Tiirkiye) ve birinde KPC-2+OXA-
232 (Tayland) tespit edilmistir (79). Calismamizda, 24 izolatta OXA-48/245+NDM,
dokuz izolatta OXA-232+NDM, dort izolatta OXA-48/245+KPC, ii¢ izolatta OXA-
181+NDM, iki izolatta OXA-244+NDM ve bir izolatta OXA-181+VIM tespit
edilmistir. Diger karbapenemaz iireticileri ile en sik birliktelik gdsteren varyant OXA-

48/245 olmustur. Bu durum, OXA-48/245 varyantinin diger karbapenemaz genleriyle
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birlikte bulunma egiliminin yiiksek olabilecegini ve plazmidler aracilifiyla birlikte
taginma potansiyeline sahip oldugunu diigiindiirmektedir.

OXA-48 benzeri karbapenemazlarin tespiti, rutin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 acisindan 6nemli bir zorluk teskil etmektedir. Bu durumun temel
nedeni, bu enzimlerin fenotipik etkilerinin diger karbapenemazlara kiyasla daha
belirsiz bir sekilde ortaya ¢ikmasidir. OXA-48 benzeri karbapenemazlarin zayif
hidrolitik aktiviteleri nedeniyle bu enzimlere sahip izolatlar karbapenemlere diisiik-
orta diizey direng gosterebilir ve standart duyarlilik testlerinde karbapenemlere duyarl
goriinebilirler. Spesifik bir fenotipik inhibitdrii olmadig i¢in, rutin laboratuvarlarda
OXA-48 benzeri karbapenemazlarin tespitinde Karba NP testi ve karbapenem
inaktivasyon yontemleri (CIM, mCIM) gibi genel karbapenemaz tarama testleri
kullanilabilmektedir (80). Nordmann ve Poirel'in gelistirdigi Karba NP testinin OXA-
48 benzeri pozitif CPE dahil olmak {izere farkli karbapenemazlar1 tanimlamak igin
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik gosterdigi bildirilmistir (59). Kanada’da yapilan bir
aragtirmada ise OXA-48 benzeri karbapenemaz pozitif CPE izolatlarinda Karba NP
testinin yanlig negatif sonu¢ verebildigi ve inokulum miktarinin arttirilmasiyla
duyarliligin %21°den %59’a ¢iktig1 bildirilmistir (81). Emeraud ve ark. tarafindan
yapilan caligmada, Karba NP testi ile OXA-244 iireten Enterobacterales izolatlarinin
%A47’sinde karbapenemaz iiretimi tespit edilebilmistir (82). Baska bir arastirmada
Karba NP testinin duyarliligit OXA-48 ve OXA-232 varyantlarinda %100 bulunurken,
OXA-181, OXA-162 ve OXA-244 varyantlarinda sirasiyla %83,3, %80 ve %28,6
olarak saptanmigtir (83). Karba NP direkt test, dogrudan bakteri kolonileri ile
uygulanabilen bir Karba NP modifikasyonu olup, bu testin, OXA-48 benzeri
karbapenemaz  pozitif = Enterobacteriaceae  izolatlarinda  karbapenemazlarin
tespitindeki duyarliligi %83'ten %94'e yiikselttigi gosterilmistir (63). Bayraktar ve ark.
tarafindan laboratuvarimizda gergeklestirilen, Karba NP direkt testinin performansinin
degerlendirildigi c¢alismada, OXA-48 benzeri karbapenemaz izolatlarinin %98,8’i
(88/89) Karba NP direkt test ile karbapenemaz pozitif bulunmustur (84).
Bulgularimiza gore, tek basina OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlarin
%70,5°1 Karba NP direkt test ile pozitif olarak tespit edilmistir. Karba NP direkt test
sonuglari, OXA-48 varyantlarina gore degerlendirildiginde; duyarliligi OXA-
48/245°de %75 ve OXA-232’de %72 bulunmustur. Varyantlarin %35,1’ini (19/368)
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olusturan OXA-244 varyantinda ise, karbapenemlere kars1 zayif hidrolitik aktivite
gostermesi nedeniyle Karba NP direkt test oldukca diisiik duyarlilik (%29.4)
gostermistir.

Zwaluw ve ark. tarafindan gelistirilmis, fenotipik karbapenemaz tespit yontemi
olan CIM, Karba NP ile uyumlu sonug¢ gostermistir (55). CIM modifikasyonu olarak
gelistirilmis mCIM ise 2017’den beri CLSI tarafindan Onerilen fenotipik
karbapenemaz tespit yontemlerinden biridir (54). Tamma ve ark. yaptiklar ¢alismada,
mCIM testinin karbapenemaz tespitinde duyarliligint %98 olarak bulmuslar ve testin
OXA-48 benzeri karbapenemaz ireticilerinin tamamin1 tespit edebildigini
gostermislerdir (61). OXA-48, OXA-232, OXA-181 ve OXA-162 varyantlarinin da
dahil oldugu bir calismada mCIM testinin OXA-48 benzeri izolatlarda karbapenemaz
tespitinde %100 duyarliliga sahip oldugu gosterilmistir (83). CIM ve
modifikasyonlarinin performansinin karsilastirildignt 20 OXA-48 benzeri (dokuz
OXA-48, bir OXA-162, ali OXA-181 ve dort OXA-232) karbapenemaz pozitif
izolatin dahil oldugu bir ¢alismada iki OXA-232 pozitif izolat mCIM ile yanlis negatif
olarak tespit edilmistir (85). Caligmamizda, tek basina OXA-48 benzeri karbapenemaz
iireten izolatlarin %72’si mCIM testi ile pozitif olarak tespit edilmistir. OXA-244
iireten izolatlarin %64,7’sinde mCIM testinin pozitif sonug vermesi, testin bu varyant
icin Karba NP direkt teste kiyasla daha yiiksek bir duyarliliga sahip oldugunu
gostermektedir.

OXA-48 benzeri karbapenemazlar; penisilinleri yliksek diizeyde hidrolize
ederken, genis spektrumlu sefalosporinlere ve karbapenemlere karsi zayif hidrolitik
aktivite gosteren, klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olmayan enzimlerdir. Bu nedenle, tespit edilen diisiik MIK
degerleri izolatlarin gézden kagmasina ve direncin fark edilmeden yayilmasina neden
olmaktadir (80). Ozellikle karbapenemlere diisiik hidrolitik aktivite gdsteren
karbapenemazlarin tespitini artirmak amaciyla, EUCAST tarafindan 6nerilen tarama
simir degerleri, klinik duyarlhilik sinir degerlerinden daha diisiiktiir. Karbapenemaz
taramas1 icin EUCAST tarafindan oOnerilen, duyarlilik-6zgiillik dengesi en iyi
karbapenem meropenemdir (14). Ancak OXA-48 benzeri karbapenemaz pozitif
izolatlarda meropenem ve imipeneme duyarlilik goriilebilmektedir. Bu nedenle OXA-

48 benzeri karbapenemazlarin yaygin oldugu bdlgelerde ertapenemin, diisiik
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ozgiilliige sahip olmasina ragmen taramada kullanilabilecek en duyarli karbapenem
grubu antibiyotik olabilecegi bildirilmistir (42, 86). Calismamizda da OXA-48 benzeri
karbapenemazlarin tamami ertapeneme direncli tespit edilmistir.

OXA-48 varyantlarinin hidrolitik aktivitelerindeki farkliliklar nedeniyle
karbapenem duyarlilig1 ve MIK degerlerinin degiskenlik gosterebildigi bildirilmistir
(6, 87). OXA-48 ve OXA-181'in imipenemi, meropeneme kiyasla daha gii¢lii hidrolize
ettigi; OXA-232"nin ise OXA-48 ve OXA-181'e gore imipenemi daha zay1f hidrolize
ettigi bildirilmistir. (46). OXA-162, meropenem hari¢ karbapenemler i¢cin OXA-48
varyantina gore dort-sekiz kat daha yiiksek MiK degerleri gdstermistir (26). Dimou
ve ark. tarafindan yapilan calismada, OXA-181 varyantinda meropenem ve imipenem
MIK degerlerinin OXA-48’e gore yiiksek tespit edildigi bildirilmistir (88). 2016-2020
yillart arasinda kiiresel Olgekte yapilan bir caligmada, OXA-48 varyantinda
meropenem ve imipeneme duyarlilik sirastyla %20,7 ve %9,7 iken, bu oranlar OXA-
181 varyantinda %39,6 ve %26,1, OXA-232°de ise %8,4 ve %9,3 olarak tespit
edilmigtir (87). ATLAS siirveyans ¢alismasi kapsaminda OXA-48 benzeri enzim
saptanan izolatlarin karbapenem duyarliliklar1 incelendiginde, %12,5’1i meropeneme,
%6,9’u imipeneme duyarli bulunmustur. Bu oranlar OXA-232 iireticisi K. pneumoniae
izolatlarinda sirasiyla %3,6 ve %5,5, OXA-232 iireticisi E. coli izolatlarinda %57,9 ve
%63,2 olarak tespit edilmistir. OXA-244 {ireticisi E. coli izolatlarinda meropenem
duyarliligt %100, imipenem duyarliligt %66,7 olarak bulunmustur. OXA-181
iireticilerinde ise meropenem ve imipenem duyarlilik oranlari sirasiyla K. pneumoniae
izolatlarinda %25,5 ve %15,4; E. coli izolatlarinda ise %81 ve %50 olarak
bulunmustur. Genel olarak K. pneumoniae izolatlarinda E. coli izolatlarina gore daha
yiiksek karbapenem MIK degerleri gozlenmistir (6). Bulgularimiza gore, OXA-48
benzeri karbapenemaz iireticisi izolatlarin %35°1 meropeneme, %43,7’si imipeneme
duyarli saptanmigtir. OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarinda meropenem ve
imipenem duyarliliklari sirastyla OXA-48/245°de %35,3 ve %40,5, OXA-232’de %32
ve %47, OXA-181°de %22,9 ve %32,8, OXA-244’de %94,1 ve %94, OXA-162’de
%60 ve %0 olarak tespit edilmistir. OXA-232 iireticisi K. pneumoniae izolatlarinda
meropenem ve imipenem duyarlilifi sirasiyla %12,4 ve %32,4 iken, E. coli
izolatlarinda %100 ve %95,5 olarak saptanmistir. K. pneumoniae izolatlarinda OXA-

48/245, OXA-232 ve OXA-181 varyantlarinda meropenem direng orani yiiksek olarak
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saptanmistir. OXA-244 f{ireticisi E. coli izolatlarinda meropenem ve imipenem
duyarlilig1 %100 bulunmustur. Calismamizda literatiir verileriyle uyumlu olarak MIK
degerleri K. pneumoniae izolatlarinda E. coli izolatlarina gore daha yiiksek tespit
edilmistir.

Calismamizda OXA-48/245 ve OXA-181 varyantlarinda meropenem MiKso
degerleri 16 pg/mLbulunurken OXA-232’de 8 pg/mL, OXA-244’de ise 0,25 pg/mL
bulunmustur. Imipenem igin MiKsy degerleri OXA-48/245, OXA-232 ve OXA-
181°de 4 pg/mL olurken, OXA-244’de 1 pg/mL, OXA-162’de ise 16 pg/mL tespit
edilmistir. Bulgularimiza gore, imipenemi meropenemden daha iyi hidrolize ettigi
bilinen OXA-48/245 ve OXA-181 varyantlarinda, meropenem MIK lerinin
imipenemden yiiksek bulundugu dikkat ¢ekmektedir. OXA-244 varyantinda diger
varyantlara kiyasla imipenem ve meropenem MIK degerleri daha diisiik tespit
edilmistir. E. coli izolatlarinda OXA-232 varyantinin meropenem MIK degerleri diger
varyantlara gore yiiksek saptanmustir. K. pneumoniae izolatlarinda ise varyantlara gore
karbapenem MIK degerlerinde istatistiksel anlamli fark saptanmamistir. Bu durum
yiiksek MIK degerlerinin homojen dagilimi ile agciklanabilir. Duyarlilik
kategorilerinin ve MIK degerlerinin bakteri tiirii ve OXA-48 varyantlarma gore
farklilik gostermesi, varyant dagiliminin enfeksiyon kontrolii ve tedavi stratejileri
acisindan tasidigi biiyiik 6nemi agik¢a ortaya koymaktadir.

OXA-48 benzeri karbapenemazlar ¢ogu zaman GSBL enzimleri ile birlikte
iiretilmektedir. Tek basina {iretildiklerinde sefalosporinlere karsi diisiikk hidrolitik
aktivite gostermeleri nedeniyle sefalosporinlere duyarli tespit edilebilen OXA-48
benzeri karbapenemazlar, GSBL ile birlikte iiretildiklerinde sefalosporinlere direncli
hale gelirler. Ayrica, OXA-48 benzeri karbapenemazlarin GSBL ile birlikte iiretilmesi,
meropenem ve imipenem MIK degerlerinde artisa neden olmaktadir (87).
Calismamizda da, GSBL iireticisi olmayan izolatlarin (29/368) GSBL fiireticilerine
gdre meropenem (p<0,001) ve imipenem (p<0,021) MIK degerleri anlamh diisiik
saptanmistir.

Ikili karbapenemaz iireticileri birden fazla diren¢ mekanizmasini bir arada
yayabildikleri i¢in enfeksiyon kontroliinde kritik 6nem tagimaktadirlar (47). OXA-48
benzeri karbapenemazlarin ozellikle MBL gibi giiclii hidrolitik aktiviteye sahip

karbapenemazlarla birlikteligi, meropenem ve imipenem MIK degerlerini artirmakta,
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bu da tedavi yonetimini zorlastirmaktadir (87). OXA-48 benzeri varyantlarinin diger
karbapenemazlarla birlikte tiretimi, 6zellikle OXA-48’in endemik oldugu bolgelerde
MBL genlerinin de kazanilmasiyla giderek daha sik karsimiza ¢ikmaktadir. OXA-48
benzeri enzimlerin diger karbapenemazlar ile birlikte bulunmasinin yiiksek diizeyde
karbapenem direnci saglayabilecegi vurgulanmistir (89). Bulgularimiza gore, ikili
karbapenemaz iireticisi olarak tespit edilen 43 izolatin %65’ini (28/43) OXA-48/245
varyanti olusturmaktadir. Literatiir ile uyumlu olarak ikili karbapenemaz iireticilerinde
meropenem ve imipenem MIK diizeyleri tekli karbapenemaz iireticilerine gore yiiksek
saptanmistir (p<<0,001). OXA-244 tespit ettigimiz 19 izolatin 16’sinin imipenem ve
meropenem MIK degerleri <0,125-0,5 pg/mL arasindayken NDM ile birliktelik
gdsteren 2 izolatin meropenem MIK degerleri 32 pg/mLve >64 pug/mL, imipenem
MIK degerleri ise 64 pg/mL ve >64 pg/mL tespit edilmistir. Bu durum, tedavi
basarisizig1 ve epidemiyolojik risk acisindan énemli bir bulgudur. ikili karbapenemaz
ireten izolatlarin dogru tanimlanmasi ve iligkili varyantlarin yani sira direng
profillerinin titizlikle degerlendirilmesi, enfeksiyon kontrolii ve tedavi basarisi
acisindan kritik 6neme sahiptir.

Calismamizin giiclii yanlari; genis bir zaman diliminde ¢ok sayida CPE izolat1
degerlendirilmis, OXA-48 benzeri karbapenemaz varyantlarinin siklik, fenotipik
ozellik, antimikrobiyal duyarlilik ve MIK diizeyleri gibi birgok dzelligi irdelenmistir.
Calismamizin kisitlhiligi, OXA-48/245 varyantini tespit etmek i¢in kullanilan primer
bolgesindeki dizilimlerin ayni olmasi nedeniyle OXA-48 ve OXA-245 ayrimi

yapilamamustir.
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6. SONUC

e Bu calismada, OXA-48 benzeri karbapenemazlarin yayginliginin ve bunlarin
karbapenem direnci iizerindeki etkilerinin varyantlar arasinda belirgin farkliliklar
gosterdigi ortaya koyulmustur.

e En sik saptanan OXA-48 varyantlari; OXA-48/245, OXA-232 ve OXA-181
olmustur. Bu varyantlarin dagilimi, bakteri tiiriine gore belirgin farklilik gostermistir.
K. pneumoniae izolatlarinda bu ii¢ varyant daha yaygin bulunurken, E. coli
izolatlarinda 6zellikle OXA-232 varyant1 6ne ¢ikmastir.

e  OXA-48/245 varyant1 diger karbapenemaz genleri ile en sik birliktelik gdsteren
varyant olmustur.

e OXA-244 varyantinda Karba NP direkt test ve mCIM yalanci negatiflik orani
yiiksek saptanmistir. Bu bulgu, OXA-244 gibi karbapenemleri zayif hidrolize eden
varyantlarin rutin laboratuvar testleriyle tespitinin gii¢ olabilecegini ve dolayisiyla bu
direngli suslarin gizli yayilma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

e OXA-244 varyantinda karbapenem MIK degerlerinin, diger OXA-48
varyantlarina kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistir. Bu bulgu, OXA-48
varyantlarinin  karbapenemlere karsi olusturdugu direng diizeylerinin degisken
olabilecegine isaret etmektedir.

e OXA-232 varyanti, 6zellikle E. coli’de yiiksek meropenem MIK leri ile dikkat
cekmekte ve karbapenemaz tespitinde fenotipik test duyarlili§ini azaltabilmektedir.

o Ikili karbapenemaz iireten OXA-48 varyantlarinda meropenem ve imipenem
MIK degerlerinin belirgin yiiksek oldugu gériilmiistiir. Birden fazla karbapenemaz
genini birlikte tagtyan bu tiir izolatlarin varligi hem tanisal duyarliligi azaltmakta hem
de karbapenemlere kars1 direng diizeyini 6nemli 6l¢iide arttirarak tedavi segeneklerini
ciddi sekilde kisitlamaktadir. Bu durumlarda molekiiler dogrulama Onem
kazanmaktadir.

e K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48/245, OXA-232 ve OXA-181
varyantlarinda meropeneme direng orani yiiksek saptanmustir.

e Elde edilen bulgular, OXA-48 benzeri karbapenemazlarin takibi ve varyant

diizeyinde tanimlanmasinin enfeksiyon kontrol stratejileri a¢isindan kritik oldugunu
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gostermektedir. Ozellikle K. pneumoniae gibi hastane kaynakli enfeksiyon
etkenlerinde bu varyantlarin yayginligi, saglik kurumlarinda daha siki izolasyon
onlemleri ve tarama programlari uygulanmasini gerektirebilir.

e (Calismamizda baskin olarak tespit edilen varyantlarin Tirkiye kaynakli daha
once tanimlanmis varyantlara benzerligi, endemik klonal yayilim olasiligim
diistindiirmektedir. Bu varyantlarin yayilim paterninin aydinlatilmasi i¢in multilokus
sekans tiplendirme ve tim genom dizileme temelli molekiiler epidemiyoloji
caligmalar1 faydali olacaktir.

e Sonu¢ olarak, bu c¢aligma Tirkiye'de OXA-48 benzeri karbapenemaz
varyantlarinin epidemiyolojisi iizerine kapsamli veri sunan ilk ¢alisma olmasi
nedeniyle 6zgiin bir deger tagimaktadir. Calismamizin bulgulari, ulusal diizeyde OXA-
48 benzeri karbapenemazlarin izlenmesi ve bu konuda yapilacak ileri arastirmalarin

yonlendirilmesi agisindan dnemli bir temel teskil etmektedir.
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