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KLiNiK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN KLEBSIELLA PNEUMONIAE
IZOLATLARINDA KARBAPENEM DIiRENCINi SAPTAMAKTA KULLANILAN
FENOTIPIK YONTEMLERIN PERFORMANSLARININ KARSILASTIRILMASI

Muharrem NASLI
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Lisansiistii Egitim Enstitusu
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Tez Danismani:
Dr. Ogr. Uyesi Serife YILMAZ
Ocak 2024, 66 sayfa

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae’nin neden oldugu enfeksiyonlar kiiresel bir
tehdit haline gelmistir. Ozellikle coklu ilaca direng, cesitli bakteri tiirleri arasinda
endise verici bir oranda artmakta ve hem hastane kaynakli hem de toplum kaynakli
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii “Bakteriyel antimikrobiyal
direncin 2019 yilinda kiiresel 1,27 milyon 6liimden dogrudan sorumlu oldugu ve 4,95
milyon oOlime katkida bulundugu tahmin edilmektedir” seklinde agiklamasi
bulunmaktadir. Cogu zaman tedavinin son secenegi olan karbapenemlere karsi artan
direng yayginlasmaktadir. Karbapenemaz iireten kokenlerin ve ayni1 zamanda
tastyicilarin da erken ve hizli tanimlanmasi, bu yiiksek direngli patojenlerin
yayilmasini 6nlemek i¢in zorunludur. Tasiyicilarin erken tanimlanmasi ve enfeksiyon
kontrol dnlemlerinin uygulanmasi, karbapenemazin neden oldugu hastane kaynakli
salginlar1 onlemenin tek yoludur ve smirli tedavi segenegi vardir. Bu sebeple

karbapenemazlarin hizli ve dogru tespiti i¢cin molekiiler yontemler ve fenotipik
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yontemler kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler zahmetli olup, deneyimli personel,
ekipman gereksinimi ve maliyet gibi kisitlamalar s6z konusudur. European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) karbapenem duyarlilig1
azaldiginda karbapenemaz tespiti i¢in fenotipik testleri Onerdigi ic¢in biz de iki
merkezli c¢alismamizda fenotipik yontemlerin performanslarimi  karsilastirip
degerlendirmeyi amagladik.

Calismaya Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi ile Balikesir Atatiirk Sehir
Hastanesi Mikrobiyoloji laboatuvarlarina c¢esitli kliniklerden gonderilen ve izole
edilen 100 K.pneumoniae susu dahil edilmistir. Suslarin tanimlamalar1 ve karbapenem
duyarliliklart BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, USA) ile yapilmistir. Calismaya
dahil edilen suslarda karbapenemaz varligini tespit etmek icin CIM, sCIM, mCIM ve
mMCIM-A testleri ¢alisilmistir. Calismaya dahil edilen kokenlerde karbapenemaz
direng genini tespit etmek igin altin standart olarak kabul edilen PCR yo6ntemi
kullanilmistir. Real time PCR yontemi ile KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-51, OXA-
23-58 ve OXA-48 direng genleri arastirilmigtir. Calisilan fenotipik testler altin standart
yontem olan PCR ile karsilastirilarak performanslari degerlendirilmistir.

Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ve
izole edilen 50 K. pneumoniae susunda CIM, sCIM, mCIM ve mCIM-A testlerinin
Ozgulligl %100; duyarliliklar: ise sirasiyla %90, %94, %92 ve %98 olarak tespit
edilmistir. Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobyoloji laboratuvarina génderilen
ve izole edilen 50 K. pneumoniae susunda ise CIM, sCIM, mCIM ve mCIM-A
testlerinin 6zgilligi %100; duyarliliklart ise sirasiyla %82, %88, %90 ve %90 olarak
tespit edilmistir.

Calisgmamizda fenotipik testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri yuksek oranda saptanmis
olup mCIM-A yodntemi karbapenem direncini saptamada en etkin ydntem olarak

bulunmustur

Anahtar Sozciikler : Karbapenem direnci, CIM (Karbapenem Inaktivasyon
Metodu), mCIM (Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu), sCIM
(Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu), mCIM-A (Amonyum bikarbonat
ilaveli Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu)
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Infections caused by carbapenem-resistant Enterobacteriaceae have become a global
threat. Especially multidrug resistance is increasing at a concerning rate among various
bacterial species, causing both hospital-acquired and community-acquired infections.
The World Health Organization has stated that bacterial antimicrobial resistance was
directly responsible for an estimated 1.27 million deaths globally in 2019 and
contributed to 4.95 million deaths.” Increasing resistance to carbapenems, often the
last treatment resort, is becoming widespread. Early and rapid identification of infected
patients and carriers producing carbapenemases is essential to prevent the spread of
these highly resistant pathogens. Early identification of carriers and implementation of
infection control measures is the only way to prevent hospital-acquired outbreaks
caused by carbapenemases, and there are limited treatment options. Therefore,
molecular and phenotypic methods are used for the rapid and accurate detection of

carbapenemases. "Molecular methods are subject to limitations such as labor

Vi



intensiveness, requirement for experienced personnel, equipment, and cost." Since
European Committee on  Antimicrobial — Susceptibility  Testing (EUCAST)
recommends phenotypic tests for the detection of carbapenemases, if sensitivity of
carbapenem susceptibility tests decreases. Therefore we aimed to compare and
evaluate the performance of phenotypic methods in our two-center study.

The study included 100 K. pneumoniae strains isolated from various clinics and sent
to the Microbiology laboratories of Karablk Training and Research Hospital and
Balikesir Atatiirk City Hospital. The strains were identified and their carbapenem
susceptibilities were determined using the BD Phoenix 100 (Becton Dickinson,
USA)." CIM, sCIM, mCIM, and mCIM-A tests were performed to detect the presence
of carbapenemases in the included strains.” The gold standard test, PCR, considered
the gold standard for detecting the resistance gene of each included strain, was
performed. The resistance genes KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-51, OXA-23, OXA-
58, and OXA-48 were investigated using the real-time PCR method. The performance
of the studied phenotypic methods was evaluated by comparing them with the gold
standard method, PCR.

The specificity and sensitivity of CIM, sCIM, mCIM, and mCIM-A tests were 100%,
90%, 94%, 92%, and 98%, respectively, for 50 K.pneumoniae strains isolated from the
microbiology laboratory of Karabiik Training and Research Hospital. We determined
the specificity of CIM, sCIM, mCIM, and mCIM-A tests for the
50 K.pneumoniae strains sent to the Microbiology laboratory of Balikesir Atatiirk City
Hospital as 100%, and their sensitivities as 82%, 88%, 90%, and 90% respectively.

In our study, the sensitivity and specificity of phenotypic tests were found to be high,
and the mCIM-A method was found to be the most effective method in detecting

carbapenem resistance.

Key Word . Carbapenem Resistance, CIM (Carbapenem Inactivation
Method), mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method), sCIM (Simplified
Carbapenem Inactivation Method), mCIM-A (Modified Carbapenem Inactivation

method with ammonium bicarbonate)

Science Code 1 1039.09
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BOLUM 1

GIRIS

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae (KDE)'nin hizli ve dogru bir sekilde tespit
edilmesi, uygun antimikrobiyal tedavinin baglatilmasi ve enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin alinmasi i¢in esastir [1]. Coklu ilaca direncli patojenlerin orani gittikce
artmaktadir. Bu epidemiyolojik ve mikrobiyolojik sorun, enfeksiyon kontrolii
acisindan bir zorluk olusturmakta olup hasta gilivenligi i¢in ciddi bir tehdit haline
gelmistir. Ayn1 organizmanin duyarli suslari tarafindan olusturulan enfeksiyonlara
kiyasla, bir¢cok antibiyotige direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, daha
uzun hastanede kalma siireleri, yliksek mortalite oranlar1 ve daha yiiksek saglik
harcamalar1 gibi sonuglarla iliskilendirilmistir. Bu kotii sonuglar muhtemelen altta
yatan hastaligin daha ciddi olmasi, etkili tedavinin baslatilmasinda gecikmeler ve bazi
durumlarda etkili antimikrobiyal tedavinin eksikligi gibi ¢coklu etiyolojik faktorlerden
kaynaklanmaktadir [2]. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’nin 2022 yilinda
yayinladigi rapor incelendiginde karbapenem direngli K. pneumoniae oraninda ciddi
bir artis oldugu goriilmektedir[3].

K. pneumoniae'de karbapenemlere direng, farkli mekanizmalarla iliskilendirilmistir.
Permeabilite bozukluklarinin bir araya gelmesi, ¢cok zayif karbapenemaz aktivitesine
sahip PB-laktamazlarin liretimiyle birlikte, karbapenemlere direng gelisimine neden
olabilir. Bu enzimler ya Ambler sinifi A genis spektrumlu B-laktamazlar ya da Ambler
smifi C AmpC sefalosporinazlar1 olabilir ve bazi durumlarda, permeabilite
bozukluklar ile birlestiginde azalmis karbapenem duyarliligina daha fazla katkida
bulunabilirler. B-laktamazlari igeren bu mekanizmalarin disinda, karbapenem-hidroliz
etkinligi 6nemli olmayan, gercek karbapenemazlar K. pneumoniae'de ek permeabilite
bozukluklar1 olmaksizin karbapenemlere karsi direngten sorumludur. Bu
karbapenemazlar, Ambler molekiiler siif A, B veya D'ye aittir [4]. Bu direnglerin
tespit edilmesinde altin standart olarak kabul edilen molekiiler yontemlerin hem

duyarliligr hem de o6zgiilliigli yiiksektir. Fakat maliyetli olmasi, deneyimli personel



gerektirmesi, ekip ve donanima ihtiya¢ duyulmasi sebebiyle istenilen 6l¢iide kullanimi
yayginlasamamistir.

Karbapenemaz varligin1 tespit etmek i¢in kullanilan maliyeti uygun, kolay,
erigilebilirligi yiiksek olan fenotipik yontemler de mevcuttur. Bu fenotipik yontemler
arasinda; kombinasyon disk yontemi, CarbaNP Testi ve tlrevleri, karbapenem
inaktivasyon metodu mevcuttur [5]. ilk olarak 2015 yilinda Karbapenem Inaktivasyon
metodu [6] gelistirilirken, 2017 yilinda CLSI tarafindan da onerilen fenotipik testler
arasinda yer alan modifiye karbapenem inaktivasyon metodu [7] Ozgilligi ve
duyarliligiyla dikkat ¢ekmistir. Glinlimiize kadar g¢esitli modifikasyonlari ile yapilan
calismalar g6z Oniine alindiginda bu testlerin verimliligini arttirdig1 goriilmektedir.
Calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen karbapenemaz direngli 100 adet
K.pneumoniae izolatinda, karbapenemaz tespitinde kullanilan fenotipik yontemlerden
olan karbapenem inaktivasyon metodu ve modifikasyonlarini, altin standart yontem
olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile karsilagtirmayr ve performanslarini

degerlendirilmeyi amagladik.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. KLEBSIELLA PNEUMONIAE TARIHCESI VE TAKSONOMISi

1882 yilinda Carl Friedlander, Klebsiella pneumoniae'yi ilk kez tanimladi. Bu
bakteriyi pnomoni nedeniyle &len kisilerin akcigerlerinden izole ettikten sonra
kapsiillenmis basil olarak tanimladi. Baslangicta Friedlander'in basil'i olarak
adlandirilan bu bakteri, ancak 1886 yilinda Klebsiella adini ald1 [8]. Klebsiella
pneumoniae’nin homolog DNA’lara sahip fakat farkli biyokimyasal ozellikler
sergileyen ¢ alt tiiri vardir, bunlar: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K.
pneumoniae subsp. ozaenae ve K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis’tir[9]. K.

pneumoniae nin taksonomisi, Tablo 2.1°de gosterilmistir

Tablo 2. 1: Klebsiella pneumoniae'nin taksonomisi [10]

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Siif Gammaproteobacteria
Takim Enterobacterales

Aile Enterobacteriaceae
Cins Klebsiella

Tar Klebsiella pneumoniae

2.2. KLEBSIELLA PNEUMONIAE’NIN MORFOLOJIK YAPISI

Enterobacteriaceae ailesinin karakteristik niteliklerini iceren K. pneumoniae,
hareketsiz, kapsiilli, spor olusturmayan ve 1-2 pm x 0,5-0,8 pm boyutlarinda gram
negatif bir basildir [11]. K.pneumoniae belirgin bir kapsil igerir; bu 06zellik

bakterilerin Gram boyamada (genis bir kapsiille ¢evrili biiyiik basiller) ve kiiltiirde
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(mukoid, stimiiksii koloniler) nispeten kolay bir sekilde taninmasini saglar. Cesitli
secici besiyerlerinde (Eosine Methylen Blue(EMB) agar, MacConkey agar) ve segici

olmayan besiyerinde (Kanl: agar) tirerler [12].

2.3 VIRULANS FAKTORLERI

2.3.1 Kapsil

Kapsiil, bakterinin etrafin1 saran ve yiizeyinde kalin bir fibr6z yap1 olusturan, susa
0zgii polisakkaritlerden olusan hiicre dis1 matristir. K. pneumoniae tarafindan iiretilen
kapsuler polisakkaritlere K antijenleri denir. Bu polisakkaritlerin K. pneumoniae
susuna bagli oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda, serolojik teknikler kullanilarak

susun tanimlanmasinda kullanilir [13].

2.3.2 Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit, bakterinin dis membraninda bulunan, Lipit A, Cekirdek
polisakkaridi ve O-Antijeninden meydana gelir. Klebsiella pneumoniae
enfeksiyonunda LPS'nin birincil rolii, kompleman bileseni C3b'yi bakteri
membranindan uzaga baglayarak membran saldir1 kompleksi C5b-9'un olugumunu

onleyerek bakteri hiicrelerinin kompleman aracili lizisine karsi koruma saglamaktir

[13].

2.3.3 Fimbria

Fimbria, bakterinin konakg¢1 yiizeylere yapismasinda rol oynar. Klebsiella pneumoniae
tarafindan iki ana fimbria tiirii sergilenir: ipliksi olan tip 1 fimbria ve sarmal benzeri
sekle sahip olan tip 3 fimbria. Ayrica her tiiriin ifade diizeyi, bakterilerin tutundugu
ylizeye bagl olarak degismektedir. Tip 1 fimbrialar idrar yolunda ve mesanede
eksprese edilir, ancak gastrointestinal sistem veya akcigerlerde eksprese edilmez. Tip
3 fimbrialar hiicre dig1 matrislere baglanir ve biyofilmlerin olusumu i¢in 6nemlidir

[13].



2.3.4 Siderofor

Son olarak K. pneumoniae’nin enfeksiyon esnasinda gelisebilmesi ig¢in bulundugu
cevreden demir almasi gerekir. Enfeksiyon esnasinda memeli konakgilarda ¢ok az
serbest demir bulunur, bu nedenle bakterinin sideroforlari exprese etmesi gerekir.
Bunlar, transferrin gibi memelilerdeki demir tagima molekiillerine gore demire daha
yuksek afiniteye sahip olan ve bakterinin hizli biiylimesini saglayan molekiillerdir. K.
pneumoniae tarafindan exprese edilen birincil siderofor, patojenik suslardan da
exprese edilen enterobactin'dir; ancak salmochelin, yersiniabactin, colibactin ve
aerobactin de eksprese edilebilir. Gergekte, K. pneumoniae'nin hiperviriilent suslari
birden fazla siderofor eksprese edebilmektedir ve 6zellikle salmochelin,

yersiniabactin, kolibactin ve aerobactin ekspresyonu ile iliskilidir [13].

2.4 KLINiK ONEMIi VE EPIDEMIiYOLOJIiSi

Klebsiella pneumoniae, klinik 6rneklerden sik¢a izole edilen bir bakteridir ve
genellikle primer pnémoniye yol agar. %1-6 gibi nadir durumlarda, normal bireylerin
orofarenksine kolonize olabilir. Gastrointestinal K.pneumoniae tasiyiciligi iilkeler
arasinda degismekte ve ortalama olarak %40 ile %66 arasinda bulunmaktadir. Yiiksek
gelirli iilkelerde ise bu oran %S5 ile %35 arasindadir. Hastaneye yatisin K.pneumoniae
tastyiciligint artirdigi biliniyor olsa da hastanelerden rapor edilen K.pneumoniae
tastyiciligi, prevalansindan daha yiiksektir[14]. K.pneumoniae nin neden olan
pnémoni, toplum kaynakli veya hastane kaynakli pndmoni olarak ayrilabilir. Toplum
kaynakli pnomoni olduk¢a yaygin bir teshis olmasina ragmen, K.pneumoniae
enfeksiyonu nadirdir. Gelismis tilkelerde, toplum kaynakli pndmoninin yaklasik %3
ila %5'inin K. pneumoniae'nin neden oldugu enfeksiyonla iliskili oldugu tahmin
edilmektedir, ancak Afrika gibi gelismekte olan iilkelerde bu oran tiim pnomoni
vakalarmin yaklagik %]15'ini olusturabilir. Genel olarak, K.pneumoniae dinya
genelinde tiim hastane kaynakli pndmonilerin yaklasik %11,8'ini olusturur [8].

K.pneumoniae 'nin yiiksek prevelansi ve diinya ¢apinda yaygin olmasinin yani sira
antibiyotik direnci de énemli bir sorundur. Ulkeler arasinda degisen veriler, K.
pneumoniae'nin tlim antibiyotik siniflarina, dzellikle de tedavi de son se¢enek olarak

kullanilan karbapenemlere duyarliliginin azaldigini gostermektedir [15]. 2020 yili



CAESAR raporunda, Tiirkiye igin antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarinda K.
pneumoniae izolatlarinda imipenem/meropenem direnci %39 iken ertapeneme karsi

direng oraninin ise %51 dir [16].

2.5 ANTIBAKTERIYEL iLACLAR

20. yiizyilin en 6nemli tibbi ilerlemelerinden biri penisilinin kesfidir. 1928 yilinda
Alexander Fleming, bir Penicillium notatum tdrinin bakterileri 6ldirebilen madde
tirettigini gdzlemledi. Penisilin'in kesfi ve tedavide kullanilacak kadar yeterli saflikta
tiretilmesi, modern antibiyotik ¢aginin baslangicinit miijdelemistir. Antibiyotikler, bazi
temel hiicresel suregleri engellemek veya durdurmak amaciyla tasarlanmistir, bu yolla
bakterilerin bilyiimesini kontrol altina alir veya onlari tamamen Oldiiriir.
Antibiyotikler, etki mekanizmalarina gore ana siniflar halinde gruplandirilir. Bunlar;

1. Hiicre duvar sentez inhibisyonu (Beta laktamlar, glikopeptitler, lipopeptitler,
polipeptitler, izoniyazid, etiyonamid, etambutol, sikloserin)

2. Protein sentezi inhibisyonu (Aminoglikozidler, tetrasiklinler, glisilsiklinler,
oksazolidinonlar, kloramfenikol, makrolidler, ketolidler, klindamisin,
streptograminler)

3. Nukleik asit sentez inhibisyonu (Kinolonlar, rifampin ve rifabutin,
metronidazol)

4. Antimetabolitler [17]

Antibakteriyel ilaglarin etki mekanizmalar ve etki spektrumlar1 Tablo 2.2 de

gosterilmistir [12].



Tablo 2.2. Antibakteriyel ilaglarin etki mekanizmalart ve etki spektrumlari

1. HUCRE DUVARI HASARI

Etki Mekanizmasi

Antibiyotik

Etki Spektrumu

-Peptidoglikan
sentezinden
sorumlu
proteinlere(PNP)
ve enzimlere
baglanir

-Dogal penisilinler (penisilin G,
penisilin V)

-TUm B-hemolitik streptokoklar ve diger
streptekoklarin ¢oguna etkilidir;
stafilokoklara karst etkisi  smirlidir;
meningokoklara ve bircok gram pozitif
anaeroba karsi etkindir; gram negatif
basillere kars1 etkisi zayiftir.

-Penisilinaza direncli | Dogal penisilinlere benzer, farkli olarak
penisilinler(metisilin,  nafsilin, | stafilokoklara karsi artmig etkinlige
oksasilin kloksasilin, | sahiptir.

dikloksasilin)

-Genis spektrumlu penisilinler | Gram pozitif koklara karsi dogal

(ampisilin, amoksisilin)

penisilinlerle ayni etkiyi gosterir; bazi
gram-negatif basillere kars1 etkilidir.

Dar spektrumlu sefalosporinler

Gram pozitif bakterilere kars1 oksasilinle

ve sefamisinler(sefaleksin | ayni etkiyi gosterir; bazi gram negatif
sefalotin, sefazolin, sefapirin, | basillere kars1 etkilidir.

sefradin)

Genislemis spektrumlu | Gram pozitif bakterilere karst etki

sefalosporinler ve sefamisinler
(sefaleksin, sefalotin, sefapirin,
sefradin)

oksasiline esittir; gram negatiflere karsi
etkinlik Enterobacter, Citrobacter ve
ayrica Proteus tiirlerini de i¢erecek sekilde
gelistirilmistir.

Genis spektrumlu sefalosporinler
(sefiksim, sefotaksim,
seftriakson, seftazidim, sefepim,
sef- pirom)

Gram pozitif bakterilere karst etki
oksasiline esittir; gram negatif bakterilere
kars1 Pseudomanas’t da igerecek sekilde
gelistirilmistir.

Karbapenemler(imipenem,

Bircok aerop ve anaerop gram pozitif ve

meropenem, ertapenem, | gram negatif bakteriye karsi etkili genis
doripenem) spektrumlu antibiyotiklerdir.

Dar spektrumlu monobaktam | Belirli aerop gram negatif basillere karsi
(aztreonam) etkilidir; ancak anaeroplara ve gram pozitif

koklarakarsi etkisizdir.




R-laktamazlara B-laktamaz  inhibitorii  iceren | Aktiviteleri dogal penisilinlere benzer, ek
baglanir  ve  [-| penisilinler (ampisilin-sulbaktam, | olarak B-laktamaz lreten stafilokoklara ve
laktamin enzimatik | amoksisilin-klavulanat, tikarsilin- | belirli gram negatif basillere karsi da
inakti-  vasyonunu | klavulanat, piperasilin- | etkinlikleri gelistirilmistir.

onler tozabaktam)

Peptidoglikan Glikopeptitler(vankomisin) Tiim stafilokoklar ve streptokoklara karsi
katmanlarin da etkilidir; enterokoklarin ¢oguna, gram
gapraz baglanmalari pozitif basillere ve tim gram negatif
inhibe eder bakterilere karsi etkisizdir.

Bakteriyel Polipeptid(Basitrasin) Stafilokoklar ve streptokoklara karsi
sitoplazma etkilidir; gram negatif bakterilere karsi
membranini ve etkisiz.

peptidoglikan

oncullerinin

tasinmasini  inhibe

eder.

Bakteri dis | Polipeptid(kolistin) Bircok gram negatif bakteriye kars
membraninin etkilidir, ancak gram pozitiflere kars1 etkisi
gecirgenligini yoktur.

bozar.

Mikolik asit | Izoniyazid, etiyonamid Mikobakterilere kars1 etkilidir.

sentezini inhibe

eder.

2. PROTEIN SENTEZI INHIBISYONU

Etki Mekanizmasi

Etki Spektrumu

-Peptid
zincirlerinin
ribozomdan
olgunlagsmadan
ayrilmasini saglar.

30S

Antibiyotik
Aminoglikozidler (gentamisin,
streptomisin, kanamisin

tobramisin, amikasin)

-Baglica  gram  negatif  basillerin
olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilir; kanamisinin aktivitesi sinirlidir;
tobramisin Pseudomonas’a kars1
gentamisinden biraz daha etkindir; en
etkili olan amikasindir.

-30S  ribozomda
polipeptid

uzamasini engeller.

Tetrasiklinler(tetrasiklin,
doksisiklin, minosiklin)

-Gram pozitif ve bazi gram negatif
bakteriler (Neisseria, bazi
Enterobacteriaceae) mikoplazmalar,
klamidyalar ve riketsiyalara karsi etkili
genis spektrumlu antibiyotiklerdir.




-30S ribozoma
baglanir ve protein
sentezinin
baslamasini 6nler.

Glisilsiklinler (tigesiklin)

-Spektrum tetrasiklinlere benzer fakat
gram negatif bakterilere ve hizli iireyen
mikobakterilere karst daha etkilidirler.

-50S  ribozomda
protein sen- tezinin
baslamasini 6nler.

Oksazolidinon(Linezolid)

-Staphylococcus, Enterococcus,
Streptococcus, gram pozitif basiller,
Clostridium ve anaerop koklara Kkarsi
etkilidir; gram negatif bakterilere karsi
etkisizdir.

-50S  ribozomda
polipeptid

uzamasini engeller.

Makerolidler(eritromisin,
azitromisin, klaritromisin,
roksitromisin)

-Gram pozitif ve bazi gram negatif
bakteriler, Neisseria, Legionella,
Mycoplasma, Chlamydia, Chlamydophila,
Treponema ve Rickettsia’ya karst etkili
genis spektrumlu  antibiyotiklerdir;
klaritromisin ~ ve  azitromisin  bazi
mikobakterilere kars1 da etkindir.

Linkozamid(klindamisin)

-Aerobik gram pozitif koklara ve
anaeroplara karsi etkili genis spektrumlu
aktiviteye sahiptir.

Streptograminler(dalfopristin
kinupristin)

-Primer olarak gram pozitif bakterilere
kars1 etkindir; metisiline duyarli ve direngli

stafilokoklar, streptokoklar, E.faecium
(Enterecoccus faecalis’e etkisiz)
Haemophilus, Moraxella ve amaeroplara
kars1 iyi aktivite gosterir;

Enterobacteriaceae ve diger gram negatif
basillere karsi etkili degildir.

3.NUKLEIK ASIT SENTEZININ INHiBISYONU

Etki Mekanizmasi Antibiyotik Etki Spektrumu
-DNA  girazin  ¢-alt | -Dar spektrumlu kinolon | -Belirli gram negatif basillere karsi
birimine baglanir. (nalidiksik asit) etkilidir; gram pozitiflere karg1 aktif
degildir.
-Genis  (broad)  spektrumlu | -Gram pozitif ve gram negatif

kinolonlar(siprofloksasin,
levofloksasin)

bakterilere  karsi  etkili  genis

spektrumlu antibiyotiklerdir.

-Genisletilmig(extended)
spektrumlu
(moksifloksasin)

kinolon

-Gram pozitif bakterilere karsi

artmig  etkinligi  olan  genis
spektrumlu  antibiyotiktir; gram
negatif basillere kars1 etkinlik

siprofloksasine benzer.

-DNA’ya bagimli RNA
baglanarak
transkripsiyonu onler.

polimeraza

-Rifampin, rifabutin

-Mikobakterilere ve aerop gram
pozitif bakterilere karg1 etkilidir;
gram negatiflere kars1 aktif degildir.




-Bakteri DNA’sin1 | -Metronidazol -Anaerobik bakterilere kars1
parcalar. etkilidir, aerop ve fakiltatif
anaeroplara kars1 etkin degildir.

4 ANTIMETABOLITLER
Etki Mekanizmasi Antibiyotik Etki Spektrumu
-Dihidropteroat  sentazi | -Siilfonamidler -Genis bir araliktaki gram pozitif ve
inhibe eder ve folik asit gram negatif bakterilere karsi
sentezini bozar. etkilidir ~ ve  Uriner  sistem

enfeksiyonlarinda secilecek ilactir.

-Dihidropteroat rediiktazi | -Trimetoprim
inhibe eder ve folik asit
sentezini bozar.

-Dihidropteroat rediiktazi | -Dapson -Mikobakterilere kars1 etkilidir.
inhibe eder ve folik asit
sentezini bozar.

2.5.1 Beta Laktam Grubu Antibiyotikler

Peptidoglikan (murein), bakteri hiicre duvarmin benzersiz bir mukopolisakkarit
bilesenidir. Peptidoglikan tabakasi, N-asetil-D-glukozamin ve N-asetil-D-muramik
asit'in sirayla dizilmis disakkarit alt birimlerinden olusur. Peptidoglikan biyosentezi
dort ana asamadan olusur: 1. sitoplazmada onciil maddelerin sentezi. 2. lipidle bagl
onciil maddelerin sitoplazmik zar1 gecisi. 3. glikan tinitelerinin hiicre duvarina
yerlestirilmesi. 4. transpeptidasyon baglanmasi ve olgunlagsmasi. Hiicre duvari
biyosentezinin en yaygin olarak kullanilan inhibitorleri olan B-laktamlar 3. ve 4.
asamalardaki siireclere etki ederler. Beta-Laktam grubu antibiyotikler, penisilinler,
sefalosporinler, sefamisinler, karbapenemler, monobaktamlar ve beta laktamaz
inhibitorleridir. Peptidoglikanin ¢apraz baglanmasini saglayan transpeptidaz-
transglikozilaz enzimleri olan PBPlere baglanarak etki gosterirler. [-laktam
antibiyotiklerin PBP’lere baglanmasini1 ve transpeptidasyon reaksiyonunun inhibe
edilmesini kolaylastirarak bakteriyel lizis ve hiicre dliimiine neden olurlar.f3-laktam

grubu antibiyotikler Tablo 2.3 de gdsterilmistir[ 18]
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Tablo 2.3 Beta Laktam grubu antibiyotikler

Sinif Alt sinif Kategori Antibiyotikler
Penemler Penisilin Penisilinaza Duyarli Penisilin G, Penisilin V
Penisilinaza Direngli Metisilin, Oksasilin
Genig Spektrumlu Karbenisilin, Tikarsilin
Aminopenisilinler Piperasilin
Antipsédomonaller Amoksasilin Klavulanat
Genisletilmis Spektrumlu Ampisilin Sulbaktam
Penem-p-laktamaz
kombinasyonlari
Sinif Alt simif Kategori Antibiyotikler
Sefemler Sefalosporin 1 Dar spektrum, 1. Kusak Sefazolin, Sefalotin
Sefalosporin 2 Genislemis spektrum, 2. Kusak Seforoksim,
Sefonisid
Sefalosporin 3 Genis spektrum, 3. Kusak Seftazidim,
Sefoperazon
Sefalosporin 4 Genisletilmis spektrum, 4. Kusak Sefepim
Sefamisin Sefmetazol,
Sefoksitin
Oksasefem Moksalaktam
Karbasefem Lorakarbef
Sinif Alt sinif Kategori Antibiyotikler

Karbapenemler Imipenem, Meropenem,

Ertapenem, Doripenem

Monobaktam Aztreonam

2.6 ANTIBIYOTIK DIRENC MEKANIZMALARI

Antibiyotik direncinin artmasi1 ve yayilmasi hem bilim hem de hasta bireyler icin
benzersiz bir zorluk teskil etmektedir. Enfeksiyon sadece bireyleri degil toplumlar1 da
tehdit eden bir hastaliktir. Antibiyotiklere direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasi ve

direncli organizmalarin yayilmasi insan sagligi agisindan tehdit olusturmaktadir.
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Kronik enfeksiyonlardaki artis ayrica zorluk teskil etmekte olup; bu hastaliklarin
antibiyotiklere direnci nedeniyle tedavi edilmesini zorlastirmaktadir [19].
Antibiyotiklere kars1 direng, bakteriler tarafindan ii¢ temel mekanizmada
gelismektedir;
1. Aantibiyotige kars1 hiicre duvari gecirgenliginde azalma ve hedefe ulagmasinin
engellenmesi,
2. Antibiyotigin enzim ile pargalanmasi veya degistirilmesiyle etkisiz hale
getirilmesi,
3. Antibiyotigin hedef reseptor bolgesinde degisiklik meydana gelmesi [17]
Bu diren¢ mekanizmalar1 dahil olmak tizere, cogu bakteri neredeyse her tiirlii direng
mekanizmasina sahiptir ve tek bir bakteride birden fazla diren¢ mekanizmasinin

bulunabilecegi de unutulmamalidir.

2.6.1 Beta Laktam Grubu Antibiyotiklerin Diren¢ Mekanizmalari

Beta-laktam antibiyotikler PBP'lere saldirir ve hiicre duvari sentezine miidahale
eder. Beta-laktamazlarin {i¢ boyutlu konfigiirasyonu PBP'leri taklit eder. Bu nedenle
beta-laktamazlar, PBP'lerin yerine beta-laktam antibiyotiklere baglanabilir ve bunlari
etkisiz hale getirebilir. Beta-laktam antibiyotikler bazi mikroorganizmalarin dogal
urtinleridir. Bu nedenle dogada, insanlik tarihinden 6nce bile mikroorganizmalar beta-
laktamaz liretmis ve antibiyotik iireticilerine kars1 hayatta kalmistir. Bu enzimler, beta-
laktam antibiyotiklerin uretimi ve tiketiminden once nadir
bulunuyordu. Antibiyotiklerin yaygin kullaniminin neden oldugu yogun segici baski,
beta-laktamazlarin 6zellikle gram-negatif bakteriler arasinda evrimlesip yayilmasini
saglamistir. Bu senaryo, yeni antibiyotigin spektrumu ne kadar genis olursa olsun, her
yeni beta-laktam antibiyotigin kesfinden kisa bir siire sonra tekrarlandi. Artik gram
negatif bakteriler ayn1 anda ¢esitli beta-laktamazlar Uretiyor ve birgok beta-laktam
antibiyotik sinifina direng¢ kazandirtyor [20].

Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi olusan diren¢ mekanizmalar1 Tablo 2.4’te

verigsmistir [21].
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Tablo 2.4. Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi olusan diren¢ mekanizmalari

TEMEL DIRENC MEKANIZMASI OZEL DIRENC MEKANIZMASI

-PBP’lerin beta-laktamlara baglanma afinitesini azaltan
-Penisilin baglayan proteinlerde | degisiklikler

degisim -Hiicrede bulunan PBP’lerde degisim;

-Yakin tilirlerden transformasyon ile gen aktarim
ve homolog rekombinasyon ile mozaik gen olusumu
-PBP genlerinde nokta mutasyonu

-Yeni PBP yapimi

-Beta Laktamaz {iretiminin arttirilmasi

-Beta Laktam antibiyotigi | -Mutasyon veya genetik aktarim

parcalayan enzim (Beta Laktamaz) | -Beta Laktamaz kontrol mekanizmalarinin bozulmasi
Uretimi -Varolan  beta-laktamazlarda  etki  spektrumu
degistirecek mutasyonlarin olugsmasi

-TEM-1, TEM-2, SHV-1 beta laktamaz genlerinde
nokta mutasyonlar1 ile GSBL sentezi

-Gen aktarimi ile yeni beta-laktamaz genlerinin

kazanilmasi

-[lacin girisinin azalmas1 (porin protein degisimi veya
kaybi)
-llacin hiicredeki etkin | -Ilac1 digar1 atan aktif pompa sistemleri

konsantrasyonunun azaltilmasi

2.6.2 Karbapenem Direnci

Karbapenemlere kars1 direng tipik olarak iki ana mekanizmadan kaynaklanir.
1. Yapisal mutasyonlarla birlesen pB-laktamaz aktivitesi
2. Karbapenem antibiyotiklerini hidrolize eden enzimler olan karbapenemazlarin
uretimi.

[lk mekanizma, genellikle plazmidler tarafindan kodlanan genislemis spektrumlu f-

laktamazlar1 (ESBL'ler) ve Enterobacteriaceae'deki ekspresyonun c¢ogunlukla
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indiiklenebilir veya baskilanmamis kromozomal genlerden enzimlerin asir1 iiretimi ile
iliskili oldugu AmpC sefalosporinazlart (AmpC) icerir. ESBL'ler ve AmpC, GNB
(Gram Negatif Bakteri)'nin dis zarindaki bir protein ailesi olan ve degistirildiginde
veya kayboldugunda antibiyotiklerin bakteri zar1 boyunca difiizyonunu
kolaylagtiracak kadar yavas bir hizla geciktirebilen porinlerin mutasyonu ile
birlestirildiginde karbapenem direncini kazandirma kapasitesine sahiptir. ESBL ve
AmpC enzimlerinin etkisi. GNB'de karbapenem direnciyle iliskili diger mekanizmalar
arasinda ila¢ akis pompalar1 ve penisilin baglayici proteinlerdeki degisiklikler yer alir.
Karbapenemaz tretiminin bir sonucu olan enzim hidrolizi, karbapenem direncinin bir
baska nedenidir. Karbapenemazlar fonksiyonel yapilarina ve molekiiler yapilarina

gore siniflara ayrilir. Bu siniflandirma Tablo 2.5’ te verilmistir [22].

Tablo 2.5 Karbapenemazlarin Siniflandirilmasi

Ambler Siniflandirmasi A B D
Bush-Jacoby 2f 3 2d
Siiflandirmast
Enzim Aktif Bolge Serin Cinko Serin
Inhibitor Ticarip-laktamaz EDTA NaCl
inhibitorleri
Plazmid Kaynakli KPC, GES VIM, IMP, NDM OXA-48,
OXA-181
B-laktamlara etkinligi Tum beta  laktamlara | Aztreonam hari¢ tum | Karbapenemlere
etkili(GES haric) beta laktam- lara etkili. | zayif, Penisilin-
lere kuvvetli
etki
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2.6.2.1 Smif A Karbapenemazlar

Smif A karbapenemazlar serin bazli ve ¢ok yonlii hidrolitik kapasiteye sahip B-
laktamazlardir. Stnif A karbepenemazlar sefalosporinler, penisilinler, karbapenemler
ve aztreonam dahil olmak tizere ¢ok cesitli B-laktamlar1 hidrolize etme yetenegine
sahiptir. Klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilmesinden dolay1 -
laktamazlarin grup 2f fonksiyonel alt grubuna yerlestirir. Bu siniflandirmada bulunan
NmcA (non-metallocarbapenemesa-A), SME-1(Serratia marcescens enzyme), IMI-1
(Imipenem hydrolyzing B-lactamase) kromozomal kodlanirken, KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), GES ( Guiana extended spectrum) ise plazmidle
kodlanir.

KPC (“Klebsiella pneumoniae carbapenemaz”) igin karbapenemazlari diger
fonksiyonel grup 2f enzimlerinden ayiran iki dzellik vardir. ilk olarak KPC enzimleri
plazmidler araciligiyla aktarilirken; ikincisi substrat hidroliz spektrumu, sefotaksim
gibi aminotiyazoloksim sefalosporinlerini igerir. KPC ailesinin ilk tyesi,1996 yilinda
Kuzey Carolina'daki bir K. pneumoniae klinik izolatinda ICARE siirveyans projesi
araciligiyla kesfedilmistir. Bu izolat test edilen tiim B-laktamlara direncliydi ancak
karbapenem MIiK'leri klavulanik asit varliginda azaldi. Ik olarak bir biyoanalizle
tespit edilen karbapenemaz aktivitesi, KPC-1 beta-laktamazi kodlayan biiyiik bir
plazmid ile iligkilendirildi. Amerika Birlesik Devletlerinin dogu kiyis1 boyunca KPC
sinifi karbapenemazlarin hizla yayilmasinin ardindan diinya ¢apinda raporlar ortaya
¢ikmaya basladi [23]. Amerika Birlesik Devletleri disinda KPC dreten ilk K.
pneumoniae vakas: Fransa’dan bildirildi. llerleyen zamanlarda KPC (reten K.
pneumoniae suslarmin Israil, Kolombiya, Cin ve Yunanistan'dan bildirilmistir.
Gilintimiizde ise KPC izolatlarina bagli salginlar Diinya’nin bir¢ok yerinden
bildirilmektedir. En endigse verici olani, KPC’nin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisi, coklu ilaca direncleri nedeniyle son derece zordur ve bu da yiksek 6lim

oranlarina neden olur [23,24].

2.6.2.2 Simif B Karbapenemazlar

Hem yapisal hem de islevsel olarak benzersiz bir B-laktamaz grubu olan metallo-p-

laktamazlar (MBL'ler), genellikle klinik izolatlarda ikinci veya {igiincii bir f-laktamaz
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ile kombinasyon halinde dretilir. Aktif bolgede ¢inko iyonuna ihtiyag duymalari
nedeniyle yapisal olarak diger B-laktamazlardan farklidirlar. Serin B-laktamazlarin
aksine, MBL'lerin monobaktamlara kars1 afinitesi veya hidrolitik kapasitesi zayiftir.
Klavulanik asit veya tazobaktam tarafindan inhibe edilmezler. Bunun yerine daimin
tetraasetik asit (EDTA) dipikolinik asit gibi metal iyon selatorleri tarafindan inhibe
edilirler [25]. MBL'yi kromozomal olarak kodlayan bakteriler arasinda B. cereus (BC
I1), Bacillus anthracis, S. maltophilia (L1), Aeromonas
Hydrophilia (CphA), Chryseobacterium  meningoceptum (BlaB veya GOB-1)
, Chryseobacterium indologenes (IND-1), Legionella gormannii (FEZ-
1), Caulobacter crescentus (Mbl1B), Myroides spp. (TUS-1, MUS-
1), Janthinobacterium lividium (THIN-B),Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1)
ve S. fonticola (SFH-1). Plazmid araciligiyla aktarilanlar ise IMP (imipenemasse
metallo beta lactamase), VIM (Verona integron encoded metallo beta lactamase) ve
NDM (New Delhi metallo beta lactamase)’dir[26].

Plazmid araciligi ile aktarilan IMP, 1988 yilinda Japonya'da P. aeruginosa GN17203
susu'nun kesfedilmesiyle tespit edilmistir [27]. Ug¢ yil sonra, Japonya'nin Okazaki
kentindeki Aichi Hastanesi'nde bir idrar yolu enfeksiyonundan izole edilen Serratia
marcescens Tn9106 susunda ayni gen bulundu [28]. VIM-1 ilk olarak Verona,
Italya'da bir P. aeruginosaizolatindan tamimlandi. 1997'deki bu klinik izolat,
aralarinda piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonam'in da bulundugu bir dizi
beta-laktamlara direncliydi. Ozellikle imipenemin MIK degeri >128 pg/ml idi. Bu
sustan gerceklestirilen biyokimyasal analiz sonucunda, EDTA tarafindan inhibe edilen
ve Zn2+ ilavesi Uzerine eski haline donen bir karbapenem hidrolize edici aktivite
ortaya c¢ikardi [28,29]. IMP ve VIM daha sonra Diinya geneline yayilmis olup
Japonya, Cin ve Tayvan kusaginda daha sik gorilir [26]. Yeni Delhi metalo-f-
laktamaz 1 (NDM-1) tarafindan saglanan karbapenem direncine sahip Gram-negatif
Enterobacteriaceae, potansiyel olarak biiyiik bir kiiresel saglik sorunudur. NDM
enzimleri ilk olarak Isve¢’te 2008 yilinda, daha 6nce New Delhi-Hindistan seyahat
Oykiisii olmus hastanin idrar orneginde K. pneumoniae susu saptanmistir [30].
Hindistan'in Yeni Delhi kentindeki hastaneye kabul edildikten sonra Isvec'e geri
gonderilen hasta, in vitro bakteri tiirleri arasinda kolayca aktarilan, degisen
boyutlardaki plazmitlerde bla NDM-1 ile K. pneumoniae ve Escherichia coli

tarafindan  kolonize oldugu tespit edilmistir NDM-1  karbapenemazl
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Enterobacteriaceae, bir¢ok antibiyotik sinifina karsi olduk¢a direnglidir ve potansiyel
olarak Gram-negatif enfeksiyonlarin tedavisinde ana antibiyotik simiflar1 olan f-
laktamlar, florokinolonlar ve aminoglikozidlerle tedavi, sonun habercisidir. Yapilan
caligmalarda yalnizca tigesiklin ve kolistine duyarli kalmistir. NDM enzimi Hindistan
ve alt kitasinda bulunan iilkelerden ve yogun gog alan Ingiltere gibi gogmen niifusuna
sahip iilkelerden siklikla bildiriler yapilmaktadir [31]. NDM Tiirkiye’de Ekim 2011'de
Istanbulda bulunan bir hastanenin hematoloji {initesine basvuran bir hastanin kan

kalturanden coklu ilaca direncli K. pneumoniae’den izole edilmistir [32].

2.6.2.3 Simif D Karbapenemazlar

D-sinifi beta-laktamazlar, "oksasilinazlar" i¢cin OXAs olarak adlandirilir, 232 enzimi
icerir, bazi varyantlarin karbapenemaz aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir. OXA-
163 adli bir varyantin disinda D-sinifi  beta-laktamazlar, genis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize etmezler. Genel olarak, D smifi beta laktamazlarin
karbapenemaz aktivitesi zayiftir. Biyokimyasal karakterizasyonu klavulanik asit ve
EDTA ile inhibe olmayip sadece NaClile inhibe olurlar [33]. Karbapenemaz
aktivitesine sahip ilk OXA B-laktamaz Paton ve ark. tarafindan tarif edilmistir. Enzim,
1985 yilinda Edinburgh, Iskogya'daki bir hastadan izole edilen ¢oklu ilaca direncli
bir A. baumannii tiiriinden saflastirild: [34]. Ancak 2001 yilinda Istanbul'daki bir
hastadan karbapenem direnci de dahil olmak iizere ¢oklu ilaca direngli oldugu tespit
edilen Klebsiella pneumoniae izolat1 elde edildi. Bu izolatta yeni bir OXA tipi B-
laktamaz tanimlanmis ve OXA-48 olarak adlandirilmistir. Bu enzim ve varyantlari
arttk olduk¢a yaygindir. A. baumannii'de de rapor edilmistir ve son yillarda

karbapenem direncinde endise verici durumlardan birini temsil etmektedirler [35].

2.7 TURKIYE’DEKi KARBAPENEMAZ EPIDEMIiYOLOJISI

Turkiye tespit edilen ilk karbapenemaz direnci, Eyliil 2001'de, Istanbul Capa
Hastanesi'nde idrar yolu enfeksiyonu ve cilt yaniklar1 olan 54 yasindaki bir erkek
hastanin idrar yolundan izole edilen K. pneumoniae 11978 susudur [36]. 2003 yilinda
Elazig’dan bildirilen lumbosakral menenjitomiyelosel ve santral sinir sistemi

malformasyonu olan bir yenidoganin beyin omurilik sivis1 kiiltiiriinden karbapeneme
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direncli P. aeruginosa izole edilmistir [37]. Toraman ve arkadaslar1 yapmis olduklari
caligmada karbapenem direnci olarak saptanan suslarin MBL iretim sikligin,
ps6domonaslar igin %24, acinetobakterler i¢in %21 olarak bulmuslardir [38]. Bahar
ve arkadaslar1 Ocak 2003'te Ankara SSK Egitim Hastanesi'nde kalp-damar ameliyati
geciren 53 yasindaki bir hastanin solunum yolundan VIM-5 tipi metalo-3-laktamaz
Ureten P. aeruginosa izolatin1 raporlamistir. Bu, Tirkiye'den metalo-p-laktamaz
Ureten P. aeruginosa izolatinin ilk raporudur [39].

Istanbul T1p Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hematoloji Béliimii'ne basvuran 1 yasindaki
noroblastomlu ¢ocugunun kan kiiltirinde K. pneumoniae susu (KP-6852) izole
edilmistir. izole edilen sus tiplendirildiginde enzimin IMP-1 sub-tipine ait oldugu
belirlenmistir. Boylece Tiirkiye’deki ilk IMP raporlanmistir [40]. NDM tipi metallo
beta-laktamazlara baktigimizda Demir ve ark.’lar1 yaptiklari  ¢alismada
Enterobacteriaceae izolatlarinda NDM-1 prevalansint %10,5 olarak tespit etmislerdir
[41]. Bagka bir galismada Iraz ve ark.’lart NDM-1 oranini %19 olarak tespit etmislerdir
[42]. Heydari ve ark. ¢alismasinda Eyliil 2014'te akut bobrek yetmezligi ve kronik
gastrit nedeniyle hastaneye kaldirilan 49 yaginda Suriyeli bir kadmnin trakeal aspirat
orneginden bla NDM-1 tastyan Acinetobacter baumannii ST85 izole edilmistir. ilgi
cekici  olan, bla NDM-1 tasiyan izolatlarinin, yakin zamanda Liibnan ve
Fransa'da bla NDM-1 genini tasiyan A. baumannii'de tespit edilen, diinya g¢apinda
nadir gorilen bir ST olan ST85'e ait olmasidir [43]. Karbapenemaz direng genlerinin
yayilimi azalmadan devam etmektedir. Diinyada tespit edilen ¢oklu direng genlerinin
tilkemizde de goriilmesi endise vericidir. Nitekim 2015 yilinda yapilan baska bir
calismada tespit edilen OXA-48 ve NDM’yi birlikte tireten ilk K.pneumaniae bunu
dogrulamaktadir [44]. Ulkemizde A smifi karbapenemazlardan biri olan KPC
enziminin raporlanmasi 2014 yilinda yapilmistir. Romanya'daki bir hastaneden
nakledilen ve Istanbul'a yakin bir hastanenin Yogun Bakim Unitesine kabul edilen 80
yasinda bir kadin hastanin tarama amaciyla alinan rektal siiriintiistinde de genis
spektrumlu B -laktamaz (reten K. pneumoniae Uremistir. Yapilan c¢aligmalar
sonucunda bla KPC-2 geni tespit edilmistir [45]. Tirkiye’deki GES enzimini
bildirimine baktigimizda 2010 yilinda Belgika’ya transfer olmus bir hastanin
izolatinda tespit edildigi goriilmektedir [46]. 2013 yilinda Cicek ve ark. ¢alismasinda,
karbapenem direncli A. baumannii suslarinin 6nemli bir kisminda GES-11 varligini

tespit etmislerdir [47]. Yapilan ¢aligmalar 1s1g31nda Ulkemizde karbapenem direnci her
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gecen giin artmaktadir. Global bir sorun olmanin disinda iilkemizde de giderek
blytyen bir problem haline gelmektedir. Halk sagligi kapsaminda ele alinmasi, gerekli

hassasiyet ve ciddidiyet ile yaklagilmas1 gerekmektedir.

2.8 KARBAPENEMAZLARIN FENOTIPiK YONTEMLERLE TESPIiTI

2.8.1. Modifiye Hodge Testi

MHT'nin klinik performans ac¢isindan smirliliklari, 6zgilliik eksikligi ve bakteri
izolasyonundan sonra sonuglarin elde edilmesindeki gecikme (24 ila 48 saat) gibi
dezavantajlarinin  bulunmasidir. Ayrica test edilecek karbepenemazlarin tiirleri
arasinda duyarlilik degiskenlik gostermektedir [48]. MHT, CLSI’1n 6nerdigi tarihten
(2014) bugiine kadar c¢esitli modifikasyonlara ugrasa da CLSI'm 2018

guncellemesinde kullanilmamasi 6nerilmistir [49].

2.8.2 Kombine Disk Yontemi

Karbapenem ve karbapenemaz inhibitorlerinin sinerjisi temeline dayanan bu test
kolay, ucuz, laboratuvar kosullarinda erisilebilir olmasi, karbapenemazin varlg1 ve

tiirti hakkinda bilgi vermesi nedeniyle rutinde tercih edilebilen bir testtir [50].

2.8.3 Karbapenem Inaktivasyon Metodu

Karbapenemaz aktivitesinin kolay ve hizli tanimlanmasini saglayan fenotipik
testtir. Bu yontemin, inkiibasyon sicakligi veya siiresi, disk ireticisi, laboratuvar
personeli, kiiltlir veya bakteri siispansiyonunun siiresi gibi degiskenlerden
etkilenmemesi, uygun maliyetli ve basit olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir [6].
Calismamizda Karbapenem Inaktivasyon metodu ve modifikasyonlarindan bir sonraki

boliimde detaylica bahsedilecektir.
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2.8.4. Biyokimyasal yontemler

Karbapenemaz varhiginin iKi saatin altinda ve diisiik maliyetle tespit edilmesi igin
gelistirilen, karbapenem hidrolizi sonucunda pH'da meydana gelen degisikliklerin
indikator maddeler kullanilarak saptanmasini saglayan biyokimyasal bir yontemdir.
Fenol kirmiz1 bazli Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) testi ve bromtimol
bazli Blue-Carba testi bu prensiple ¢alisan testlerdir [50]. Nordmann ve ark. Yaptiklar
calismada CarbaNP testinin 6zgiilliglinii ve duyarhiligini %100 bulmuslardir [51].
Baska bir calismada Tijet ve ark. testin duyarliligin1 %80°nin altinda tespit etmislerdir
[52]. Yine farkli bir ¢alismada Mitra ve ark. da testin duyarliligini diisiik tespit etmistir
[53]. Bu durumun OXA-48, GES gibi karbapenem hidroliz etkisi zayif enzimlerden

kaynaklandigini diistinmiislerdir.

2.8.5 iImmunokromatografik yontemler

Kromatografik kagida sabitlenmis monoklonal antikorlar ile test edilecek 6rnekteki
antijenin birlegsmesi sonucu ortaya ¢ikan immunkomplekslerin renk degisimi olarak
tanimlanir. Pasteran ve ark. yaptiklari c¢alismada immunokromatografik testin
duyarlilik ve 6zgilliigiini %100 tespit etmislerdir [54]. Glupczynski ve ark. da ayni
sekilde testin duyarlilhik ve ozgilligiinii %100 tespit etmislerdir [55]. Bagka bir
calisgmada Notake ve ark. IMP enziminin hizli saptanmasi igin gelistirilen
immunokromatografik testin duyarlilik ve 6zgilliigiinii %100 tespit etmislerdir [56].
Yapilan calismalar1 inceledigimizde ortaya cikan sonug; bu yontem 6zel olarak

belirlenmis enzimi tespit etme hususunda oldukg¢a basarilidir.

2.8.6 Kiiltiir bazh yontemler

Karbapenemaz {iireten Enterobacteriaceae riskli hastalar arasinda hizli bir sekilde
yayilarak nozokomiyal enfeksiyonlara neden olmakta ve enfeksiyon kontrol
programlarinin bir bileseni olarak rektal siiriintii siirveyansi 6nerilmektedir [57]. Bu
sebeple Amerika Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) 06neride
bulunmustur. Test edilecek rektal siiriintli 5 ml Triptik soy buyyon besiyerinin

icerisinde bulunan 10 pg’lik karbapenem diski ile birlikte bir gece inkiibasyona
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birakilir. inkiibasyon sonrast MacConkey agara ekim yapilip tekrar bir gece daha
inklbe edilir. Degerlendirme esnasinda laktoz pozitif koloniler karbapenemaz tespiti

acisindan ileri testler i¢in isleme alinir [58].

2.8.7 Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamam Kkiitle

spektrometresi (MALDI TOF MS)

Bu yontem, mikroorganizmalarin ribozomal protein yapisinin iyonlagmasi ve protein
profilinin ortaya c¢ikarilmasi sonucunda iyonize kiitlelerinin elektrik alanindan
geemesi prensibine dayanir [59]. Hrabak ve ark. yaptiklari ¢aligmada bu yontemi 124
susla calismis, Ozgilliglinii 97.87 duyarliligint ise %96.67 bulmuslardir [60].
Papagiannitsis ve ark. yaptiklari ¢alismada testin dzgiilliigiinii %100; duyarliligini ise
%76 tespit etmislerdir. Calismanin devaminda reaksiyon tamponuna amonyum
bikarbonat (NH4HCO3) ilave ettiklerinde testin duyarliligini 6nemli 6lclde
arttirdigint  (%98) goézlemlemislerdir [61]. Ghebremedhin ve ark. c¢oklu ilaca
direncli Enterobacteriaceae ile yaptiklari ¢alismada bu testin duyarliligini %96 olarak
tespit etmislerdir [62]. Gergeklestirilmesi kolay olan bu analiz, zamandan tasarruf
saglar, uygun maliyetlidir, ayrica kitle spektrometrisinin mevcut olmasi durumunda

herhangi bir rutin laboratuvarda CPE'yi tespit etmek igin kullanilabilir [63].

2.9 KARBAPENEMAZLARIN GENOTIPiK YONTEMLERLE TESPITi

2.9.1 Polimeraz zincir reaksiyonu(PZR)

1984 yilinda Kary Mullis, polimeraz zincir reaksiyonu yontemini bularak Nobel
odilini  almistir.  Spesifik DNA  sekanslarinin in-vitro DNA sentezi yoluyla
cogaltilabilen hizli, duyarhilig1 ve Ozgiilliigl yiiksek bir tekniktir [64]. Fakat PZR nin
ana dezavantajlar1 ise maliyetli olmasi, egitimli personel gerektirmesi, 6zel ekipman,
donamim gerektirmesi ve primeri olmayan enzimi saptayamamasi gibi durumlar s6z

konusudur [65].
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2.9.2 Oligonukleotid hibridizasyon yontemi

Bu yontem bir 6rnekte birden fazla genin aynm1 anda tanimlanmasina imkan saglar.
DNA mikrodizisine dayanan hibridizasyon analizi yontemi uygulama basamaklari;

1. Test edilecek bakterinin DNA izolasyonu.

2. Karbapenemaz genlerinin amplifikasyonu,

3. Oligonukleotidler ile primerlerin hibridizasyonu

4. Hibridizasyon sonuglarinin kolorimetrik tespiti yapilir [66].
Naas ve ark. yaptiklar1 calismada; genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz ve
karbapenemaz iireten bakterileri tanimlamayan bu test prensibiyle ¢alisan bir ticari
kitle yapmis olduklar1 arastirmada 6zgiillik ve duyarlilik oranlarmi %100 tespit

etmislerdir [67].

2.9.3 Klonal iliskinin molekiiler analizi

Molekiiler yontemler bakteri direng genlerinin tanimlanmasimin yani sira
epidemiyolojik calismalarda ve gen haritalanmasi gibi amaglarla da kullanilir. Pulsed
field gel electrophpresis (PFGE) yontemi bunlardan birtanesidir. Ilk kez Schwartzand
ve Cantorand (1983) tarafindan acgiklanan bu teknik, yaygin jel elektroforezinden
farklidir. Elektrik akiminin alternatif degisimiyle DNA’nin yiritiilmesi prensibine
dayanir. Bu yontem vakalar1 ve goriilme sikligim1 belirlemek igin degerli bir arag
olmakla birlikte belirli hastaliklarin prevalansinda molekiiler tiplendirme ve
patojenlerin tanimlanmasina yonelik ¢alismalarda da kullanilmaktadir [68]. Tercih
edilen diger yontem ise Multilokus sekans tipleme (MLST)dir. MLST nin temel
calisma prensibi bakteri DNA’sindaki internal parcalarinin, DNA’ daki allellerini
saptamaktir. Bolgesel ve kiiresel epidemiyolojik analiz ve klonal yayilma aragtirmalari

icin son derece ayirici bir yontemdir [69].

22



BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. CALISMANIN ORNEKLEMI

Calismamiza 2022-2023 tarihleri arasinda Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ve Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na cesitli kliniklerden gonderilen orneklerden (kan kaltird, trakeal
aspirat, apse yara kultlrd, katater kulturt, balgam kalturd, idrar kiltird) ve otomatize
antibiyogram sistemiyle [Phoenix otomatize sistemi (Becton Dickinson and Company,
ABD)] EUCAST 2023 kriterlerine gore, ii¢ farkli karbapenem grubu antibiyotikten
(imipenem, meropenem, ertapenem) en az birine direncli olan 100 adet K. pneumoniae
kokeni dahil edildi. Direng tespit edilen bu izolatlar boncuk igeren kultir saklama
tiiplerine alinip ¢alisma giiniine kadar -20°C’de saklanmigtir. Her hastadan ayni anda

gelen farkli klinik 6rneklerden tek bir sus ¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. CESITLI KLINIKLERDEN GONDERILEN ORNEKLERIN
TOPLANMASI, iZOLASYONU

Mikrobiyoloji laboratuvarina g¢esitli kliniklerden gonderilen O6rneklerden, idrar
numunelerinin ekimi %35 koyun kanli agar ve EMB agar besiyerlerine, idrar dist
orneklerin ekimi ise kanli agar, EMB agar ve ¢ikolata agar besiyerlerine yapilmistir.
Ekim yapilan besiyerleri 24-48 saat 35°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast konvansiyonel ve otomatize yontemler ile degerlendilip morfolojik olarak K.
pneumoniae oldugu diisiiniilen (EMB agarda mukoid, S koloniler) koloniler ileri

tanimlama islemlerine alinmistir
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33 CESITLI KLINIKLERDEN GONDERILEN ORNEKLERIN
TANIMLANMASI VE KARBAPENEM DIiRENCININ BELIRLENMESI

3.3.1. BD Phoenix™ 100

Gram negatif bakteriler i¢in kullanilan BD Phoenix 100 NMIC-ID ve UNMIC-ID
panelleri mevcuttur. Idrar drnekleri icin UNMIC-ID paneli, idrar dis1 drnekler igin ise
NMIC-ID paneli kullanilmistir. Kiiltiir plagindaki saf kolonilerden alinip Phoenix ID
Broth tiipiine aktarilmistir. Nefelometre yardimiyla 0.5 McFArland bulaniklik
ayarlanmigtir. BD Phoenix AST sivisi igeren tiipe 1 damla AST indikatori eklenip,
hazirlanmis olan bakteri siispansiyonlu ID Broth tiipiinden 25 pL pipetlenmistir. Elde
edilen AST sivisinin kapagi kapatilip birkag kez alt st edilmistir. 1D broth tlpi
panelin ID doldurma portuna, AST broth sivist ise AST doldurma portuna tamamen
dokiilmiistiir. Panellerin kapaklar1 kapatilip her bir kuyucugun dolup dolmadigi
kontrol edilmistir. Hazirlanan paneller barkodlar1 ve 6rnek numaralar1 cihaza
tanimlanip yliklenmistir. Bakteri tanimlama ve antibiyotik duyarlilik islemleri i¢in
35.1°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda degerlendirilmistir.

Laboratuvarlarimizda aylik standart suslarla internal kontrol yapilmakta ve dis kalite

kontrol programi ¢ergevesinde calisiimaktadir.

3.3.2. Gradiyent Test

K. pneumoniae suslarmin %5 koyun kanli agarda inkUbasyonundan sonra saf
kolonilerden 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlanip pamuklu ekiivyon
cubuk yardimiyla Miiller Hilton Agara esit sekilde pasajlanmigtir. Bakteri
stispansiyonu kuruduktan sonra imipenem, meropenem ve ertapenem gradient test
seritleri (bioMérieux, France) yerlestirilmistir. Daha sonra 35°C’de 16-24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi degerlendirme EUCAST 2023 kriterlerine gore
yapilmustir.
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3.4. FENOTIPIiK YONTEMLERLE KARBAPENEMAZ TESPIiTiNiN
YAPILMASI

BD Phoenix™ 100 otomatize sistemi ve gradient test ile sonuglar1 dogrulanan 100 K.
pneumoniae susu fenotipik yontemler olan Karbapenem Inaktivasyon Metodu,
Modifiye karbapenem inaktivasyon metodu, Basitlestirilmis karbapenem inaktivasyon
metodu ve Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodu
ile arastirilip ¢alisilmistir. Ayrica ¢alismamizda fenotipik testlerin kalite kontrolii
amaciyla K. pneumoniae NCTC 13438 (karbapenemaz pozitif) ve Escherichia coli
ATCC 25922 (karbapenemaz negatif) suslar1 kullanilmstir.

3.4.1. Karbapenem Inaktivasyon Metodu (CIM)

Karbapenem inaktivasyon metodunun ¢alisma basamaklari su sekildedir;

1. Test edilmek istenen bakterinin saf kiiltiiriinden 10 pL koloni alinip icerisinde
400 pL distile su bulunan steril ependorf tiptne eklenir.

2. Hazirlanan siispansiyonun igerisine 10 pg meropenem diski koyulur.

3. 36x1°C’deki etiivde 2 saat inkiibe edilir.

4. Inkiibasyon sonras1 10 ug meropenem diski almarak, karbapenemaza duyarl
E.coli ATCC 25922 ile 0.5 McFarland yogunlugunda hazirlanan suspansiyon
ile pasajlanmis Miiller Hilton Agar besiyerine yerlestirilir.

5. Hazirlanan besiyeri 6 saat inkiibasyona alinir.

6. Degerlendirme ise, bakteri karbapenemaz iiretiyorsa meropenem diski inaktive
olur ve sonug pozitiftir. Eger bakteri karbapenemaz iiretmiyorsa meropenem

diski duyarhdir ve sonug negatiftir.
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Suspend full loop of Add 10 pg Incubate for 2 Place on Mueller Hinton agar
bacteria in H,O meropenem disk hours 35°C inoculated with E. coli ATCC 25922

+
Carbapenemase activity

No carbapenemase activity

Incubate for at least Read presence or absence
6 hours 35°C of inhibition zone

Sekil 1. Karbapenem Inaktivasyon Metodu [6].

3.4.2. Modifiye Karbapenem inaktivasyon Metodu (mCIM)

Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodunun calisma basamaklari su sekildedir;

1.

Test edilmek istenen bakterinin saf kiiltiiriinden 6ze yardimiyla 1 pL alinip, 2
mL Triptik Soy Buyyon besiyeri igeren tlipe aktarilir.

Hazirlanan siispansiyonun igerisine 10 pg meropenem diski koyulur.
36+1°C’deki etiivde 4 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonras1 10 pg meropenem diski almarak, karbapenemaza duyarl
E.coli ATCC 25922 susu ile 0.5 McFarland yogunlugunda hazirlanan
stispansiyon ile pasajlanmis Miiller Hilton Agar besiyerine yerlestirilir.
Hazirlanan besiyeri 16-20 saat inkiibasyona alinir.

Degerlendirme CLSI o6nerilerine uyularak yapilir. Rehberde meropenem
diskinin ¢evresinde 6-15 mm inhibisyon zon ¢ap1 veya 16-18 mm inhibisyon
zon ¢api igerisinde tekli lireme tespit edilirse sonug pozitif degerlendirilir. >19
mm inhinisyon zon ¢ap1 tespit edildiginde ise sonug negatiftir. Ayrica >19 mm
inhinisyon zon ¢ap1 igerisinde tekli tireme veya 16-18 mm inhibisyon zon ¢ap1

goriillirse sonug belirsiz olarak degerlendirilir.
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3.4.3. Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu (sCIM)

Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodunun c¢alisma basamaklar1 su

sekildedir;

1.

Serum Fizyolojik ve E.coli ATCC 25922 susu ile 0.5 McFarland yogunlugunda
hazirlanan siispansiyon, Miiller Hilton Agar besiyerine pasajlanir.

Hazirlanan besiyeri 3-10 dk kurumaya birakilir.

Test edilmek istenen bakterinin saf kiltirene imipenem diski suralir ve
hazirlanan Miiller Hilton Agar besiyerine pens yardimiyla yerlestirilir.
Hazirlanan besiyeri 16-18 saat inkiibasyona alinir.

Inkiibasyon sonras1 degerlendirme <22 mm inhibisyon zon capr tespit edilirse
sonug pozitiftir. >26 mm inhibisyon zon ¢ap tespit edilirse sonug negatiftir.

Eger 23-25 mm inhibisyon zon c¢ap1 tespit edilirse sonug¢ belirsiz olarak

degerlendirilir.

Sekil 2. Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu [70]

3.4.4. Amonyum bikarbonat ilaveli Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu

Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodunun ¢alisma

basamaklari su sekildedir;

1.

Test edilmek istenen bakterinin saf kiiltliriinden 1 pL alinip, 2 mL Triptik Soy

Buyyon besiyeri igeren tlipe aktarilir.
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2. Hazirlanan bakteri silispansiyonuna pH’s1 7.0 olan amonyum bikarbonat
(Sigma A6141) son konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde ilave edilir ve
icerisine 10 pg meropenem diski koyulur
36+1°C’deki etiivde 4 saat inkiibe edilir.

4. Inkiibasyon sonras1 10 pg meropenem diski alinarak, karbapenemaza duyarli
E.coli ATCC 25922 susu ile 0.5 McFarland yogunlugunda hazirlanan
stispansiyon ile pasajlanan Mdller Hilton Agar besiyerine yerlestirilir.

5. Hazrlanan besiyeri 16-20 saat inkiibasyona alinir.

6. Inkiibasyon sonrasi degerlendirmede <19 mm inhibisyon zon c¢ap1
gbzlemlenirse sonug pozitiftir. >19 mm inhibisyon zon ¢ap1 gdézlemlenirse

sonug negatiftir.

Sekil 3. Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve modifikasyonlarmin karbapenemaz
negatifligi
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Sekil 4. Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve modifikasyonlarmin karbapenemaz

pozitifligi

3.5. GENOTIPIK YONTEMLERLE KARBAPENEMAZ VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Molekiiler yontemlerden biri olan ve altin standart olarak kabul edilen Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ile direng genleri ve tiplendirmelerin yapilabilmesi igin
Karbapenem Direnci gPCR kiti (Bioeksen, Turkiye) kullanilmig ve ilgili islem

basamaklari iiretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir.

3.5.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin test edilecek bakterilerin 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra
saflastirilmis koloniler 250 pL distile su igeren steril ependorflara alindi. Is1 blogunda

95°C’ de 15 dk kaynatildi. Ardindan steril ependorflar 10000 rpm de 5 dakika santrifj

edildikten sonra silipernatan kisimlar1 PCR’ da kullanilmak tizere ayrildi.
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3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu uygulama basamaklar1 su sekilde gerceklestirildi;

1. Islem esnasinda her bir bakteri rnegi i¢in toplam reaksiyon hacmi 10 pL
olacak sekilde 8 kuyucuklu kapakl strip tiipleri kullanildi.

2. 1k kuyucuga qPCR testi igin optimize edilmis kullanima hazir mix olan
2XqPCR Mix’ten 5 uL, hedef bolgelerin spesifik amplifikasyonu (KPC, NDM,
VIM, IMP) olan CRE Oligo Mix’ten 2.5 uL, izolasyonu yapilan bakteri
DNA’sindan 2.5 pL pipetlendi.

3. Ikinci kuyucuga qPCR testi i¢in optimize edilmis kullanima hazir mix olan
2XgPCR Mix’ten 5 pL, hedef bolgelerin spesifik amplifikasyonu (OXA-51,
OXA-23, OXA-58, OXA-48) olan OXA Oligo Mix’ten 2.5 pL, izolasyonu
yapilan bakteri DNA’sindan 2.5 pL pipetlendi.

4. Her bir ¢calismada ortam kontaminasyonunun onlenmesi agisindan negatif ve
pozitif kontroller ¢alisildi.

5. Pipetleme islemleri bittikten sonra spin santrifiij edilip tablo 3.1’de gosterilen
qPCR programina ayarlanmis real-time PCR cihazina yerlestirilmis ve PCR
reaksiyonu baslatildi.

Tablo 3.1. qPCR Programi
gqPCR Programi
Basamak Dongii Sayist Sicaklik Stire

Ters Transkripsiyon 1 52°C 3dk
Bekleme 1 95°C 10 sn
Denattirasyon 12 Touch Down 95°C 1sn
Baglanma/Uzama Dongusu: Dongl| 67°Cile56°C |15sn

basimna baglanma

sicakliginda 1°C

azalma
Denattirasyon 95°C 1sn
Baglanma/Uzama 30 55°C 15 sn
Tespit(Okuma) FAM/HEX/ROX/CY5
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3.5.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglarin degerlendirilmesinde oncelikle ilk olarak kontrollerin ¢alisip ¢alismadigi
tespit edilmistir. FAM/HEX/ROX/CY5 kanallarinda elde edilen amplifikasyon
egrilerinin sekli ( Sekil 5), Cq degerleri tiim reaksiyon kuyulari i¢in incelenmistir. Kit
igeriginde yer alan karbapenem direng genlerini (KPC, VIM, IMP, NDM, OXA-48,
OXA23-58, OXA-51) tastyip tasimadigi degerlendirilmistir

A Fam A HEx HRox Hos [HEX EAROX M oys

Sekil 5. Amplifikasyon(sigmoidal) egrileri

3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Elde edilen bulgularin veri analizi icin SPSS for Windows version 20.0 paketi
kullanilmigtir. Tanimlayici veriler ylizde olarak gosterilmistir. Molekiler yontem olan
PCR sonuglar1 altmn standart olarak kabul edilmistir. Karbapenem Inaktivasyon
Metodu, Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu, Basitlestirilmis Karbapenem
Inaktivasyon Metodu ve Amonyum bikarbonat ilaveli Modifiye Karbapenem
Inaktivasyon Metodu ile karbapenemazlari belirlemede ozgiilliik ve duyarlilik

degerleri hesaplanmistir
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BOLUM 4

BULGULAR

Calismamiza, EUCAST 2023 rehberi karbapenemaz degerlendirme kriterleri goz
ondnde bulundurularak 100 adet K. pneumoniae izolati dahil edilmistir. 100 adet K.
pneumoniae susunun 50 adeti Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda toplanirken diger 50 adet sus ise Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanmustir. izolatlarin geldigi servislerin dagilimi

Tablo 4.1. ve Tablo 4.2. de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Izolatlarin geldigi Servisler

KARABUK EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI

Orneklerin Geldigi Yerler Say1 (n) Oran(%)
Yogun Bakimlardan 43 86
Gelen Ornekler
Servislerden Gelen 6 12
Ornekler
Polikliniklerden Gelen 1 2
Ornekler

Tablo 4.2. Izolatlarin geldigi Servisler

BALIKESIR ATATURK SEHIR HASTANESI
Orneklerin Geldigi Yerler Say1 (n) Oran(%)
Yogun Bakimlardan Gelen 26 52
Ornekler
Servislerden Gelen Ornekler 20 40
Polikliniklerden Gelen 4 8
Ornekler
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Tablo 4.1. ve Tablo 4.2. de goriilecegi iizere gelen izolatlarin 69’u (%69) yogun
bakimlardan, 26’s1 (%26) servislerden, 5’1 (%5) 1 polikliniklerden gelmistir.

Tablo 4.3. Karabiik egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen

izolatlarin numune tiiriine gore dagilimi

Numune Tard Say1 (n) Oran(%)
Kan Kultard 18 36
Trakeal Aspirat 16 32
Apse Yara Kilturt 8 16
Idrar Kiiltiirii 5 10
Katater Kalturt 2 4
Balgam Kulturd 1 2
TOPLAM 50 100

Tablo 4.4. Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen

izolatlarin numune tiiriine gére dagilimi

Numune Turd Say1 (n) Oran(%)
Idrar Kiiltiirii 17 34
Trakeal aspirat 12 24
Apse Yara Kultari 9 18
Kan Kulturi 6 12
Balgam Kultrd 6 12
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TOPLAM

50

100

Calismamizdaki izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu sirasiyla Endotrakeal aspirat, kan ve

idrar (%28, %24, %22) kiiltiirii numunelerinden elde edilmistir.

Tablo 4.5. Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina

gelen izolatlarin fenotipik yontemlerle saptanan inhibisyon zon c¢aplar1 ve direng

genleri

Bakteri

trdi CIM
1. K.P. R
2. K.P. R
3. K.P. R
4. K.P. R
5. K.P. R
6. K.P. R
7. K.P. R
8.K.P R
9.K.P 22
10. K.P. R
11. K.P.

12. K.P. R
13. K.P. R
14. K.P. 21
15. K.P. R
16. K.P. 22
17. K.P.

18. K.P.

19. K.P. R
20. K.P. 23
21. K.P.

22. K.P.

SCIM

18
15
26

16

20
11
26

19
20
20

MCIM

R

15
15
13
14
15
13
15
19

13
13
15
15

15
15
16*
15
21
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MCIM-A
R

15

15

11

16

11

13
13

13
10
18
13
15
15
18
14
15
16

PCR

OXA-48+ KPC
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48+ KPC
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48+ KPC
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-51
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
NDM+OXA 48



23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.

48.

49.
50.

K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.

K.P.

K.P.
K.P.

g XY ® ® ®® X X X X X X XV X XV XV XV XV XV IV XUV X1V X

v R

N TV 0T 0D UV U D TV DY

P

20

17
17

19

15

15

14

15

0 XU XUV XUV X

17*

O XV XV X1V XUV O

14

A XV XV XV XUV XUV UV UV UV U U

=
(€]

35

OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48+ KPC
OXA-48

KPC

OXA-48
OXA-48

KPC
OXA-48+ KPC
OXA-48+ KPC
OXA-48+ KPC
OXA-48
OXA-48
NDM+KPC
OXA-48
OXA-48
OXA-48+ KPC
OXA-48
OXA-48
OXA-48
OXA-48+ KPC

KPC+NDM+OXA-
48+0XA23-58

KPC+NDM+0OXA-48
KPC+NDM+0OXA-48



Tablo 4.6. Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen

izolatlarin fenotipik yontemlerle saptanan inhibisyon zon caplar1 ve direng genler

Bakteri

Tard

1.
2.
3.

4
5
6.
.
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

25.

K.P.
K.P.
K.P.

. K.P.
. K.P.

K.P.

. K.P.

.K.P

.K.P

K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.
K.P.

K.P.

K.P.

A XV X XV XV XV XV XV XUV XV XUV XUV U U

N
o

SCIM
30

w N
I\Jm@

g XV X XV XV XV XV XV XV XV XUV XUV O O

N
o

MCIM
22

16*

X XY XY XV XV XV XV XV XV XUV XUV XUV XUV XUV X

36

mCIMA PCR

20 OXA-48

R NDM+0OXA-48

12 OXA-48

R OXA-48

R OXA-48

16 KPC+OXA-51+0XA 23-58

R NDM+0OXA-48

23 OXA-48+0XA 23-58

R NDM+0OXA-48

16 OXA-48

R NDM+OXA-48+0OXA 23-58

R NDM+0OXA-48

R KPC+OXA-48+0XA 23-58

R NDM+0OXA-48

R NDM+0OXA-48

R KPC+OXA 23-58

R NDM+0OXA-48

R KPC+NDM+0OXA-48

R KPC+NDM+0OXA-48

R KPC

R KPC

R NDM

R OXA-48

R NDM+0OXA-48
KPC+NDM+0OXA-48+OXA

R 23-58



26. K.P. R R R R NDM+0OXA-48+0OXA 23-58

27. K.P. 23 30 23 23 KPC+OXA-48
28. K.P. R R R R KPC+OXA-48
29. K.P. R R R R KPC+OXA 23-58
30. K.P. R R R R NDM+0OXA-48
31. K.P. 20 27 21 24 OXA-48

32. K.P. R R R R OXA-48

33. K.P. R R R R NDM+0OXA-48
34. K.P. R R R KPC

35. K.P. R R R KPC+NDM

36. K.P. R 19 R R OXA-48

37. K.P. R R R R KPC+OXA 23-58

NDM+KPC+OXA-48+0XA

38. K.P. R R R R 23-58

39. K.P. R R R R NDM+0OXA-48

40. K.P. R R R R NDM+0OXA-48

41. K.P. R R R R KPC

42. K.P. R R R R KPC+OXA 23-58

43. K.P. R R R R KPC+NDM+0OXA-48

44, K.P. 18 26 15 20 OXA-51+0OXA 23-58

45. K.P. R R R R NDM+0OXA-48

46. K.P. R R R R KPC

47. K.P. R R R R KPC+OXA-48+0XA 23-58
48. K.P. R R R R KPC+OXA-48+0XA 23-58
49. K.P. R R R R NDM+0OXA-48

50. K.P. R R R R KPC+OXA-48

Iki merkezli ¢alismamizin Real Time PCR yéntemiyle bulunan sonuglar1 Tablo 4.7.
ve Tablo 4.8. de gosterilmistir
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Tablo 4.7. Karabiikk Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda

izole edilen numunelerin karbapenemaz direng profilleri

Direng Turu Sayi1(n) Oran(%)
OXA-48 32 64
KPC+OXA-48 10 20

KPC 2 4
KPC+NDM+OXA-48 2 4
OXA-51 1 2
NDM+0OXA-48 1 2
NDM+KPC 1 2
KPC+NDM+OXA-48+0XA-23+0OXA-58 1 2
TOPLAM 50 100

Tablo 4.8. Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole

edilen numunelerin karbapenemaz direnc profilleri

Direng tlrd Say1(n) Oran(%)
NDM+0OXA-48 14 28
OXA-48 9 18
KPC 5 10
KPC+OXA23-58 4 8
KPC+OXA-48 3 6
KPC+NDM+OXA-48 3
KPC+OXA-48+0XA23-58 2 6
NDM+0XA-48+0XA23-58 3 4
KPC+NDM+0OXA-48+0XA23-58 |2 4
NDM 1 2
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NDM+KPC 1 2
OXA-48+0XA23-58 1 2
KPC+OXA-51+0OXA23-58 1 2
OXA-51+0OXA23-58 1 2
TOPLAM 50 100

Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan
orneklerin Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve Molekiler Yontem (PCR)

degerlendirme sonuglari tablo 4.9. da gosterilmistir.

Tablo 4.9. Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile Molekiiler Y&ntem(PCR)

degerlendirilmesi
Kulanilan Metod Pozitif Negatif TOPLAM
Karbapenem Inaktivasyon Metodu 45 5 50
Molekuler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan 50 adet susun Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile
altin standart olarak kabul edilen PCR sonuglarini karsilastirdigimizda en fazla yanlis
negatif sonucun;

-OXA-48 (3 adet),

-KPC+OXA-48(1 adet)

-OXA-51(1 adet) izolatlarina ait oldugunu tespit ettik.

Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan 6rneklerin

Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve PCR sonuglar1 tablo 4.10 da gosterilmistir.
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Tablo 4.10. Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve Molekiiler Yontem (PCR)

degerlendirilmesi
Kullanilan Metod Pozitif Negatif TOPLAM
Karbapenem Inaktivasyon Metodu |41 9 50
Molekdler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan 50 adet susun Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile

altin standart olarak kabul edilen PCR sonugclarini karsilastirdigimizda en fazla yanlis

negatif sonucun;
-OXA-48 (5 adet),

-KPC+OXA-51+OXA 23-58 (1 adet),

-KPC+OXA-48 (1)

-OXA-51+OXA 23-58 (1)

-OXA-48+0OXA 23-58 (1) izolatlarina ait oldugunu tespit ettik.

Her iki merkezde yapmis oldugumuz ¢alismanin sonucunda Karbapenemaz varligini

tespit etmek i¢in kullandigimiz fenotipik yontem olan CIM metodunun duyarlilik ve

0zgullik tablosu Tablo 4.11. de gésterilmistir.

Tablo 4.11. Karbapenemaz varligini tespit etmek igin ¢alisilan CIM ydnteminin

duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglari

KEAH |B.ASH
Duyarlilik (%) 90 82
Ozgullik (%) 100 100

Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan

orneklerin Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve Molekiler Yoéntem (PCR)

degerlendirme sonuglari tablo 4.12. da gosterilmistir
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Tablo 4.12. Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile Molekiiler Yéntem(PCR)

degerlendirilmesi

Kulanilan Metod Pozitif | Negatif TOPLAM
Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu |46 4 50
Molekdler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan 50 adet susun Modifiye Karbapenem Inaktivasyon
Metodu ile altin standart olarak kabul edilen PCR sonuglarini karsilagtirdigimizda en
fazla yanlis negatif sonucun;

-OXA-48 (3 adet),

-OXA-48+KPC (1 adet) izolatlarna ait oldugunu tespit ettik.

-Ayrica 2 susta 16 mm ve 17 mm inhibisyon zon ¢apinda tekli lireme tespit etmis

olup direngli olarak degerlendirdik
Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan 6rneklerin
Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve PCR sonuglari tablo 4.13. de

gosterilmistir.

Tablo 4.13. Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile Molekiiler Yéntem(PCR)

degerlendirilmesi

Kulanilan Metod Pozitif | Negatif TOPLAM
Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu |45 ) 50
Molekiler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan 50 adet susun Modifiye Karbapenem Inaktivasyon
Metodu ile altin standart olarak kabul edilen PCR sonuglarinmi karsilastirdigimizda en
fazla yanlis negatif sonucun;

-OXA-48(2 adet),

-OXA-48+0OXA 23-58 (1 adet),

-KPC+OXA-48(1 adet),
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-KPC+OXA-51+0XA 23-58 (1 adet) izolatlarina ait oldugunu tespit ettik.

-Ayrica 1 susta 16 mm inhibisyon zon ¢api tespit etmis olup pozitif olarak

degerlendirdik.

Her 2 merkezde yapmis oldugumuz ¢alismanin sonucunda Karbapenemaz varligini

tespit etmek i¢in kullandigimiz fenotipik yontem olan mCIM metodunun duyarlilik ve

0zgullik tablosu Tablo 4.14. te gosterilmistir.

Tablo 4.14. Karbapenemaz varligimi tespit etmek i¢in g¢alisilan mCIM yo6nteminin

duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglar

K.EAH |B.ASH
Duyarlilik(%) 92 90
Ozgullik(%) 100 100

Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan

orneklerin Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve Molekiiler Ydéntem

(PCR) degerlendirme sonuglart Tablo 4.15. te gosterilmistir

Tablo 4.15. Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile Molekiiler

Yontemin (PCR) degerlendirilmesi

Kulanilan Metod

Pozitif | Negatif | TOPLAM

Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu |47 3 50

Molekdler Yontem(PCR)

50 0 50

Yaptigimiz c¢aligmada kullanilan 50 adet susun Basitlestirilmis Karbapenem

Inaktivasyon Metodu ile altin standart olarak kabul edilen PCR sonuglarini

karsilagtirdigimizda en fazla yanlis negatif sonucun

-OXA-48(1 adet),
-OXA-51(1 adet),

-OXA-48+ KPC (1 adet) izolatlarina ait oldugunu tespit ettik.
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Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan 6rneklerin

Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu ve PCR sonuglar1 tablo 4.16. da

gosterilmistir.

Tablo 4.16. Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile Molekiiler

Yontemin (PCR) degerlendirilmesi

Kulanilan Metod Pozitif | Negatif | TOPLAM
Basitlestirilmis Karbapenem Inaktivasyon Metodu |44 6 50
Molekuler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz caligmada kullanilan 50 adet susun Basitlestirilmis Karbapenem

Inaktivasyon Metodu ile altin standart olarak kabul edilen PCR sonuglarmni

karsilagtirdigimizda en fazla yanlis negatif sonucun;

-OXA-48 (2 adet),
-KPC+OXA-51+OXA 23-58 (1 adet),
-OXA-51+OXA 23-58 (1 adet),
_OXA-48+OXA 23-58(1 adet),

-KPC+OXA-48(1 adet) izolatlarina ait oldugunu tespit ettik.

Her iki merkezde yapmis oldugumuz ¢alismanin sonucunda Karbapenemaz varligini

tespit etmek i¢in kullandigimiz fenotipik yontem olan mCIM metodunun duyarlilik ve

0zgullik tablosu Tablo 4.17. de gésterilmistir.

Tablo 4.17. Karbapenemaz varligini tespit etmek icin ¢alisilan sCIM yo6nteminin

duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglar1

KEAH |BASH

Duyarlilik(%) 94 88

Ozgullik(%) 100 100

43



Karabiik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan
orneklerin Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye Karbapenem inaktivasyon Metodu

ile Molekuler Yontem (PCR) degerlendirme sonuglari tablo 4.18. de gosterilmistir

Tablo 4.18. Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu
ile Molekuler Yontem(PCR) degerlendirilmesi

Kulanilan Metod Pozitif | Negatif | TOPLAM
Amonyum bikarbinat ilaveli modifiye Karbapenem |49 1 50
Inaktivasyon Metodu

Molekdler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan 50 adet susun Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye
Karbapenem Inaktivasyon Metodu ile altin standart olarak kabul edilen PCR
sonugclarini karsilastirdigimizda tek yanlis negatif sonucun

-OXA-48(1 adet) izolatina ait oldugunu tespit ettik.

Balikesir Atatilirk Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda toplanan 6rneklerin
Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu’nun

degerlendirme yontemlerine gore sonuglari tablo 4.19. de gosterilmistir.

Tablo 4.19. Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu
ile Molekiiler Yontem(PCR) degerlendirilmesi

Kulanilan Metod Pozitif | Negatif | TOPLAM

Amonyum bikarbinat ilaveli modifiye Karbapenem |45 5 50
Inaktivasyon Metodu

Molekiler Yontem(PCR) 50 0 50

Yaptigimiz caligmada kullanilan 50 adet susun Basitlestirilmis Karbapenem
Inaktivasyon Metodu ile altin standart olarak kabul edilen PCR sonuglarini

karsilastirdigimizda en fazla yanlis negatif sonucun;
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-OXA-48(2 adet),

-OXA-48+0XA 23-58(1 adet),

-KPC+OXA-48(1 adet),

-OXA-51+0OXA 23-58(1 adet) izolatlarina ait oldugunu tespit ettik.

Her 2 merkezde yapmis oldugumuz ¢aligmanin sonucunda Karbapenemaz varligini
tespit etmek i¢in kullandigimiz fenotipik yéntem olan mCIM-A metodunun duyarlilik

ve 0zgulluk tablosu Tablo 4.20. de gosterilmistir

Tablo 4.20. Karbapenemaz varligini tespit etmek i¢in ¢alisitlan mCIM-A yénteminin

duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglar

K.EAH |B.ASH
Duyarlilik(%) 98 90
Ozgullik(%) 100 100
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BOLUM 5

TARTISMA

Antimikrobiyal direng, insanlarin yaslar1 veya cografi konumlar1 ne olursa olsun
herkesi etkileyebileceginden, kiiresel saglik ve ilgili sektorler i¢in dnemli bir endise
kaynagi olarak kabul edilmistir. Antibiyotik direnci, hastanede yatis siiresinin
uzamast, tibbi harcamalarin artmasi, halk saglig1 sisteminin asir1 yiiklenmesi ve hatta
6liim oranlarinin artmasi gibi olumsuz sonuglara yol agmaktadir. Antibiyotik direnci
sorunu giderek biyiidiigiinden aktif miidahaleler yapilmazsa ¢ok yakinda
enfeksiyonlar: kontrol altina alacak tedavi se¢eneklerimiz tiikenecektir. Acil ihtiyag
duydugumuz yeni antibiyotiklerin zamaninda gelistirilemeyecegi aci gerceginin
farkina varan Diinya Saglk Orgiiti (WHO) antibiyotige direngli patojenlerin bir
listesini yayinladi. Bu liste, li¢ kategoride siralanan 12 bakteri grubunu i¢ermektedir;
bunlar kritik, yliksek ve orta 6ncelikli kategorileridir. Kritik grup, hastalarin uygun
bakimi i¢in vendz/arteriyel kateter veya ventilator gerektiren saglik kurumlarinda
tehdit olusturan bakterileri icerir ve bu durum onlar1 kan dolasimi enfeksiyonlarina
veya hayati tehlike olusturan pnomonilere son derece duyarli hale getirir. Ayrica,
yiiksek ve orta oncelikli kategorilere dahil edilen bakteriler, yaygin enfeksiyonlara
neden olan diger bulasici etkenlerdir. Kritik dncelikli olarak belirlenen patojenerden
biri olan Enterobacteriaceae ailesi icerisinde yer alan Klebsiella pneumonia’dir [71].

DSO yayimladigi raporda; 'Diinyanin acilen antibiyotik yazma ve kullanma seklini
degistirmesi gerekiyor. Davranmis degisikligi olmadan yeni ilaglar gelistirilse bile
antibiyotik direnci blylk bir tehdit olarak kalmaya devam edecektir’ seklinde
belirtmektedir. Antimikrobiyal direncin 2019 yilinda 1,27 milyon 6lumden dogrudan
sorumlu oldugu ve 4,95 milyon 6liime katkida bulundugu tahmin edilmektedir. Olim
ve sakatligin yani sira antimikrobiyal direncin ciddi ekonomik maliyetleri de vardir.
Diinya Bankasi aciklamis oldugu raporda antimikrobiyal direncin saglik hizmeti
maliyetleri Gzerindeki etkisinin 2050 yilina kadar yilda 300 milyar dolardan 1 trilyon

dolarin iizerine cikabilecegini éngdrmektedir [72]. Ulkemizde ise, toplumda uygun
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antibiyotik recetesine oncelik veren Akilci ilag Kullanimi Ulusal Eylem Plani1 2014-
2017 adli bir antibiyotik yonetim programi gelistirilmistir. Uygunsuz antibiyotik
kullanimini caydirict kamu kampanyalar1 da baslatilmistir. Trkiye'de antibiyotik
direnci ve tuketimi ylksek diizeyde olmakla birlikte 2015 yilinda regetesiz antibiyotik
satiginin yasaklanmasiyla genel tiiketimde diisiis egilimi gortilmistiir. Antimikrobiyal
dirence kars: baslatilan bu kampanyalara ragmen Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma
Orgiitii, 2015 yilinda iiye iilkeleri arasinda Tiirkiye'nin, goriilen en diisiik oranlardan
yedi kat daha yuksek bir oranla en yiksek antibiyotik direnci oranlarindan birine sahip
oldugunu bildirmistir. Bu raporu dogrular nitelikte Diinya Saglik Orgiitii 2015 yilinda
yayimladigi raporda, Tiirkiye'de antibiyotik tiiketimi 1000 kisi basina 38,2 dir. Bu, 45
iilkeyi kapsayan DSO Avrupa bolgesinde bildirilen en yiiksek antibiyotik tiiketim
orantyd:. Siirveyans agisindan Tiirkiye, DSO/Avrupa'nin ortak girisimi olan Central
Asian and European Surveillance of Antimicrobial Resistance(CAESAR) aginin bir
uyesidir [73].

CAESAR tarafindan yayimlanan 2021-2023 Avrupa antimikrobiyal direng siirveyansi
raporunda K.pneumoniae i¢in karbapenem direnci (imipenem/meropenem) %49.1°dir
[74]. Klebsiella pneumoniae, diinya ¢apinda hastane kaynakli ve saglik hizmetleriyle
iliskili idrar yolu, dolasim sistemi, solunum sistemi ve yumusak doku enfeksiyonlarina
neden olan en 6nemli firsatg1 patojenlerden biri olarak kabul edilmistir [75]. Bu
sebeple ¢aligmamiza 100 adet K.pneumoniae izolati dahil edilmistir

Karbapenem direncli K.pneumoniae kolonizyonu ve enfeksiyonu icin risk faktorlerini
belirlemek tedavi se¢imi icin 6nemlidir. Bu risk faktorleri; daha énceden uygulanan
antibiyotik tedavisi, cerrahi islemler, yas, fonksiyonel bozukluklar ve yogun bakim
initesine yatistir [76]. Yaptigimiz ¢aligmada Karabiik EAH’de Orneklerin geldigi
boliimler arasinda ilk sirada Yogun Bakim Unitesi (%86), Balikesir Atatiirk SH’de de
orneklerin geldigi boliimler arasinda ilk sirada Yogun Bakim Unitesi (%52) yer
almaktadir. Celik ve ark. yaptiklari ¢calismada yogun bakim {initelerinde en sik goriilen
hastane enfeksiyonlar1 siralamasinda pndmoni veya kan enfeksiyonlar1 yer almistir
[77]. Yaptigimiz iki merkezli caligmada 6rnekleri cogunlugunu trakeal asirat (%28) ve
kan kultrl (%24) olusturmaktadir.

K.pneumoniae suslarinda OXA-48 ilk olarak Tiirkiye’de Eyliil 2001'de, istanbul Capa

Hastanesi'nde idrar yolu enfeksiyonu ve cilt yaniklar1 olan 54 yasindaki bir erkek
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hastanin idrar yolundan izole edilerek tespit edilmistir [78]. Tiirkiye’deki
karbapenemaz tiirlerinin dagilimini arastiran c¢aligmalar1 inceledigimizde OXA-48
pozitifliginin yiiksek ve endemik oldugu gorilmektedir. Carrér ve ark. Mayis
2006’dan Subat 2007 ‘ye kadar Istanbul Universitesi Hastanesi’ndeki yaptiklari
caligmada OXA-48 pozitif karbapenem direncli K.pneumoniae nozokomiyal salginini
raporlamiglardir [79]. Azap ve ark. yaptiklari ¢alismada izolatlarinin hepsinde OXA-
48 geni tespit etmislerdir [80]. Zarakolu ve ark yaptiklari ¢alismada %96.7 oraninda
OXA-48 geni tespit etmislerdir [81]. Tekintas ve ark. 54 adet karbapenem direncli
K.pneumoniae susunu calismalarina dahil etmislerdir. 33 susta (%61) OXA-48
pozitifligini tespit etmislerdir [82]. Yaptigimiz ¢ok merkezli ¢alisgmamizda da
karbapenemaz direng geni bakilan izolatlarda ilk sirada (%41) OXA-48 genini tespit
ettik.

Karbapenemazlar antibakteriyel ilaglara karsi direng olusturmalar1 ve baska direng
genlerini de tagimalarindan dolay1 ¢oklu ilag direncine sebep olabilmektedir. Literatiir
taramasi yaptigimizda OXA-48 ve NDM birlikteligi dikkat cekicidir. Pirs ve ark.
Slovenya’da yapmis olduklari ¢alismada %47.3 oraninda NDM ve OXA-48
birlikteligini tespit etmislerdir [83]. Ulkemizdeki ¢alismalara baktigimizda Duman ve
ark. karbapenem direngli K.pneumoniae’ dan kaynaklanlandigiini diisiindiikleri yogun
bakim {initesindeki salgin raporunda OXA-48 ve NDM birlikteligini %43 oraninda
tespit etmislerdir [84]. Giidiiciioglu ve ark. Van Yiiziincii Y1l Universitesi yogun
bakim {initesinde salgindan siiphelenerek yapmis olduklari ¢alismalarinda OXA-48 ve
NDM birlikteligini %77.7 oraninda tespit etmislerdir [85]. Solgi ve ark. OXA-48 ve
NDM birlikteliginin yayilimini plazmidler aracilifiyla yatay gen transferi yoluyla
yayillma potansiyelinin fazla oldugunu siirekli hastanelere giris ¢ikis yapilarak ve
seyahat  sikligmin  fazla olmast gibi etkenlerin  sayesinde toplumda
yayginlagabilecegini ifade etmislerdir [86].

Yaptigimiz ¢ok merkezli calismada dikkatimizi ¢eken noktalardan biri NDM ve OXA-
48 birlikteligi oraninin Balikesir Atatiick SH’nde ilk sirada olmasidir. Balikesir
Atatiirk SH’nde ¢alismis oldugumuz izolatlarin gen dagiminda OXA-48 ve NDM
birlikteligi ilk sirada (%28) olmasina karsin Karabiilk EAH ise bu oran %2’dir. Bu
farklilik bize Balikesir’in lokasyonu geregi seyahat edilebilirligin kolay olmasi,
kalabalik bir niifusa sahip olmasi sebebi ile hastaneye giris ¢ikislarin daha fazla

kullanilmas1 gibi etkenlerin etkili oldugunu diisiindiirmiistiir.
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EUCAST duyarlilik testlerinde karbapenem duyarliligi azaldiginda karbapenemaz
tespiti icin fenotipik testleri dnermektedir [5]. Bu amagla ¢alismamizda fenotipik
yontemlerden CIM, sCIM, mCIM ve mCIM-A yontemlerini ¢alisildi. Ayrica
karbapenemaz gen varligini saptayabilmek i¢in altin standart olarak kabul edilen PCR
yontemi ¢aligilarak sonuclar karsilastirildi

Karbapenem inaktivasyon metodu; karbapenemaz aktivitesini, karbapenem diskinin
olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 degerlendirilerek belirlenen fenotipik bir testtir.
Zwaluw ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontemde, yapmis olduklari ¢alismada PCR
metoduyla pozitif bulunan izolatlarda duyarliligi %100 olarak tespit etmislerdir.
Ayrica 67 adet non fermenter gram negatif bakterilerin karbapenemaz genini PCR ile
saptaylp CIM testi uyguladiklarinda ise 65 adet izolatta pozitif sonug almiglardir ve
duyarlilik oranini %97 olarak saptamislardir. Saptayamadiklari iki susun da
Acinetobacter baumannii’'ye ait OXA-23 geni tasimakta oldugunu bildirmislerdir [6].
Aguirre-Quifionero ve ark. yaptigi calismada 124 adet Enterobacteriaceae susunda
karbapenemaz geni pozitif bulunan 77 izolata CIM testi uygulamislardir. 77 izolatin
66 tanesinde CIM pozitif sonug¢ alarak testin duyarliligini %85.7 6zgiilliiglini ise
%95.7 olarak tespit etmislerdir. Saptayamadiklar1 11 susun Enterobacter cloacae ait
GES-6 genine sahip oldugunu bildirmislerdir [87]. Demiray ve ark. c¢alismasinda
karbapenem direncli K.pneumoniae izolatlarinda CIM testinin duyarliligint %80
ozgilligiinii ise %93 olarak tespit etmislerdir [88]. Alkog¢ yaptigi calismada CIM
testinin duyarliligint %72 6zgiilliigiinii ise %100 olarak tespit etmistir [89]. Yildiz ve
ark. yaptiklar1 ¢alismada 83 karbapenemaz Ureten izolatin 81’inde CIM pozitifligi
saptamistir. CIM testinin duyarlilifi %97.59, o6zgiilligii ise %100 olarak tespit
edilmistir. CIM pozitifligi tespit edilemeyen 2 izolatin ise OXA-48 genine sahip
oldugunu belirlemislerdir [90]. Sun ve ark. yaptigi ¢alismada CIM yonteminin
duyarliligini %93.5, 6zgiilliigiini %100 tespit ederek alt1 farkli fenotipik yontemin
arasinda en basarili test olarak degerlendirmislerdir [91]. Bayramoglu ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada 56 adet karbapenem direngli Enterobacteriaceae izolatint CIM
testi ile ¢aligmis ve testin duyarliligini ve 6zgiilliiglinti %100 olarak tespit etmislerdir
[92]. Yaptigimiz calismanin ¢ok merkezli ve karsilastirilabilir olmasi sebebiyle CIM
testi sonuglarimi ayr1 ayr1 degerlendirdik. Karabiik EAH’de PCR yontemiyle tespit
ettgimiz karbapenem direngli 50 K.pneumoniae susunun 45 tanesinde CIM pozitifligi
saptayarak, CIM testinin duyarliligin1 %90 6zgiilliigiinii ise %100 olarak tespit ettik.
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Negatif sonu¢ veren bes izolatin PCR sonuglarina baktigimizda en fazla negatif
sonucun OXA-48 (3) geninde oldugunu belirledik. Balikesir Atatiirk SH’de de ayn
sekilde PCR yoOntemiyle tespit ettigimiz karbapenem direngli 50 K.pneumoniae
susunun 41 tanesinde CIM pozitifligi saptayarak CIM testinin duyarliliginit %82
Ozgulliglini ise %100 olarak tespit ettik. Negatif sonu¢ veren 9 izolatin PCR
sonuclarina baktigimizda en fazla negatif sonucun OXA-48 (5) genine sahip oldugunu
belirledik.

Modifiye karbapenem Inaktivasyon Metodunun, CIM ydnteminden farki bakteri
stispansiyonu olarak Triptik Soy Buyyon kullanilmasi ve inklbasyon sirelerinin
uzatilarak degerlendirilmeye alinmasidir. CLSI 2017 yilinda Enterobacteriaceae ailesi
i¢in, 2018 yilinda ise P. aeruginosa i¢in mCIM testinin kullanimini 6nermistir [7].
Pierce ve ark. nin yaptuklari ¢alismada daha 6nce karbapenemaz genleri tasidigi tespit
edilen 92 izolatin 91° i mCIM pozitif sonug verirken, karbapenemaz genleri tagimadigi
belirlenen 23 izolatin tamami mCIM ile negatif sonu¢ vermistir. Caligmalarinda
mCIM’in duyarliligint %99, 6zgilliigiini ise %100 olarak tespit etmislerdir. Ayni
calismay1 ¢ok merkezli (dokuz laboratuvar) olarak yurittiklerinde mCIM testinin
ortalama duyarliligini %97 o6zgilligini ise %99 olarak tespit etmislerdir [93].
Kuchibiro ve ark. yaptigi ¢alismada 107 karbapenemaz treten Enterobacteriaceae
izolatlarint mCIM yontemiyle degerlendirdiklerinde duyarlilik ve ozgiilligii %100
bulmuglardir. 100 karbapenemaz iiretmeyen Enterobacteriaceae izolatlarini da mCIM
ile degerlendirdiklerinde testin hem duyarliligini hem de 6zgiilliigiinii yine %100
olarak tespit etmislerdir [94].Tsai ve ark. yaptig1 calismada mCIM testinin duyarlilig
ve Ozgiilligini %2100 olarak tespit ettiklerini belirtmislerdir [95]. Giinaydin yaptig1
calismada 100 adet karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izolatint mCIM testiyle
degerlendirdiginde duyarlilig1 %83.8 6zgiilligli %100 olarak tespit etmistir. Sayica en
fazla negatif sonucun OXA-48 ve NDM+OXA-48 birlikteligine ait genler oldugunu
belirtmistir [96]. Gelmez ve ark. yaptigi calismada 133 karbapenemaz dreten K.
pneumoniae izolatinin mCIM pozitifigini 109 susta tespit ederek testin duyarliligini
%81.95, ozgiilliigiinii ise %100 olarak bildirmislerdir. mCIM negatifligi tespit edilen
24 sustaki direng genlerinin OXA-48 ve NDM genlerine ait oldugunu tespit etmislerdir
[97]. Yapmis oldugumuz ¢alismanin ¢ok merkezli ve Kkarsilastirilabilir olmasi
sebebiyle mCIM testi sonuglarii ayri ayr1 degerlendirdik. Karabiik EAH’de PCR

yontemiyle tespit ettgimiz karbapenem direngli 50 K.pneumoniae susunun 46
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tanesinde mCIM pozitifligi saptayarak, mCIM testinin duyarliligint %92 6zgiilligiini
ise %100 olarak tespit ettik. Negatif sonug¢ veren 4 izolatin PCR sonuglarina
baktigimizda ti¢ negatif sonucun OXA-48 genine ait oldugunu belirledik. Balikesir
Atatlirk SH’de de ayn1 sekilde PCR yontemiyle tespit ettigimiz karbapenem direncli
50 K.pneumoniae susunun 45 tanesinde mCIM pozitifligi saptayarak mCIM testinin
duyarliligint %90 6zgilligiini ise %100 olarak tespit ettik. Negatif sonu¢ veren 5
izolatin PCR sonuglaria baktigimizda iki negatif sonucun OXA-48 genine sahip
oldugunu belirledik.

Basitlestirilmis karbapenem Inaktivasyon (SCIM) metodu ise mCIM testini temel
alarak uyarlanip modifiye edilmis fenotipik testtir. Calisma prensibinde; antibiyotik
diskini mCIM’de oldugu gibi inkiibe etmek yerine test edilecek bakteri antibiyotik
diskine siiriiliir. 0.5 McFarland yogunlukta hazirlanan E.coli ATCC 25922 standart sus
ile pasajlanan Miiller Hilton Agar besiyerine yerlestirilir. Hazirlanan besiyeri 16-18
saat 35°C’de inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi zon caplari degerlendirilir.
sCIM’de mCIM’den farkli olarak meropenem diski yerine imipenem diski
kullanmalarinin sebebi karbapenemaz enzimi ile daha hizli hidrolize oldugu igindir.
Jing ve ark. yapmis olduklari calismada 196 Enterobacteriaceae, 73 A. baumannii, 158
P. aeruginosa susunu calismiglardir. 196 Enterobacteriaceae susunun 147’sinin
karbapenem diren¢ geni tasidiginmi tespit edip sCIM ile calismislar ve 148 izolatta
pozitif bulmuglardir. PCR ile karbapenemaz negatif bulunan fakat sCIM ile pozitif
saptanan 1 izolatta tekrardan yapilan PCR sonucunda, ¢ogunlukla toplumda olmak
lizere, hastane ortaminda da en sik karsilasilan GSBL tipi olan K.pneumoniae CTX-
M-15 geni oldugu tespit edilmistir. Test edilen 158 P. aeruginosa susunun 25 tanesi
karbapenemazi pozitif olmak lizere 149 tanesi imipeneme direncli tespit edilirken,
sCIM ile PCR sonucunun uyumluluk oranini1 %100 olarak bildirmislerdir. Son olarak
73 A. baumannii susunun 53 imipeneme direngli bulunmustur. Bu 53 susun
hepsi sSCIM tarafindan karbapenemaz pozitif bulunmustur. PCR ile yapilan testlerde
52 susun blaOXA-23 genini tasidigi, 1 susun ise blaVIM—2 genini tasidig:
bulunmustur. 20 imipenem-duyarlt A. baumannii susu hem SCIM hem de PCR ile
negatif bulunmustur. A. baumannii i¢in SCIM ve PCR'nin uyumluluk oran1 %100
olarak tespit edilmistir [70]. Yamada ve ark. yaptiklar1 ¢alismada sCIM testinde
kullanilan antibiyotik olan imipenem ile meropenemi Karsilastirmis hem de bakteri

yuklerinin (1+ bakteriyel yik= bakteriye bir kere sirtlmesi, 2+ bakteriyel yuk=
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bakteriye 4 kere siiriilmesi) sonuglar iizerine etkisini arastirmislardir. Imipenem
diskleri 1+ bakteriyel yiik ile kullanildiginda, sCIM'in duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla
%97 ve %100'dir. imipenem disklerindeki bakteriyel yiik 2+ oldugunda, sCIM'in
ozgulligl %57,3 duyarliligi ise 98.5 olmustur. Meropenem diskleri 1+ bakteriyel yiik
ile kullanildiginda, sCIM'in duyarlilik ve 6zgilligii sirasiyla %78.2 ve %2100'ddr.
Imipenem disklerindeki bakteriyel yiikk 2+ oldugunda, sCIM'in 6zgiilliigii %93.9
duyarlilig1 ise zon caplarindaki belirsiz sonuglar dahil edildiginde %96.2 olmustur.
Yaptiklar1 degerlendirmede imipenem disklerinin SCIM i¢in meropenem disklerinden
daha uygun oldugunu ve yiikksek duyarlilik ile 6zgiilliik elde etmek igin bakteri
yiikilinlin iyi ayarlanmasi gerektigini belirtmislerdir [98]. Wan ve ark. yaptiklar
calismada Enterobacteriaceae izolatlarini sCIM yontemini kullanarak imipenem ve
meropenemin etkinliklerini arastirp aralarindaki uyumu  %99.1bulmuslardir.
Meropenem diski 17 P. aeruginosa izolatinin 10 pozitif susu ve 36 A. baumannii
izolatlatinin 20 pozitif susunu tanimlayamamistir. Yaptiklar1 degerlendirmede ise
sCIM yontemi karbapenemaz Ureten gram-negatif basil tespit etmek igin
kullanildiginda, hem imipenem hem de meropenem diskleri Enterobacteriaceae icin
kullanilabilirken, sadece imipenem disklerinin P. aeruginosa ve A.baumannii igin
kullanilabilecegini tespit etmislerdir [99]. Yapmis oldugumuz ¢aligmanin ¢ok merkezli
ve karsilastirilabilir olmasi sebebiyle sCIM testi sonuglarini ayr1 ayr1 degerlendirdik.
Karabilk EAH’de PCR yontemiyle tespit ettgimiz karbapenem direngli 50
K.pneumoniae susunun 47 tanesinde sCIM pozitifligi saptayarak SCIM testinin
duyarliligini %94 6zgilligiini ise %100 olarak tespit ettik. Negatif sonu¢ veren 3
izolatin PCR sonuglarina baktigimizda OXA-48(1), OXA-51(1) ve OXA-48+KPC
genlerine ait oldugunu belirledik. Balikesir Atatiirk SH’de de aymi sekilde PCR
yontemiyle tespit ettigimiz karbapenem direncli 50 K.pneumoniae susunun 44
tanesinde sCIM pozitifligi saptayarak sCIM testinin duyarliligini %88 6zgiilliigiinii ise
%100 olarak tespit ettik. Negatif sonug veren 6 izolatin PCR sonuglarina baktigimizda
en fazla negatif sonucun OXA-48(2) ve OXA kombinasyonlarina ait genler oldugunu
belirledik.

Amonyum bikarbonat ilaveli modifiye karbapenem inaktivasyon metodu tipki sCIM
testinde oldugu gibi mCIM testini temel alarak uyarlanan modifiye fenotipik bir testtir.
Caligma prensibine baktigimizda uygulama basamaklar1 hemen hemen aynidir. Farkli

olan tek uygulama basamagi Triptik Soy Buyyon (TSB) besiyeri igeren tlpun igerisine
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pH’s1 7.0 olarak ayarlanmis amonyum bikarbonat (son konsantrasyonu 50 mM) ilave
edilmesidir.  Gelmez ve ark. yaptig1 calismada 133 karbapenemaz Ureten K.
pneumoniae izolatinda mCIM duyarliligini %81.95 olarak tespit etmislerdir. Yapmis
olduklar1 mCIM testine amonyum bikarbonat ilave ederek degerlendirmeye
almiglardir. Sonuglart analiz ederken hem CLSI M100 S28’de 6nerilen meropenem
zon ¢ap1 sinir esig 19mm, hem de EUCAST meropenem duyarlilik sinir esigi 22 mm
gore degerlendirmislerdir. 133 karbapenemaz lreten K. pneumoniae izolatint mCIM-
A<19 mm sinir esigi degeriyle degerlendirdiklerinde mCIM-A pozitifligini 109 susta
tespit etmislerdir. mCIM-A nin tespit edemedigi 14 susun 11’1 OXA-48, 3’ii NDM
geni tasimaktadir. mCIM-A<19 oldugunda duyarlilig1 %89.47 6zgiilligi %100 olarak
tespit etmislerdir. mCIM-A<22 mm smir esigi degeriyle degerlendirildiginde ise
MCIM-A pozitifligini 127 susta tespit etmislerdir. mCIM-A nin tespit edemedigi 6
susun 5’1 OXA-48, 1’t NDM geni tasimaktadir. mCIM-A<22 duyarliligi %95.49
ozgulligl %100 olarak tespit etmislerdir [97]. Giinaydin yaptig1 calismada Gelmez ve
ark. gibi mCIM-A igin 2 farkli degerlendirme kriterini de ¢aligmistir. 95 karbapenemaz
ureten K. pneumoniae izolatini mCIM-A<I9 mm smir esigi degeriyle
degerlendirildiginde mCIM-A pozitifligini 77 susta tespit etmistir. mCIM-A nin tespit
edemedigi 18 sus ise en fazla OXA-48 ve NDM+OXA-48 genlerini tagimaktadir.
MCIM-A<19 oldugunda duyarliligi %82.7 o6zgiilligii %100 olarak tespit etmistir.
MCIM-A<22 mm sinir esigi degeriyle degerlendirildiginde ise mCIM-A pozitifligini
91 susta tespit etmistirr mCIM-A<22 oldugunda duyarliligi %94.6 olarak tespit
etmistir. Ancak smir esik degeri arttirlldigi i¢in karbapenemaz bulundurmayan 7
sustan 3 1 yanlis pozitif sonuglanmistir. Bu nedenle mCIM-A<22 degerlendirme
kriterine gore testin 6zgilligl %100°den %57 ye diigmiistiir [96]. Yapmis oldugumuz
calismada CLSI M100 S28 onerileri dogrultusunda ¢alistik. Calismanin ¢ok merkezli
ve karsilastirilabilir olmasit sebebiyle mCIM-A testi sonuglarini ayr1 ayri
degerlendirdik. Karabiik EAH’de PCR yontemiyle tespit ettgimiz karbapenem direngli
50 K.pneumoniae susunun 49 tanesinde mCIM-A pozitifligi saptayarak mCIM-A
testinin duyarliligini %98 6zgiilligiinii ise %100 olarak tespit ettik. Negatif sonug
veren tek izolatin PCR sonuglarina baktigimizda OXA-48(1) genine ait oldugunu
belirledik. Balikesir Atatiirk SH’de de ayn1 sekilde PCR yontemiyle tespit ettigimiz
karbapenem direncli 50 K.pneumoniae susunun 45 tanesinde mCIM-A pozitifligi

saptayarak mCIM-A testinin duyarliligim1 %90 6zgiilligiinii ise %100 olarak tespit
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ettik. Negatif sonuc veren 5 izolatin PCR sonuglarina baktigimizda en fazla negatif

sonucun OXA-48 (2) ve OXA kombinasyonlarina ait genler oldugunu belirledik
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BOLUM 6

SONUCLAR

Ozellikle karbapenem direngli bakterilerin saglik tesislerinde ve toplumda hizla
yayilmasi, halk sagligmi tehdit etmekte, tedaviyi zorlastirmakta ve alternatifleri
kisitlamaktadir. Bu hizli yayilimin tespit edilip, kontrol altina alinmasi 6nemlidir.
Kontrol altina alabilmek igin bu izolatlarin hizli ve dogru bir sekilde tespit edilmesinin
yayginlasmasi gerekmektedir. Altin standart olarak kabul edilen molekiiler yontemler;
zahmetli, maliyetli oldugundan ve deneyimli personel gerektirdiginden laboratuvarda
uygulanmasi giigtiir ve yaygin kullanimi zordur. Bu sinirlamalar rutin laboratuvarda
uygulanabilecek, kolay, maliyeti uygun, erisilebilir fenotipik yontemleri giindeme
getirmektedir. Calismamizda kullanimi1 daha kolay ve daha yaygin olabilecegini
diisiindiigiimiiz fenotipik testlerin performanslarini karsilastirdik. Yapmis oldugumuz
cok merkezli galismamizda CIM, mCIM, sCIM ve mCIM-A yo6ntemlerini
karsistirdigimizda iki merkezin ortalama duyarliliklarini sirasiyla %86, %91,%91 ve
%94 6zgulluklerini ise hepsinde %100 olarak tespit ettik. Molekdler yontemle tespit
ettigimiz fakat Karbapenem inaktivasyon metodu ve modifikasyonlariyla negatif
sonu¢ aldigimiz izolatlarin diren¢ genlerini inceledigimizde en fazla yanlhs negatif
sonug veren genlerin OXA-48 ve OXA-48’in kombinasyonlari oldugunu gordiik.
Ulkemizin OXA-48 agisindan endemik bir bdlge olmasimindan dolay: karbapenemaz
tespiti icin ilk tercihin molekiiler yontemler olmasi gerektiginin farkindayiz. Ancak
molekiiler yontemlerdeki kisitlamalart gbz Oniine aldigimizda Karbapenem
inaktivasyon metodu ve kombinasyonlarinin yiliksek duyarlilik ve o6zgiilliikleri

neticesinde rutin laboratuvar uygulamalarinda kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
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