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OZET

Enterobacteriaceae ailesinde yer alan Klebsiella pneumoniae, gastrointestinal
florada normal olarak bulunur ve genellikle hastane enfeksiyonlarina neden olur.
K.pneumoniae dahil olmak iizere genel olarak beta-laktam antibiyotiklerle tedavi
edilen enterobakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi, bu patojenlerin
sentezledikleri beta-laktamaz enzimleri nedeniyle giiclesmektedir. Ulkemiz basta
olmak flizere, karbapenemaz sentezleyen enfeksiyon etkenlerinde son yillarda ciddi
bir artis yasanmaktadir. Mortalite ve morbidite artisina neden olan karbapenem
direncli mikroorganizmalar tedavi siirecinin daha maliyetli ve uzun olmasina sebep
olabilmektedir. Dolayisiyla, karbapenemaz iireten klinik izolatlarin dogru bir sekilde
identifikasyonu, bu izolatlarla olusan enfeksiyonlarin tedavisi, diren¢ genlerinin
yayilliminin Onlenmesi ve hastane enfeksiyonlarii engellemesi igin oldukga
onemlidir. Bu izolatlarin tanimlanmasi i¢in Modifiye Hodge gradiyent testi (MHT),
Cift Disk Sinerji Testi gibi konvansiyonel yontemlerle birlikte molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu-ugus zamani kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) bu alanda yeni kullanilmaya baslayan ve
gelistirilmeye calisilan yontemlerdendir. Karbapenemaz direncinin aragtirilmasinda
MALDI-TOF MS, konvansiyonel yontemlere gore daha hizli sonug veren bir yontem
olup bu tani testinin etkinliinin arastirllmasi, laboratuvarlarda kullaniminin

standardize edilmesi gerekmektedir.



Bu ¢alismada, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen karbapeneme duyarli olan ve
olmayan K. pnemoniae izolatlar1 kullanilmistir. Direngli izolatlarda karbapeneme
direncin genotipik olarak en sik OXA-48 genine bagh oldugu tespit edilmistir.
Genotipik direng genine sahip 96 izolatin MALDI-TOF MS analizlerinde 88’inin
direngli oldugu gozlenmis, 3’iiniin ise direngli oldugu tespit edilememis duyarli gibi
degerlendirilmistir. 5 izolat i¢in direngli veya duyarli yorumu yapilamamistir. Bu
yontemin karbapeneme direncin belirlenmesinde %96,7 duyarliliga sahip oldugu,
Ozgilliginin %100 oldugu, Pozitif Prediktif Deger (PPD)’in %100 oldugu ve
Negatif Prediktif Deger (NPD)’in %93 oldugu belirlenmistir.

Identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda kullanilmaya baslanan
MALDI-TOF MS, bu alanda olduk¢a yeni bir uygulamadir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda identifikasyon i¢in rutin olarak kullanilmaya baslanan teknigin
avantaj1, geleneksel identifikasyon yontemlerine gore oldukga hizli sonug vermesidir.
Buna karsin, 6zellikle antimikrobiyal duyarlilik tespitinde, geleneksel yontemlere
gore Ozgiillik ve duyarliliinin ortaya konmasi igin ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Ekstraksiyonda kullanilan soliisyonlar, analizde kullanilacak olan antibiyotik ve
inkiibasyon siireleri ile ilgili c¢aligmalar c¢esitlendirilerek MALDI TOF MS
yonteminin optimize edilmesi, laboratuvar tanisinda ve ozellikle karbapenemaz
tespitinde 6nemli doniim noktalarindan biri olacaktir. Boylelikle yontem daha yaygin

bir kullanim alanina sahip olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae; Karbapenemaz; MALDI TOF
MS.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae, including in the Enterobacteriaceae family, is
normally present in the gastrointestinal flora and usually causes nosocomial
infections. The treatment of infections caused by enterobacteria, including
K.pneumoniae, generally treated with beta-lactam antibiotics, is complicated because
of the beta-lactamase enzymes synthesized by these pathogens. In recent years, there
has been a serious increase in the agents causing infection by carbapenemase
producing microorganisms, especially in our country. Carbapenem-resistant
microorganisms, which cause increasing mortality and morbidity, cause the treatment
period to be costlier and longer. Accurate identification of clinical isolates producing
carbapenemase is therefore crucial for the treatment of infections, the prevention of
the spread of resistance genes and the prevention of hospital infections with these
isolates. Various methods such as Modified Hodge gradient test (MHT), Dual Disk
Synergy Test and molecular methods have been used for the identification of these
isolates. Matrix assisted laser desorption / ionization-flight time mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) that are tried to be developed has been used for the identification
of research of producing the carbapenemase of these isolates for in recent years.
MALDI-TOF MS is a faster method than conventional methods in the investigation
of producing the carbapenemase. To effectiveness of this diagnostic test and to

standardize its use in laboratories should be investigated.

In this study, carbapenem susceptible and non-susceptible K.pneumoniae
strains isolated Meram Medical Faculty Hospital Medical Microbiology Laboratory
of Necmettin Erbakan University were used. In resistant isolates, most of the
carbapenem resistance was genotypically associated with the OXA-48 gene. In the
MALDI-TOF MS analyzes of 96 isolates with genotypic resistance, 88 were resistant
and 3 were susceptible. 5 isolates could not be ascessed resistan or sensitive by this
method. It was determined that this method had the sensitivity of 96.7%, the
specificity of 100%, the Positive Predictive Value (PPV) of 100%, and the Negative

Predictive Value (NPV) of 93% in determining of producing the carbapenemase.

MALDI-TOF MS, which is being used for identification and antibiotic

susceptibility studies, is a quite new application in this field. The advantage of the



technique that is being routinely used for identification from microbiology
laboratories is that it is very fast in comparison with traditional identification
methods. However, there is a need in recent years for the detection of specificity and
sensitivity in detecting antimicrobial susceptibility compared to conventional
methods. Optimization of the MALDI TOF MS method will be one of the important
milestones in laboratory diagnosis and especially in the detection of carbapenemase
by diversifying the studies on the solutions used in the extraction, antibiotics and
incubation periods to be used in the analysis. Thus, the method may have a wider

application area.

Key words: Carbapenemase; Klebsiella pneumoniae; MALDI TOF MS.



1. GIRIS VE AMAC

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan Klebsiella
cinsine ait bir tiirdiir. Klebsiella cinsi gastrointestinal floranin bir elemani olup
onemli hastane enfeksiyonlar1 arasindadir. Firsat¢i patojenler arasinda yer alan bu
tiirler, genellikle bagisiklig1 zayiflamis hastalarda enfeksiyona neden olur (Bagley
1985). Bu cins igerisindeki en onemli tiir olan Klebsiella pneumoniae, siklikla
hastane kaynakli iiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni, sepsisler ve yumusak doku
enfeksiyonlarina neden olur. Saglik ¢alisanlarinin elleri, mekanik solunum cihazlari,
kataterler ve cerrahi yaralar Klebsiella enfeksiyonlari i¢in zemin hazirlayan 6nemli
predispozan faktorlerden olup fekal-oral bulas s6z konusu olabilmektedir (Gupta

2002; Seibert ve ark., 2014).

Beta-laktamaz ekspresyonu Gram negatif bakterilerdeki beta-laktam
antibiyotiklere direng¢ gelisiminin en Onemli nedenidir. Beta-laktamazlar ve
karbapenemazlar iyi bilinen enzimlerdendir. Ozellikle Enterobacteriecae ailesinde
karbapenemaz {lireten izolatlar agisindan son yillarda ciddi bir artis yasanmuistir

(Adler ve ark., 2016).

Karbapenemler, en genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerden olup
mikroorganizmalarin karbepemlere karsi direng gelistirmesinden dolay1 tedavideki
secenekler kisitlanmaktadir. Karbapenemleri hidrolize eden beta-laktamazlar Ambler
siiflamasi igerisinde smif A, B ve D’de yer almaktadir. Ambler simif A’da ilk
tanimlanan karbapenemazlardan olan K.pneumoniae karbapenemaz (KPC) yer alir.
KPC plasmid araciligiyla aktarilir (Jarvis ve ark., 1985). Sinif B’de, Verona integron-
kodlu metallo-beta-laktamaz (VIM) ve imipenemi hidrolize eden beta-laktamaz
(IMP) bulunurken, oksasilin hidrolize eden karbapenemaz (OXA) enzimleri sinif
D’de yer alir. OXA grubunda en 1yi bilinen enzim olan OXA-48 iilkemizde ve diinya
genelinde yaygin olarak bulunur (Cift¢i ve ark. 2013; Nordmann ve ark., 2011).
Yakin zamanda Enterobactericecae ve non-fermentatif basillerde yeni

karbapenemazlar bildirilmistir (Nordmann ve ark.,2011).

Mortalite ve morbidite artisina neden olan karbapenem direncli
mikroorganizmalar tedavi siirecinin daha maliyetli ve uzun olmasina sebep
olabilmektedir. Bununla birlikte karbapenem direncinin artmasi bu enfeksiyonlarin

tedavisi i¢in gerekli olan antibiyotik alternatiflerinin azalmasi ve hatta tiikenmesi ile
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direncin hizli bir sekilde yayilmasma ortam hazirlamaktadir. Ulkemizde
karbapenemaz tireten Klebsiella tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonlardaki artis hizinin
diinyanin diger bolgelerine oranla daha yiiksek oldugu cesitli calismalarla ortaya

konmustur (Kili¢ ve Baysallar 2015; Karabay ve ark.2016; Nordmann ve ark.,2011).

Karbapenemaz iireten klinik izolatlarin identifikasyonu, bu izolatlarla olusan
enfeksiyonlarin tedavisi, direng¢ genlerinin yayilimmin onlenmesi ve hastane
enfeksiyonlarin1 engellemesi icin gereklidir (Endimiani ve ark., 2009).
Karbapenamaz iireten bakterilerin tanimlanmasi i¢in Modifiye Hodge gradiyent
testi (MHT), Cift Disk Sinerji Testi gibi konvansiyonel yontemlerle birlikte
molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyonu-ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS)
bu alanda yeni kullanilmaya baslayan ve gelistirilmeye ¢alisilan yontemlerdendir
(Livermore ve Brown2001; Ikryannikova ve ark., 2008). Bu calismada, kan
kiiltiirlerinde iireyen K.pneumoniae suslarinda, karbapenemaz direncinin,
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda identifikasyonda kullanilmaya baslanan ve diger
metotlardan daha kisa siirede sonuc¢ verebilen MALDI-TOF MS teknigi ile

belirlenmesi amac¢lanmastir.
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1. GENEL BIiLGILER
1.1 Klebsiella

Klebsiella cinsi, Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olan Klebsiellae alt
ailesine aittir. Klebsiella, ismini 19. yiizyilda yagsamis Alman mikrobiyolog Edwin
Klebs'den almistir (Broberg ve ark., 2014).

Klebsiella’lar, belirgin bir polisakarit kapsiilii olan, hareketsiz, ¢ubuk seklinde,
Gram negatif bakterilerdir. Polisakkarit yapidaki kapsiil en Onemli viriilans
faktorlerinden olup fagositoz basta olmak {iizere, bir¢ok konak savunma
mekanizmasina karst direng gelisiminde rol almaktadir ve kapsill boyama

yontemleriyle incelenebilir (Podschun ve Ullmann 1998; Edwards ve Ewing 1986).

Klebsiella cinsi tiyeleri tipik olarak hiicre yiizeyinde 2 tip antijen agiga ¢ikarirlar.
Birincisi bir lipopolisakkarid (O antijeni); digeri ise kapsiiler bir polisakarittir (K
antijeni). Bu antijenlerin her ikisi de patojeniteye katkida bulunur. Yaklasik 77 K
antijeni ve 9 O antijeni vardir. Bu antijenlerin yapisal degiskenligi cesitli serotiplere
siniflamanin temelini olusturmaktadir. Insanlarda, K.pneumoniae, Klebsiella oxytoca
ve Klebsiella granulomatis tiirleri hastalik ile daha ¢ok iliskillendirilmektedir (Hoppe
ve ark., 2014; Boye ve Hansen 2003).

Daha once Klebsiella ozaenae ve Klebsiella rhinoscleromatis olarak bilinen
organizmalar, K.pneumoniae'nin fermentatif olmayan alttiirleridir. Bu istisnalar
disinda, Klebsiella cinsi laktoz pozitif, cogunlukla yogun bir polisakkarit kapsiil
sentezi nedeniyle plak besiyerlerinde mukoid koloniler iireten, hareketsiz
bakterilerdir. Son yillarda, Klebsiella iiyeleri nozokomiyal enfeksiyonlarda onemli

patojenler haline gelmistir (Botelho-Nevers ve ark., 2007; Paczosa ve Mecsas 2016).

1.1.1 Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan K.pneumoniae, kapsiillii, laktoz
pozitif ve Gram negatif bir basildir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde
olmak {izere, nozokomiyal enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Ayrica; agiz, cilt ve
bagirsak florasinda, hastane ortamlarinda ve tibbi cihazlardan yaygin olarak izole

edilebilen firsat¢1 bir patojendir (Li ve ark., 2014).
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1.1.1.1 Epidemiyoloji ve Klinik

K.pneumoniae,  akcigerlerde = ve  diger organlarda  enfeksiyonlar
olusturabilmekte ve yikic1 degisikliklere neden olabilmektedir. Yatan hastalarda
yaygin olarak, idrar yolu, alt solunum yolu, safra yolu ve cerrahi yara bolgelerini
iceren cesitli klinik enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Klinik semptomlari
nonspesifiktir. Enfeksiyon bolgesine gore, pndmoni, bakteriyemi, tromboflebit, idrar
yolu enfeksiyonu (IYE), kolesistit, diyare, iist solunum yolu enfeksiyonu, yara
enfeksiyonu, osteomiyelit, menenjit ve sepsis gibi tablolara neden olabilir. invaziv
cihazlarin varligi, solunum destek ekipmaninin kontaminasyonu, idrar sondasi ve
antibiyotik kullanimi, Klebsiella tiirleri ile nozokomiyal enfeksiyon olasiligini artiran

faktorlerdendir (Martin ve Bachman 2018).

K.pneumoniae, hastane kaynakli tiim enfeksiyonlarin yaklasik %8'inden
sorumludur. Yash kisilerde toplum kokenli pnémoninin 6nemli bir nedenidir.
Malezya ve Japonya'da yapilan arastirmalar, yashilarda pndmoni insidans
oranini%15-40 olarak tahmin etmektedir. Klebsiella tiirlerinin Amerika’da tiim
patojenik salgin hastaliklarin = %3'linden sorumlu oldugunu bildirilmektedir

(Nordmann ve ark., 2011).

Avrupa llkeleri arasinda karpapenemaz tiplerinin yayilimi agisindan iilkemiz,
OXAA48 tip karbapenemazlar acisindan endemiktir. Ayrica, lilkemizde NDM-1 tip
karbapenemazlar acisindan hizli bir yayilimin s6z konusudur ve VIM barindiran
izolatlar hastanelerde siklikla salginlara neden olmaktadir. Yapilan cesitli
arastirmalarda NDM i¢in Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri, Israil, Yunanistan
ve lItalya; KPC igin Hindistan ve OXA-48 igin Tiirkiye ve Kuzey Afrika iilkeleri
odak merkezi olarak rapor edilmistir. OXA-48 {ilkemizde ilk olarak 2003 yilinda
saptanmigtir ve yogun olarak bildirilmeye devam etmektedir (Nordmann ve ark.,

2011; Nordmann 2014).

K.pneumoniae, dolasim sistemi enfeksiyonlarinda 6nemli bir etkendir. Kan
kiiltiirlerinden yliksek oranlarda izole edilmektedir. Ayrica, kan ve dolasim sistemi
enfeksiyonlari ile iliskili izolatlarin biiyiik kisminin karbapenemlere direncli oldugu
siklikla gozlenmektedir. Karbapenemlere direngli olan K.pnemoniae izolatlarinin
genellikle klinik olarak dnemli antibiyotiklere karsi da olduk¢a genis bir yelpazede
direngli oldugu gozlenmektedir. Dahasi, bu izolatlar siklikla OXA-48 karbapenemazi
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tasimaktadir (Iraz ve ark. 2015; Nordmann ve ark., 2011). NDM-1 tasiyan
K.pneumoniae izolatlar1 kan dolasimi enfeksiyonlariyla yakindan iliskili oldugu
bildirilmistir (Poirel ve ark., 2015).

Ozellikle karbapeneme direngli Klebsiella tiirleri basta olmak iizere,
karbapeneme direngli mikroorganizmalarin neden oldugu salginlarin ve sporadik
olgularin tlkemizde giderek arttig1 rapor edilmektedir. Antibiyotige direncli
Klebsiella salginlarindaki artis mortalite ve morbiditede artisa, hospitalizasyonun
uzamasina ve tedavi maliyetlerinin artmasina neden olmaktadir (Emonet ve ark.,
2010). Porin kayb1 ya da efluks pompalarinin islevlerindeki degisiklik antibiyotiklere
kars1 direng gelisimine 1limli seviyelerde katkida bulunsa da, karbapenem direncinin
gelismesinde temel mekanizma karbapenemaz sentezidir. Karbapenemaz {iretimiyle
gelisen direngte, enzimi kodlayici genleri tasiyan plazmidler araciligiyla direng
yayilim1 horizontal olarak hizla gergeklesebilmektedir. Uygun tedavinin
belirlenebilmesi ve direng yayilimin Oniine gecilebilmesi agisindan, karbapenemaz
sentezleyen kokenlerin dogru sekilde saptanmasi 6nemlidir. Bu durum, iilkemizin de
dahil oldugu, karbapenem direnci yoniinden endemik bolgelerde direncin

saptanmasinin énemini daha da artirmaktadir (Demiray ve ark., 2017).

1.1.1.2 Tedavide Kullanilan Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalari
Enterobacteriaceae iiyelerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi
enfeksiyon bolgesine gore degerlendirilerek belirlenir. K.pneumoniae pnémonisi ve
IYE’da kullanilan baslica antibiyotikler 3. kusak sefalosporinler, karbapenemler gibi
beta-laktam antibiyotikler ve florokinolonlardir. idrar yolu enfeksiyonlarinda genel
olarak trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SMX), nitrofurantoin ya da fosfomisin
gibi antibiyotikler de kullanilabilmektedir. Florokinolonlarda siprofloksasinin
idrardaki birikiminin daha fazla olmasi sebebiyle IYE tedavisinde tercih edilirken,
levofloksasin pnomoni tedavisinde kullanilmaktadir (Bassetti ve ark. 2018, Porreca

ve ark., 2018).

Beta-laktam antibiyotiklere karsi son yillarda gelisen yaygin direncten dolay1
ve Ozellikle de karbapenemaz tasiyan bakteriyel patojenlerin yayginlagtigi dikkate
alinirsa, bu tiir bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyogramin
belirlenmesi 6nemlidir. K.pneumoniae ve diger karbapenemaz tasiyan patojenlerde

kolistin, polimiksinler, aminoglikozitler, tigesiklin gibi genellikle son secenek
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antibiyotiklerin kullanilmas1 gerekebilmektedir. Karbapenem kombinasyonlari,
seftazidim/avibaktam, meropenem—vaborbaktam gibi yeni kombinasyonlar da ¢oklu
ilaca direngli olgulara kars1 son yillarda giderek popiiler hale gelmektedir (Boyle ve

Zembower 2015; Porreca ve ark., 2018).

S6z konusu tedavi stratejileri etkililik, yan etki, fiyat gibi unsurlar goz oniine
alimarak degerlendirilmelidir. Karbapenemler dahil olmak {izere beta-laktam
antibiyotikler kolay bulunabilir ve giivenilir olmasina regmen, beta-laktamaz ve
karbapenemaz iireten mikroorganizmalara karsi etkisiz kalmaktadir. Bu tiir
mikroorganizmalara kolistin ve polimiksin gibi antibiyotikler etkili olsa da,
nefrotoksisite gibi yan etkileri dolayisiyla kullanimi kisitli antibiyotiklerdendir.
Benzer sekilde aminoglikozit kullanimima bagli nefrotoksisite ve ototoksisite bu
ajanlarin kullanimin1 kisitlamaktadir. Gram pozitif bakterilere karsi kullanilabilen
glikopeptidler, streptograminler, linezolid vb. yeni ve etkili segenekler bulunmasina
ragmen Gram negatiflerde tedavi se¢enegi daha kisithdir (Bassetti ve Righi 2015;
Bassetti ve ark., 2018).

1.2 Beta-laktam Antibiyotikler

Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eden beta-laktam antibiyotikler
bakterisidal etkilidirler. Bu grup antibiyotikler, li¢ karbon ve bir azot olmak iizere 4
tiyeli ‘beta-laktam’ halkas1 igerirler. Monobaktamlar hari¢, bu halkalara 6-amino
penisilanik asid (6-APA) adinda bir halka daha eklenmistir. Bununla birlikte, farkl
zincirlerin eklenmesi ile molekiil yapilar1 farklilasmis olan beta-laktam anibiyotikler

5 grupta incelenir (Ghosh ve ark., 2006):

1- Penisilinler

2- Sefalosporinler

3- Monobaktamlar

4- Karbapenemler

5- Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam, vs.)

1.2.1 Beta-laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Beta-laktam antibiyotikler; bakterilerde hiicre duvari sentezinden sorumlu olan
transpeptidazi (penisilin baglayan protein-PBP) etkisiz hale getirip peptidoglikan

sentezini engelleyerek etki gosterirler. Bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan
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tabakasinda bulunan c¢apraz bagli peptit zincileri D-alanin molekiillerinin
transpeptidasyonu ile olusur. PBP’ler, transpeptidasyon reaksiyonunu olusturan
enzimlerdir. Antibiyotiklerin amaci PBP ile reaksiyona girmek ve D-alanin’in yerine
gecerek transpeptidasyonu engellemektir. Hiicre duvarini sentezleyemeyen bakteri

yikima ugrar. Dolayisiyla beta-laktam antibiyotikler bakterisidaldir (Ulusoy 2004).

1.3 Karbapenemler

Genis bir etki spektrumuna sahip olan karbapenemler bakterisidal etki gosterir
ve Dbeta-laktam antibiyotiklerdendir. Peptidoglikan sentezine etki ederler.
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Enterobacteriaceae iiyelerine
ve ayrica beta-laktamaz tireten Haemophilus influenzae, Mycobacterium avium
intracellulare ve Neisseria gonorrhaea’ya etkilidirler. Yaygin olarak bilinen
karbapenemler  imipenem, meropenem, ertapenem  ve  doripenemdir.

(http://acikerisim.deu.edu.tr 01 Nisan 2018).

1.3.1 imipenem

Karbapenemler igerisinde en genis etki spektruma sahip olan imipenem aerop,
anaerop, Gram negatif ve Gram pozitif mikroorganizmalara etkilidir. Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilerin PBP’lerine baglanir. Molekiil agirligi yiiksek olan
PBP’lere baglanan imipenemin Gram negatif bakterilerin hiicre duvarina
penetrasyonu digerine gore daha fazladir. Etki ettigi mikroorganizmalarin bir¢cogu
i¢in minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) 4 mg/L’nin altindadir. Klinik olarak
onemli olan bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarda ve monoterapdtik ajan olarak

farkli antibiyotiklere gore daha etkilidir (Butler ve ark., 2013).

Bircok beta-laktamazin hidrolizine karst dayanikli olan imipenem, Gram
negatif bakterilerin karbapenemazlari ve stafilokok enzimlerinin hidrolizine
dayaniklik gosteremezler. Mikroorganizmalara karst direng gelisimi diger bir

karbapenem olan imipeneme gore daha diistiktiir (Fair ve Tor 2014).

1.3.2 Meropenem

Meropenem’in etki spektrumu bir¢ok Gram pozitif bakteri, Pseudomonas’lar
dahil Gram negatif bakteri ve anaerobik bakterileri kapsamaktadir. Diger beta-
laktamlarin aksine, beta-laktamazlar veya sefalosporinazlar tarafindan hidrolize karsi

olduk¢a direnclidir. Genel olarak, PBP’de mutasyonlar, metallo-beta-laktamaz

16



tiretimi veya Gram negatif bakterilerde dis membranin fiziksel bir bariyer gibi islev

gormesi nedeniyle direng ortaya ¢ikar (Page ve Bush 2014).

Meropenemin etki spektrumu imipenem’e benzer olup baslica hedefi PBP-2’dir

ve DHP-I hidrolizine kars1 dayanmiklidir (Sully ve ark., 2017).

1.3.3 Ertapenem

1-B-metil grubuna sahiptir; dolayisiyla yapisal olarak meropeneme benzerdir.
Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere etkilidir, ayrica anaerobik bakterilere karsi
klinik etkinlige sahiptir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
ampisilin direngli enterokoklar, P.aeruginosa veya Acinetobacter tiirlerine karsi
etkili degildir (Papp-Wallace ve ark., 2011).

Ertapenem disindaki karbapenem grubunun diger {yeleri (imipenem,
doripenem ve meropenem), tedavi edilmesi zor olan enfeksiyonlarda yaygin olarak

kullanilan antibiyotiklerdir (Pillai ve ark., 2009).

1.3.4 Doripenem

Doripenem, karbapenem grubuna ait bir beta-laktam antibiyotik olup Gram
negatif bakterileri de iceren genis bir etki spektrumuna sahiptir. Kompleks abdominal
enfeksiyonlarin, hastane kaynakli pndmoninin ve septiseminin eslik ettigi pyelonefrit

dahil olmak iizere IYE nin tedavisinde kullanilabilir (Zhanel ve ark., 2009).

Genislemis spektrumlu olanlar dahil beta-laktamazlara karsi stabildir, ancak
karbapenemazlarin etkisine agiktir. Doripenem ayrica Pseudomonas aeruginosa'ya

kars1 diger karbapenemlere gore daha aktiftir (Pillai ve ark., 2009).

1.4 Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalar

Beta-laktam antibiyotikler toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlar i¢in yaygin
olarak kullanilir. Bu yaygin kullanimla birlikte bakterilerin bu antibiyotiklere cesitli
diren¢ mekanizmalar1 gelistirdigi ve buna bagl olarak diren¢ oranlarinin arttig

gbzlenmektedir (Medeiros 2000).

Bakteriler genel olarak 3 sekilde diren¢ mekanizmasi gelistirebilir (Medeiros

2000; Page ve Bush 2014):

1) Antibiyotigin hiicre i¢ine etkin miktarda ulagiminin engellenmesi.
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2) Hedefin yapisinda degisiklik.

3) Antibiyotigi hidrolize eden enzimlerin sentezlenmesi.

Gram negatif bakterilerde direng gelistirme mekanizmasi bu li¢ mekanizma ile
ortaya ¢ikabilir. Gram pozitif bakterilerde ise hiicre duvar yapisi farkli oldugu igin
daha ¢ok PBP yapisinda degisiklik seklinde direng gelisimi gozlenir (Siegel ve ark.,
2007).

1.4.1 PBP’lerde Olusan Degisiklige Bagh Direng¢

Mikroorganizmalarin meydana getirdigi beta-laktam direncinde 6nemli bir
mekanizma da PBP yapisindaki degisim olup daha ¢ok kromozomal mutasyonlarin
sonucunda PBP’lerin yapisinda degisiklik meydana getirir ve bu sekilde afiniteleri
azalan PBP’ler say1 olarak da azalirlar. Bundan dolay1 yeni sentezlenen PBP’lerin
afiniteleri  diistiktiir. Bu mekanizma bazi Gram pozitif bakterilerde ve

Pseudomonas’larda gézlenmistir (Medeiros 1997).

1.4.2 Dis Membran Gecirgenligindeki Degisikliklere Bagh Diren¢

Gram pozitif bakterilerde dis membran bulunmadigindan beta-laktamlara
permeabilite engeli yoktur. Dolayistyla dig membran gegirgenligindeki degisikliklere
bagl diren¢ goriilmez. Gram negatiflerde ise dig membrana sahip oldugu i¢in bunun
tersi bir durum s6z konusudur. Ciinkii dig membran beta-laktamlara dogal bir engel
teskil etmektedir. Diren¢ gelisimi; beta-laktam antibiyotiklerin ge¢mek zorunda
olduklar1 porin proteinlerinin kromozomal mutasyona ugramasiyla gegirgenligin
azalmas1 seklinde ortaya cikmaktadir. Bu sekilde sefalosporinler, penisilinler ve
karbapenemlere karsi direng gelismektedir. E. coli ve P. aeruginosa’da bu tip direng

gelisiminin oldugu bildirilmistir (Sanders 1992).

Di1s membran gegirgenligindeki degisikliklere bagli olarak gelisen bir baska
direng ise aktif pompa sistemidir. Bu sistem antimikrobiyal ajanlarin atilmasini
saglar ve bu sekilde beta-laktamlarda dahil bir¢cok antibiyotige karsi dogal veya
kazanilmis diren¢ gelisimine neden olur. Gram negatif bakterilerin antibiyotiklere
karst dogal direnglerindeki temel nedenin aktif pompa sistemi oldugu ortaya

konulmustur (Philippon ve ark., 2002).
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1.4.3 Beta-laktamaz Enzimlerine Bagh Diren¢

Ozellikle patojenik etkiye sahip Gram negatif bakterilerin  ve
Enterobacteriaceae  iiyelerinin  antibiyotiklere karsi  gelistirdikleri  direng
mekanizmalarindan en 6nemlisi beta-laktamaz sentezidir. Beta-laktamazlar bakteriler
tarafindan kromozom, plazmid veya transpozonlar aracilifi ile kodlanir. Bakteri
kokenli olan bu enzimler Gram negatif bakterilerin periplazmik bosluklarinda
bulunur. Beta-laktamazlar, beta-laktam antibiyotiklerdeki amid baglarini etkisiz hale

getirerek antibiyotigi inhibe eden enzimlerdir (Spadafino ve ark., 2014).

1.5 Beta-laktamazlar

1.5.1 Beta-laktamazlarin Tarihcesi

Beta-laktamazlar, beta-laktam antibiyotiklerin sahip oldugu beta-laktam
halkasindaki amid bagim parcalayarak antibiyotigi hidrolize eden enzimlerdir (Ozsoy

2001).

1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin bulunmasindan sonra
Abraham ve Chain (1940)’in gergeklestirdikleri ¢alismada, ilk defa E. coli’nin
penisiline diren¢ gelistirdigini gostermislerdir. Penisilinin etkisini ortadan kaldiran
bu enzime “penisilinaz” ismini vermislerdir (Giir 1997). Kriby (1940),
Stafilokoklarin penisiline diren¢li ve duyarli suslarini karsilagtirmis ve direncli
olanlarinda beta-laktamazlarin bulundugunu tespit etmistir. Beecam ve ark.
(1950)’nin  gercgeklestirdikleri ¢alismada 6-aminopenisiloik asitten yar1 sentetik
penisilin sentezlenmis ve bunu takiben metisilin, ampisilin, sefaloridin ve sefalotini
gelistirilmistir. Gram negatif bakterilerde direng artis1 daha hizli ger¢eklesmistir. Bu
durum Gram negatif bakteriler arasinda beta-laktamazlarin plazmid kontroliinde
sentezlenmesi ~ ve  diren¢  genlerinin  konjugasyonla  aktarilmasindan

kaynaklanmaktadir (Jacoby ve ark., 1988).

Glintimiize kadar gegen siiregte pek cok beta-laktamaz tanimlanmigtir.
1980’lerden giinlimiize kadar devam eden 40 yillik siirecte substrat profili, inhibitére
duyarlilik, hidrolitik etkinlik ve molekiiler yapilarina gore siniflandirilan beta-
laktamazlar,  beta-laktam  antibiyotiklerin = yaygin  kullanimindan  dolay1
yayginlasmistir. Glinlimiizde genis spektrumlu Dbeta-laktamazlar (ESBL) ve

karbapenemazlar 6n plana ¢ikmaktadir (Giske ve ark., 2009).
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1.5.2 Beta-laktamazlarin Siniflandirilmasi

Giliniimiizde beta-laktamazlar i¢in iki smiflandirma semasi kullanilmaktadir.
Bunlardan ilki Ambler (1980) tarafindan ortaya konulan molekiiler siniflandirma,
enzimleri kodlayan niikleotid ve aminoasit dizilimlerine gore yapilmistir. Bu sisteme
gore enzimler A, B, C ve D gruplarina ayrilmistir. Bush ve ark. (1995) tarafindan
gelistirilen fonksiyonel smiflandirma, Ambler smiflandirmasinin gilincellenmis

halidir ve beta-laktamazlar1 4 sinifa ayirir.

1.5.2.1 Molekiiler Stmiflandirma (Ambler Simiflandirmasi)
1.5.2.1.1 Ambler Simif C

Bu grup klavulanat gibi beta-laktamaz inhibitorlerine direnclidir ve ¢ogunlukla
kromozomlar tarafindan kodlanirlar. AmpC enzimleri olarak da bilinir. Ortamdaki
substrat varligiyla dogru orantili olarak bu enzimler indiiklenebilir. Bu nedenle,
bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere maruz kalmasi, enzim {iretiminde artisa
neden olur (Nordmann ve ark., 2011). Beta-laktam antibiyotikler farkli oldugundan,
farkli seviyelerde beta-laktamaz {iretimini uyarirlar. Grup I'deki enzimler,
Enterobacteriacea ailesinin yan1 sira P. aeruginosa'da da bulunur (Ambler ve ark.,
1991).

Grup 1 beta-laktamazlar, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari,
penisilinleri, sefamisinlerde dahil 1. 2. ve 3. kusak sefalosporinlere direnclidir.

Sefepime ve karbapenemlere duyarhdirlar (Siegel ve ark., 2007).

1.5.2.1.2 Ambler Simf A

Grup 2'ye smiflandirilan enzimler, plazmid aracili tagindigindan, farkli
bakteriyel hiicrelere kolaylikla iletilebilmektedir. Klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri grup 2 enzimlerini inhibe eder (De
Champs ve ark., 1991). Ana grup 2 enzimleri TEM ve SHV'dir. TEM-1 ilk olarak
1965 yilinda Enterobacteriacea ailesinde tanimlanmistir. Sonrasinda Haemophilus,
Neisseria ve Vibrio tiirlerine yayildigi tespit edilmistir. SHV-1 ise 1979 yilinda
kesfedilmistir ve yine benzer tiirlere yayildig1 gézlenmistir. Yaygin olarak Klebsiella
spp. ve E. coli'de bulunur (Ghafourian ve ark., 2015). Molekiiler olarak Ambler sinif
A da temsil edilen grup 2 enzimleri, ampisilin, 1. ve 2. kusak sefalosporinler ve

monobaktamlar1 hidrolize edebilirler (Livermore 1995).
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1.5.2.1.3 Ambler Simf B
Bu grupta karbapenemleri hidrolize edebilen metallo-enzimler yer alir. Bu
enzimler siklikla P. aeruginosa, Bacteroides fragilis ve Stenotrophomonas

maltophilia'da bulunur (Burn-Buissonve ark., 1987).

1.5.2.1.4 Ambler Simf D

Grup D beta-laktamazlar klavulanik asitin inhibe edemedigi penisilinazlar
icerir. Bu enzimlerin dordii, karbenisilin ve kloksasilini yiiksek oranda hidroliz eder.
Bazilar1 metal iyonu tutulumu ile ilgili olagan dis1 davramis sergilemektedir. Bu
enzimlerin bagka bir molekiiler beta-laktamaz sinifi olup olmadigi bilinmemektedir

(Livermore 1995).

Bush ve ark. (1995) yapmis olduklar1 siniflandirmada beta-laktamazlari;
penisilin, karbenisilin, oksasilin, sefaloridin, genis spektrumlu sefalosporinler ve
imipeneme kars1 hidrolitik c¢esitliligini ve klavulanik aside duyarliliklarini temel
alarak dort grupta toplamis olup enzimlerin fonksiyonel Ozelliklerine, kullanilan

subsrat ve inhibitdrlere gore gruplandirilmistir.

1.5.2.2 Fonksiyonel siniflandirma (Bush Simiflandirmasi)
1.5.2.2.1 Grup 1 beta-laktamazlar

Enterobacteriaceae eailesi ve diger birkag bakteride bulunan, kromozomlar
tarafindan kodlanan, molekiiler simif C'ye ait sefalosporinazlardir. Sefoksitin ve
sefaleksinler de dahil olmak {izere sefalosporinler iizerinde benzilpenisilinlere gore
daha aktiftirler ve genellikle klavulanik asit ile inhibisyona karsi direnglidirler.
CMY, ACT, DHA, FOX, MIR ve diger plazmid aracilt grup 1 enzimleri bu grupta
bulunmaktadir (Matthew 1979).

1.5.2.2.2 Grup 2 beta-laktamazlar

Molekiiler siniflamada A ve D’de yer alan bu grup, serin beta-laktamazlardir.
Grup 2a penisilinazlar, nispeten sinirli bir hidrolitik aktivite spektrumu olan kii¢iik
bir beta-laktamaz grubunu temsil eder. Stafilokoklar ve enterokoklar dahil olmak

tizere Gram pozitif koklarda baskin beta-laktamazlardir (Richmond ve Sykes 1973).

Grup 2b beta-laktamazlar, penisilinler ile sefaloridin ve sefalotin gibi
sefalosporinleri kolayca hidrolize ederler. Klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan

giiclii bir sekilde inhibe edilirler. Grup 2b beta-laktamazlar, Plazmid aracili beta-
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laktamaz olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerini igerirler (Roy ve ark., 1983).

Enterobacteriaceae ailesinde yaygindirlar (Medeiros 2000).

Grup 2be beta-laktamazlar, bu genis spektrumlu enzimler, alt grup 2b’nin
penisilinler ve sefalosporinlere karsi etki spektrumuna sahiptir ve ek olarak
sefotaksim, seftazidim, aztreonam gibi oksimino-p-laktamlar1 hidrolize eder.
Klavulanik asit, sefoksitin ve sefotetana duyarlidirlar (Bush2004). Grup 2be beta-

laktamazlar, E. coli ve K.pneumoniae’da bulunurlar (Medeiros 2000).

Grup 2br beta-laktamazlar, klavulanik asit inhibisyonuna nispeten direncli
genisletilmis bir spektrumu bir araya getiren TEM enzimlerini igerir (Richmond ve

Sykes 1973).

Grup 2c beta-laktamazlar, karbenisilin veya tikarsilini hidrolize ederler. Bu
penisilinazlar genellikle klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan kolayca inhibe

edilir (Bush ve ark., 1995).

Grup 2d beta-laktamazlar, olarak bilinen, %50'lik bir oranda kloksasilin ve
oksasilin hidrolize etme yetenegine sahip olan OXA enzimleri bu gruptadir. OXA
enzimleri tarafindan karbenisilin de kolaylikla hidroliz edilebilir. Grup 2d molekiiler
olarak Sinif A’da yer alir. Bu gruptaki bir¢ok beta-laktamaz sodyum kloriir
tarafindan inhibe edilir (Livermore ve Williams 1996).

Grup 2e beta-laktamazlar, genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize
eden, klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilen enzimleri igerir

(Bush1989).

Grup 2f beta-laktamazlar, molekiiler smmif A igerisinde yer alan serin-
karbapenemazlardir. Karbapenemleri hidrolize edebilen bu grup, klavulanik asitle
inhibe edilseler de, tazobaktam tarafindan daha giiclii bir sekilde inhibe edilirler
(Queenan ve Bush. 2007).

1.5.2.2.3 Grup 3 beta-laktamazlar

Hem yapisal hem de fonksiyonel olarak farkli bir beta-laktamaz grubu olan
metallo-beta-laktamazlar (MBL), genellikle klinik izolatlarda ve diger beta-
laktamazlarla birlikte iiretilir. Kofaktor olarak ¢inko iyonuna sahip olmalar1 diger

beta-laktamazlardan farkli olan yonleridir (Rasmussen ve Bush 1997). MBL'ler
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monobaktamlar i¢in zayif afiniteye veya hidrolitik kapasiteye sahiptir. Dolayisiyla
klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilmezler. Bunun yerine, EDTA,
dipikolinik asit veya 1,10-o-fenantrolin gibi metal iyonu selatlayicilar1 tarafindan
inhibe edilirler. Bu metalloenzimler, yapisal (alt simmiflar B1, B2 ve B3) ve
fonksiyonel (alt gruplar 3a, 3b ve 3c) alt gruplara ayrilmigtir (Livermore ve

Williams1996).

1.5.2.2.4 Grup 4 beta-laktamazlar
Bu grup molekiiler olarak siniflandirilamayan enzimleri igerir. Klavulanik

asitle inhibe olmazlar. Burkholderia cepacia’daki beta-laktamazlar bu gruba dahildir.

1.5.3 Karbapenemazlar

Karbapenemazlar, ¢ok yonli  hidrolitik  kapasiteleri olan  beta-
laktamazlardir. Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemleri
hidrolize etme yetenekleri vardir. Bu beta-laktamazlar1 {ireten bakteriler,
karbapenemaz aktivitesinin pek ¢ok beta-laktami etkisiz kildig1 ciddi enfeksiyonlara
neden olabilir. Karbapenemazlar, Ambler’in molekiiler siniflandirmasinin A, B ve D
grubu iyeleridir. Stnif A ve D enzimleri serin tabanli bir hidrolitik mekanizmaya
sahiptir, B smifi enzimler ise aktif bolgede ¢inko iceren metalo-beta-
laktamazlardir. A smifi karbapenemaz grubu, IMP, NMC, GES ve KPC ailelerinin
iyelerini icerir. Bunlardan en yaygmn olam1 KPC karbapenemazlar, ¢ogunlukla
Klebsiella pneumoniae tiirtindeki plazmidlerde bulunur. D sinifi karbapenemazlar, A.
baumannii'de siklikla saptanan OXA-tipi beta-laktamazlardan olusur. Metallo-beta-
laktamazlar, IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM familyalarina aittir ve esas olarak P.
aeruginosa'da tespit edilmistir. Bununla birlikte, Enterobacteriaceae ailesinde
goriilen karbapenemazlarin diinya ¢apinda arttigi pek g¢ok arastirmaci tarafindan

rapor edilmektedir (Nordmann ve ark., 2011; Queenan ve Bush 2007).

1.5.3.1 Smif A Karbapenemazlar

A siifi karbapenemazlar, karbapenemleri etkili bir sekilde hidrolize eder. Bu
tip karbapenemazlar c¢esitli simiflandirmaya tabi tutulmustur. Kromozomlar
tarafindan kodlananlar; NmcA, Sme, IMI-1, SFC-1 dir. Digerleri ise plazmid
tarafindan kodlanir. Bunlar; K.pneumoniae karbapenemazlar (KPC), IMI-2, GES,
tiirevlerdir. Bahsi gecen enzimler klavulanik asit tarafindan kismen inhibe edilir

(Giilay 2001).
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KPC'ler bu grupta klinik olarak en sik goriilen enzimlerdir. ilk KPC (KPC-2,
K.pneumoniae) 1996 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde tanimlanmistir. KPC
cogunlukla nozokomiyal K.pneumoniae izolatlarinda, daha az 6lgiide E. coli'de ve
diger Enterobacteriaceae tiirlerden bildirilmistir. KPC iireten mikroorganizmalarin

karbapenem duyarliliklar1 belirgin sekilde degisebilir (Medeiros ve Hare 1986).

KPC iireten mikroorganizmalar genellikle bircok ilaca direnglidir (6zellikle
tim beta-laktamlara). Dolayisiyla KPC ile iligkili enfeksiyonlari tedavi etmek igin
tedavi segenekleri stnirhidir. KPC iireticileri ile olusan enfeksiyonlar sonucu meydana

gelen 6liim oranlar yiiksektir (>%50) (Ambler ve ark., 1991).

1.5.3.2 Simf B Metalloenzimler

Bu karbapenemaz sinifi, karbapenemleri hidrolize etme yetenegi ve beta-
laktamaz inhibitorlerine karst direnci ve metal iyonu selatlayicilart tarafindan
inhibisyona yatkinlik o6zelligi ile karakterizedir. Substrat spektrumlari oldukca
genistir; diger karbapenemlere ek olarak, bu enzimlerin ¢ogu sefalosporinleri ve
penisilleri hidrolize eder, ancak aztreonami hidrolize etme yeteneginden yoksundur.
Hidroliz mekanizmasi, enzimin aktif bolgesinde beta-laktamlarin ¢inko iyonlari ile
etkilesime bagli olup, bunlarin EDTA, Zn>" ve diger iki degerlikli katyonlarin bir

selatorii tarafindan inhibisyonunun ayirt edici 6zelligi ile sonuglanir (Walsh2005).

Tespit edilen ve calisilan ilk metallo-beta-laktamazlar, Bacillus cereus,
Aeromonas spp. ve S. maltophilia gibi firsat¢1 patojenik bakterilerde bulunan
kromozomal enzimlerdir. Bu enzimler genellikle serin beta-laktamaz enzimine sahip
ve beta-laktamlara maruz kaldiktan sonra beta-laktam antibiyotiklerle indiiklenen

bakterilerde bulunur (Walsh 2005).

Saflagtirilmis  proteinlerin ~ fonksiyonel analizlerine dayanan erken
siniflandirma, bu beta-laktamazlarin, serin tabanli bir hidrolitik mekanizmaya sahip
olan enzim gruplarindan ayirt edici oldugunu gdstermistir. Baglica ayirt edici
ozellikleri, Zn>" iyonuna gereksinimleri ve klavulanik asit ile tazobaktam tarafindan

inhibe edilebilmeleridir (Matthew 1975).

Varlig1 dogrudan tiirlerin prevalansi ile korele olan kromozomal metalo-beta-
laktamazlarin aksine, bu metalloenzimlerin edinilmis veya nakledilebilen ailelerinin

saptanmasinda ve yayilmasinda 6nemli bir artis olmustur. En yaygin metallo-beta-
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laktamaz aileleri, gen kasetleri olarak dahil edildigi ¢esitli integron yapilar iginde
yer alan VIM, IMP, GIM ve SIM enzimlerini igerir. Bu integronlar plazmidler veya
transpozonlar araciligiyla bakteriler arasinda kolayca transfer edilebilir (Libisch ve

ark., 2006).

1.5.3.3 Smmf D Karbapenemazlar
OXA (oksasilini hidrolize eden karbapenemaz) beta-laktamazlar, 1970'lerin
sonlarinda ve 1980'lerin basinda en yaygin plasmidle kodlanmis beta-laktamaz

ailelerden birini temsil eder (Naas ve Nordmann 1999).

Molekiiler sinif D OXA beta-laktamazlar, diger serin beta-laktamazlardan ayri
bir molekiiler simifta yerlestirildiklerinde, esas olarak Enterobacteriaceae ve P.
aeruginosa'da tanimlanmuslardir ve islevsel olarak oksasilin ve koloksasilini

hidrolize edebilen penisilinazlar olarak tanimlanmistir (Medeiros1997).

Genel olarak klavulanik asit ve EDTA tarafindan zayif bir sekilde inhibe
edilmiglerdir ve amino asit sekanslarinda biiylik miktarda degiskenlige sahip
olduklar1 bilinmektedir. Su anda 9 tane genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz olan
ve en az 37 tanesi karbapenemaz oldugu diislintilen 102 farkli OXA sekansi
olmustur. OXA  beta-laktamazlarin  katalitik mekanizmas1  diger  serin

karbapenemazlarla birlikte 6zellikleri paylasir (Walther-Rasmussen ve Hoiby2006).

OXA enzimlerinin diisikk verim nedeniyle saflagtirilmasi zordur ve bazi
substratlar icin diisiik hidroliz oranlar1 ve bifazik kinetikleri nedeniyle biyokimyasal
olarak karakterize etmek zordur. Biyokimyasal olarak karakterize edilen OXA
karbapenemazlar, penisilinlere, bazi sefalosporinlere ve imipeneme kars1 olciilebilir

hidrolitik aktiviteye sahiptir (Heritier ve ark., 2005).

Genel olarak, meropenem hidrolizinden daha hizli olan imipenem hidrolizi,
sirastyla 1s-1 ve 2s-1'de 6 OXA-54 ve OXA-48 enzimleri icin en yiiksek kcat
degerleri ile yavastir. Imipenem igin Km degerleri de diisiiktiir, 2 ila 20 uM arasinda
degisir, bu da OXA enzimlerinin bu substratlar i¢in ¢ok yiliksek afiniteye sahip
oldugunu gosterir. Aksine, genislemis spektrumlu sefalosporinler OXA
karbapenemazlar tarafindan olgiilebilir bir sekilde hidrolize edilmez veya ¢ok zayif

hidrolizlenir (Turner 2004).
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1.5.3.4 Karbapenemaz Varhgim Dogrulama Yontemleri

Cevap alinamayan karbapenem tedavisinde karabapenemaz {iretiminin
saptanmas1 kritik bir asamadir. Dolayisiyla hastane infeksiyonlarinin engellenmesi
acisindan onemlidir. Karbapenemaz saptanmasindan kullanilan yontemler fenotipik

ve genotipik olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir (Livermore 2001).

1.5.3.4.1 Fenotipik Yontemler

Karbapenemazlarin saptanmasi icin, karbapenemlere duyarlilikta azalma
saptandiginda rutin duyarhilik testlerinde fenotipik yontemler uygulanmalidir
(http://klimud.org/public/uploads/files/EUCAST%20%C3%B6z¢el%20diren%C3%A
7%?20mekanizmalar%C4%B1.docx 04 Nisan 2018).

1.5.3.4.2 Modifiye Hodge gradiyent testi (MHT)

Ik olarak N. gonorrhoeae’de penisilinaz aktivitesinin gosterilmesinde MHT
kullanilmig, daha sonraki yillarda MBL tespit etmek i¢in Lee ve ark. (2003)
tarafindan gelistirilmistir. Test i¢in gerekli olan malzemeler imipenem duyarli E. coli

ATCC standart susu, imipenem diski, test edilecek bakteri ve Miiller Hinton agardir.

Imipenem diskinin kenarindan baslayarak disa dogru 1sinsal bir sekilde
imipenem direngli susun ve kontrol suslarinin pasaji yapilir. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonunda yonca yaprag: seklinde goriintiiniin olmasi

halinde MBL pozitif olarak kabul edilir (Wayne 2011).

Sekil 1. Karbapenemaz varliginin dogrulanmasinda kullanilan
Modifiye Hodge gradiyent testi (Petersen-Morfin ve ark., 2017).
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1.5.3.4.3 Cift Disk Sinerji Testi

Imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda genisleyip genislemedigini
tespit edilmesiyle MBL pozitif bakterilerin tanimlanmas1 esasina dayanir. Imipenem
diskinin merkezinden 10 mm uzagina yerlestirilmis bos disk iizerine EDTA eklenir.
EDTA eklenmis diske dogru imipenem diski inhibisyon zonunun genislemesi,

sinerjist inhibisyon zonu olarak degerlendirilir (Kagmaz ve Ece 2010).

Sekil 2. Karbapenemaz varliginin dogrulanmasinda kullanilan ¢ift disk sinerji testi.
*(http://www.ijmm.org/viewimage.asp?img=IndianJ]MedMicrobiol 2008 26 3 233
39587 2.jpg)

1.5.3.4.4 Kombine disk diffiizyon testi

Plak igerisine 2 imipenem diski yerlestirilir ve bunlardan bir tanesine EDTA
eklendikten sonra inkiibasyona birakilir. Sonrasinda inhibisyon zon ¢ap1 farkina gore
degerlendirmenin yapilir. EDTA soliisyonu eklenen imipenem diskinin inhibisyon

zonu, imipenem diski zon ¢apindan >7 mm biiylik ise MBL pozitif olarak kabul

edilmektedir (Lee ve ark., 2003).

o

< &
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MEM+EDTA

] L
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Sekil 3. Karbapenemaz varliginin dogrulanmasinda kullanilan kombine disk

diffiizyon testi (Petersen-Morfin ve ark., 2017).
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1.5.3.4.5 Gradiyent test yontemi

Gradiyent test (E test), diliisyon ve diffiizyon testlerinin kombinasyonundan
ibarettir. Gradiyent test seritlerinin diger yliziinde ise, belirlenen antibiyotik
konsantrasyonlari ile kapli yilizey bulunmaktadir. Bu seritler inokule edilmis agar
plag iizerine yerlestirildiginde ilk 5 saniyede gradientin %90’1, 30 dakikada ise,
%100’{i agar matriksine gecer. Inkiibasyon sonunda bakteriyel iireme goriiniir hale
geldikten sonra serit merkezli simetrik inhibisyon zonu olusur. Minimum inhibitor
kansantrasyonu (MIiK) degeri elipsin serit ile kesistigi noktadan pug/mL cinsinden
okunur. Gradiyent test ile kantitatif Ol¢lim yapilir. Artan konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren 6zel hazirlanmis plastik seritler kullanilir. Ekim yapildiktan sonra
35°C de 18-20 saat inkiibasyon yapilir. Plak iizeride elips seklinde olusan inhibisyon

alaninin stripi kestigi nokta MIK degerini verir (Livermore 2001).

Sekil 4. Karbapenemaz varliginindogrulanmasinda kullanilan gradiyent test yontemi.
* (https://www.hindawi.com/journals/tswj/2012/654939/fig1/)

1.5.3.4.6 Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/ iyonizasyonu-Ucus Zamam
Kiitle Spektrometresi (MALDI TOF MS)

Bu yontemde, mikroorganizmalarin icerdigi biyomekiillerin (protein, peptid,
seker) ve biiyiik organik molekiillerin (polimer, dendrimer, makromolekiil) iyonize
edilmesinden sonra elektrik ve/veya manyetik alandan gecirilmesi ile protein
goriiniisleri ¢ikarilmaktadir. Bu protein goriiniislerine ait grafiksel goriintiiler elde
edilmekte ve sistemin veri tabanindaki referans mikroorganizmaya benzerligine gore
mikroorganizmalar cins ve tiir olarak tanimlanabilmektedir (Fenselau ve Demirev,
2001). Mikrobiyoloji alaninda molekiiler yontemlerin kullanimu ile birlikte bu alanda
bir¢ok ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ilerlemelerin 6nemli iirlinlerinden biri olarak
son yillarda mikrobiyolojik materyallerin incelenmesinde matris aracili lazer

dezorbsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi “matrix-assisted laser
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desorbtion/ionization time-of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF MS)
kullanilmaya baglanmistir (Dogan 2018).

MALDI-TOF MS sistemi 1980 yillarinin sonlarma dogru mikrobiyal
proteomiklerin saptanmasinda kullanilmistir. 1990’11 yillarin  baslarinda, ¢esitli
calismalar sonucunda, iyonizasyon tekniklerinin (MALDI ya da elektro spray
iyonizasyon (ESI)) sisteme entegre olmasi ile protein gibi biiyiilk molekiillerin
incelenebilmesi  imkanlarma  kavusulmustur.  1990’larin  ortalarina  dogru
bakteriyolojik tanimlamalarda kullanilmaya baglanmistir.  Ardindan, bakteri
tanimlama icin ilk veri taban1 2004 yilinda bildirilmistir. MALDI-TOF MS, kiitle
spektrometresine dayali, organizmalarin 6zgiil proteinlerden o mikroorganizma igin
ozgiil proteomik kaliplarinin tanimlandigi piklerin karsilagtirilmasi esasina dayali bir

sistemdir (Emonet ve ark., 2010; Cobo 2013).

Ayrica tip alaninda MALDI-TOF MS’in kullanimi mikrobiyoloji ile smirlt
degildir. Giliniimiizde bakteriyoloji, viroloji, mantarlar ve diger hastalik etkenleri ile
ilgili bircok arastirma MALDI-TOF MS sistemi ile basarili bir sekilde
yapilabilmektedir. Giiniimiiz konvansiyonel ve molekiiler tanimlama ydntemlerine
bir alternatif olarak, hizli tanimlama yapabilmesi ile MALDI-TOF karsimiza
cikmaktadir. Bu sistem arastirma ve gelismelere acik olup konvansiyonel metotlarla
veya PCR gibi genetik materyal iizerinden ¢alisan metotlarla yapilan testler icin de
umut olusturmaktadir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin tanimlanmasinda
ylksek duyarlia sahip olup mikobakteri ve mayalarla ilgili tanimlama ¢alismalarda
kabul edilebilir sonuglar elde edilebilmektedir. Ayrica filament6z mantarlar ve
dermatofitlerin tanisinda basarili sonuglar elde edilmeye baslanmistir ancak sistemin
gelistirilmesine ve tecriibelerin arttirllmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sistemler as1
caligmalarinda da protein yapilarin incelenmesine katki sunabilmektedir (Stverakova

ve ark., 2018, Dogan 2018).

MALDI-TOF MS cihazi1 temel olarak ii¢ boliimden olusmaktadir (Angeletti
2017, Dogan 2018):

1. Iyonizasyon kaynagi: MALDI soft iyonizasyon kaynagidir.

2. Kiitle analizorii: Lazer dezorbsiyon sistemleri farkli kiitle analizorleri ile
birlestirilebilir. Kiitle spektrometresi olarak, genellikle MALDI ile birlikte
TOF (time of flight) kullanilir.
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3. Algilama béliimii: Iyonlarm kiitlesi yiikiine (m/z) oranlanir ve karekokii
alinir. Buna bagl bir analiz yapilir, biyomolekiiller yogunluk ve bu orana

gore siiflandirilir.

Siddet (Gieed Onite)

Spesifik spektrum
Algilama Dedektor
Ucguszamani Ucus tiipt
Lazer

Hizlanma s
oo oo oo

Sekil 5. MALDI TOF MS ¢alisma prensibi (Dogan 2018).

MS tekniginde incelenecek ornek metal bir plak tizerine damlatilir ve lizerine
bir matris soliisyonu konarak havada kurutulur. Bu teknikte numuneler, birkag
biyomolekiiliin karigtirllmasiyla hazirlanir ve iceride kristallesecek bir matrise
gomiiliir. Protein biyomarkirlarin belirlenmesi i¢in 2,5-dihidroksibenzoik asit,

sinapinik asit, ferulik asit ve a-siyano-4-hidroksisinamik asitler onerilmektedir. Elde
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edilen piklerin yogunlugu, kullanilan matriks tiiriine gore degisiklik gostermektedir.
a-siyano-4-hidroksisinamik ve 2,5-dihidroksibenzoik asit genellikle 10kDa’dan daha
kiigiik kiitleler icin, ferulik asit ve sinapinik asit de 15kDa’dan daha yiiksek kiitlelerin
tespitinde daha uygun asit formlaridir. Matris, kompozisyonu kullanilan lazer tiirline
ve analiz edilecek biyomolekiile gore farklilik gosterse de, kullanilan lazer dalga
boyu araliginda, gii¢lii bir optik absorpsiyona sahip kiiciik asit molekiillerinden
olugmaktadir. Daha sonra molekiiller, kisa bir lazer darbesinin enerjisini absorbe
ederek yiik transferiyle hem ayristirilir hem de iyonlastirilirlar. Ayrisan ve iyonize
olmus molekiiller ilk 6nce bir elektrik alaniyla hizlandirilir ve metal bir ugus tlipli
vasitastyla atilir ve ugus tiipiinlin ucundaki bir detektorle carpisir. Bu dongii, 50 veya
daha fazla hertz frekansinda tekrarlanir. Boylece biyomolekiiller kiitlelerine gore
ayrilir ve iyonlarin hem kiitlesi hem de yogunlugu ile karakterize edilen bir kiitle
spektrumu olustururlar. Sonug olarak, iirlin, mikroorganizmanin tanimlanmasi igin
uygun veritabaninda, liretici tarafindan saglanan verilerin karsilastirildigi sivri pik
dalga tekrarlarindan olusan hayali bir isaretten ibarettir. MALDI-TOF MS
tekniklerinin prensibi kabaca Sekil 5’de gosterilmistir (Angeletti 2017; Praveen ve
ark., 2016; Dogan 2018).

1.5.3.5 Genotipik Yontemler

Geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve modifiye PZR
yontemlerinden, GSBL tasiyan bakterilerin tespitinde ve tiplendirilmesinde
yararlanilabilir. GSBL kodlayan genlerde mutasyonlarin ¢ok ¢esitli olmas1 sebebiyle
dizi analizi ve Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) gibi daha ileri
diizey yontemlerde kullanilabilir (Babalola 2003). BD MAX™ CRE Assay gibi,
karbapenem direngli izolatlarda siklikla rastlanan karbapenemaz genlerini gercek
zamanli PZR yontemiyle belirleyen hazir kitler, karbapenemaz tespitinde kullanilan

diger genotipik yontemlerdir (Knabl ve ark., 2016).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Gerec¢

2.1.1 Kullanilan Bakteriler

Calisma igin Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen kan 6rneklerden daha 6nce izole edilmis
ve tanimlanmis karbapenem-duyarli olan ve olmayan, karbapenemaz diren¢ genleri
daha 6nce molekiiler yontemle belirlenmis 96 K. pnemoniae izolati ile imipenem ve
meropeneme direngli olmayan 40 K. pnemoniae izolati ¢alismaya dahil edildi.
Bakterilerin tanimlanmasi i¢in otomatize identifikasyon sistemi olan VITEK® MS
MALDI TOF (BioMeerieux, Fransa) kullanildi. Bakterilerin vermis oldugu spesifik
pikler sistemin veri bankasinda degerlendirildikten sonra %98 giivenligin lizerinde K.
pnemoniae olarak bildirilen suslar ¢alismaya alindi (Sekil 6). Daha diisiik glivenlikte
alian sonuglar ¢alismaya alinmadi. Tiim bakteriler %15 gliserin igeren stok besiyeri

igerisinde -20 °C de stoklandi.

identifikasyonlann saysi: 1 identifikasyonlann listesi
Pozisyon a Analiz Tarihi a Organizma lami ’ Dedert a 50""'}‘“'8 Toplamart
(&) 020 2018 0804 Kieosiela oreums onlae 958 F +
Anahtar: Segimi onayla  Yorum ekle

Shddet (Girell Gnite)

Sekil 6. MALDI TOF MS ile tanimlanmig bakterinin gostermis oldugu pikler.

2.1.2 Inokiilasyonun Hazirlanmasi

Stok besiyerlerinden alinan 6rnekler oda 1sisina getirildikten sonra kanli agara

ekildi ve bir gece 35 °C de inkiibe edildi. Ureyen taze Kkiiltiirlerden deney icin
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siispansiyonlar hazirlandi. Bunun i¢in 100 adet deney tiipii i¢in 150 mM NaCl ve 20
mM TRIS HCI igerecek sekilde c¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 3’er ml deney
tiiplerine aktarildi. Inkiibasyon sonrasi iiremis olan bakterilerden 6ze ile alinarak 4
McFarland yogunlukta olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan 3 ml’lik bu
stispansiyonlardan 1’er ml alinarak mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Mikrosantrifiij
tiipleri 3 dk. 14.000 rpm’de santrifiije tabi tutuldu. Santrifiij isleminden sonra
stipernatantlar atildi, peletler icine 50°ser ul 150 mM NaCl, 20 mM TRIS HCI ve 20
mM meropenem igeren ¢dzeltiden ilave edildi ve pipetaj yapildi. Bu bilesim, 35 °
C'de 3 saat inkiibe edildi. Ardindan, ilgili bilesim 3 dk. 14.000 rpm’de santrifiije tabi
tutuldu ve silipernatanttan 1 pl aliarak preparat hazirlandi. MALDI-TOF VITEK®
MS MALDI TOF (BioMeerieux, Fransa) kiitle spektrometresinde degerlendirmeler
yapild.

2.1.3 MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
Siipernatanttan hazirlanan numune VITEK® MS MALDI TOF (BioMeerieux,

Fransa) cihazi ile analiz edildi. Karbapenem direngli izolatin vermis oldugu MALDI
TOF MS pik diyagrami 6rnegi Sekil 7°de, karbapenem duyarli izolat 6rnegi Sekil
8’de ve negatif kontroliin (sadece meropenem) pik diyagrami Sekil 9°da verilmistir.

04_Lnser SAMAMIT Evieal s Accurscy Tefd e
Ditar regrmear 300007 Hodjc| @ F tb".’- B E09 L ECF- SHTA B Fel 2018 N0
3

Sramaciny Bectech Axera Assurance I 003 3HH J5-: V:-dhl.m s.:.rmvsa or. 114, Blanked, PEs § 5330 fbn 133
il B4 miTwamn 1084 m] Profies 10T Sresih Ay

103

L —
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150 130 145 180 1] 200 230 240 260 280 0 o 2] 360 a0 00

o o B & &

Sekil 7. MALTI TOF MS diyagrami: Karbapenem direngli izolata 6rnek.
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Sekil 8. MALTI TOF MS diyagrami: Karbapenem duyarli izolata 6rnek.

8 4_Linear_EARAMIE_Evieenal_lass_Acsisaey Tol2_min

Data marcpenem 10002 1C1[c] 5 Fob 20008 920 Cat ECAL_CHCA § Feb 2078 817
Shirnadsy Bictech Aca Axiuance 2 9 3 20110624 Mode Lisee: SARAMIS, Powsr 118, Biesked, P Ext § 8330 (B 133)
el 13 msane 41254 my] Frofies 1900 Smosth Ay 50

Sekil 9. Negatif kontroliin (sadece meropenem) MALDI TOF MS diyagramu.
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3. BULGULAR

(Calismaya alinan karbapenem direncli izolatlarin genotipik tiplendirmesinde
olarak 93’iiniin OXA-48 genine, 3’linlin NDM genine sahip idi. Genotipik direng
genleri belirlenmis toplam 96 izolatin MALDI-TOF MS analizlerinde 88’inin
karbapeneme direngli oldugu goézlenmis, 3’ilinlin ise direngli oldugu tespit
edilememis duyarli gibi degerlendirilmistir. 5 izolat i¢in direngli veya duyarh
yorumu yapilamamistir. Bu yOntemin karbapenem direncini belirlemede %96,7
duyarliliga sahip oldugu, ozgiilliigiiniin %100 oldugu, Pozitif Prediktif Deger
(PPD)’in %100 oldugu ve Negatif Prediktif Deger (NPD)’in %93 oldugu
belirlenmistir. Bes izolat i¢in herhangi bir yorum yapilamamasi testin verimliligini

diistirmektedir.
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4. TARTISMA

Karbapenemaz sentezleyen Enterobacteriaceae iiyelerinin diisiik seviyelerdeki
karbapenem direncine sahip olmasi siklikla gozlemlenen bir fenomendir ve
karbapenemlerin MIiK degerleriyle ilgili yaniltici sonuglara neden olabildigi igin
karbapenamaz tespitini zorlastiran bir durumdur. Diisiik diizeyde karbapenemaz
sentezleyen enfeksiyon etkenlerinin tespiti uluslarlarasi kilavuzlarin belirledigi sinir
degerlere gdre her zaman miimkiin olamamaktadir. Ozellikle OXA-48 sentezleyen
kokenler genellikle diisiik seviyede karbapenemaz iireticileridir ve karbapenemlere
direngli kokenler igerisinde OXA-48 tespitinde kullanilabilecek tek basina tan1 degeri
yiiksek olan fenotipik bir yontem mevcut degildir (Birgy ve ark., 2012). Dolayisiyla,
karbapenemaz sentezleyen kokenleri spesifik olarak belirlemek icin tek bir
karbapenem tarama kriterinin kullanilamayacag1 rasyonel olarak ongoriilebilir. Bu
nedenle, dogrulayici testlerin kullanilmas1 o6zellikle karbapenemaz iireten
Enterobacteriaceae’nin saptanmasi igin gereklidir (Sakanashi ve ark. 2017; Birgy ve
ark,. 2012). Bu durum is yiikiiniin artmasi, ekonomik kayip ve en onemlisi tespit

stiresinin uzun olmasi gibi problemleri beraberinde getirmektedir.

Glinlimiizde beta-laktamazlarin ve karbapenemazlarin tespitinde kullanilan
konvansiyonel yontemlerin duyarliliklart genel olarak yiiksektir. Ornegin,
Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz tespitinde MHT yo6ntemini kullanan
Miriagou ve ark. (2010), testin %95-100 duyarliliga sahip oldugunu gézlemlemistir.
Ribeiro ve ark. (2014) B-laktamazlarin varliginda elde edilen zor yorumlama ve
yaygin yanlis pozitif sonuglarla ilgili kaygilardan yola ¢ikarak yaptiklar1 ¢alismada
MHT'nin nicel bir yorumunun performansini degerlendirmeyi amaglamistir. Calisma
sonunda testin duyarlifinin % 99,4 oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde
Legese ve ark. (2017) g¢ocuk hastalarda enfeksiyona neden olan Enterobtacteriaceae
tiyeleriyle yaptiklar1 c¢aligmada beta-laktamaz ve karbapenemaz tespitinde
kullandiklar1 ¢ift disk sinerji testinin %90,9 duyarliliga sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Pesteran ve ark. (2009) diger fenotipik bir yontem olan kombine disk
sinerji testini kullandiklar1 ¢alismada cesitli karbapenemaz {ireticilerinin tespitinde
%86-100 duyarlilikta sonu¢ almiglardir. Bu ve benzeri orneklere karsin, MALDI

TOF MS karbapenamaz tespirinde benzer duyarlikta islevsellige sahip olmasinin
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yani sira, konvasiyonel yoOntemlerle simnirli sekilde yapilabilen karbapenamaz

ayrimina da olanak saglamaktadir.

Beta-laktamaz / karbapeneamaz tespitinde duyarlilik ytizdeleri yiiksek olan
konvansiyonel yontemlerin en Onemli dezanvantaji inkiibasyon siliresinin uzun
olmasidir. Buna karsihlk MALDI TOF MS gibi otomotize sistemlerle, kisa siire
icerisinde aym1 diizeyde yiiksek duyarlilik ylizdelerine sahip sonuglar
alinabilmektedir. Ayrica dogrudan hasta numunesinden identifikasyona olanak
saglamasinin yani sira, antibiyogram tespiti ve enzim dilizeyinde ayrim

yapilabilmektedir (Espinosa ve ark., 2018).

MALDI-TOF MS, c¢esitli enfeksiyon etkenlerinin identifikasyonunda ve
arastirma laboratuvarlarindaki rutin ¢alismalarinda giderek artan siklikla kullanilan
otomotize bir yOntemdir. Numunenin lazer ile iyonizasyonu ve aciga c¢ikan
molekiillerin farkli ucgus davraniglarinin analizi prensibine dayanan yoOntem,
enfeksiyon etkeninin karbapenemaz sentezlemesi durumunda karbapenemlerin
hidrolitik {iriinlerinin tespit edilmesi araciliiyla kisa siirede karbapenemaz tiretimini
saptayabilmektedir. Duyarlilik ve o0zgilliglin genellikle yiiksek olmasi, analiz
siiresinin kisa olmasi, kan ve dolasim sistemi enfeksiyonlar1 gibi 6nemli
enfeksiyonlarda direk olarak numuneden diren¢ analizi yapilabilmesi gibi yontemin

pek cok avantajli yonii vardir (Angeletti 2017; Kilig ve ark., 2016).

Ekstraksiyonda kullanilan soliisyonlar, analizde kullanilacak olan antibiyotik
ve inkiibasyon siireleri ile ilgili caligmalar cesitlendirilerek MALDI TOF MS
yonteminin optimize edilmesi, laboratuvar tanisinda ve ozellikle karbapenemaz
tespitinde 6nemli doniim noktalarindan biri olacaktir. Boylelikle yontem daha yaygin
bir kullanim alanina sahip olabilecektir (Praveen ve ark. 2016; Ikryannikova ve ark.,

2008).

Bu konuda, MALDI TOF MS yontemi kullanilarak yapilan c¢aligmada,
MALDI-TOF MS yontemi, karbapenemaz aracili karbapenem direnci tasiyan
Enterobacteriaceae iiyeleri ve P. aeruginosa'da dogrulanmistir. Calismaya alinan124
susun 30’unun karbapenemaz iirettigi geleneksel yontemlerle ortaya konulmustur.
MALDI-TOF MS ile suglarin direng durumu arastirildiginda, yontemin duyarlilig
%96,67, ozgilligi ise %97,87 olarak tespit edilmistir. Bulgular, bu yontemin
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Enterobacteriaceae iiyeleri ve Pseudomonas tiirlerindeki karbapenemazlarin

tespitinde rutin olarak kullanilabilecegini gostermistir (Hrabak ve ark., 2011)

MALDI-TOF MS kullanarak karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae
tiyelerinin hizli tespiti ile ilgili yapilan bagka bir ¢alismada, c¢esitli karbapenemaz
lireten ve liretmeyen toplam 105 susu karakterize edip bu yontemi kullanarak test
etmistir. Antibiyotigin par¢alanmasini tespit etmek icin bir imipenem hidroliz analizi,
ardindan kiitle spektrometresi uygulamistir. Sonug olarak, elde edilen veriler PZR ile
kontrol edildiginde, her iki test de %87 duyarlilik ve %100 6zgiilliik gdstermistir
(Knox ve ark., 2014).

Benzer sekilde, MALDI-TOF MS kullanarak kan kiiltiirii 6rneklerinden
dogrudan karbapenemaz aktivitesini saptamistir. Toplam 100 kan kiiltlirii 6rnegi
MALDI-TOF MS ve molekiiler yontemlerle karbapenemaz yoniinden analiz edilerek
karsilastirilmistir. izole edilen toplam 110 bakteriyel izolatin molekiiler yontemlerle
29’unun  MALDI-TOF MS ile 21’inin (%72,4) karbapenemaz irettigi tespit
edilmistir (Carvalhaes ve ark., 2014).

Bagka bir ¢alismada ise, ertapenem kullanarak yaptiklart MALDI-TOF MS
analizinde, sadece 15 dakika inkiibasyondan sonra KPC’ye sahip olan suslar tespit
edebilmistir. Bununla birlikte, VIM’e sahip olan P. aeruginosa'dal4 izolatin sadece
8’1 (%57) dogru tespit edilmistir (Johnson ve Woodford 2013).

Bu caligmada, genotipik direng genine sahip 96 izolatin MALDI-TOF MS
analizlerinde, karbapenem direncini belirlemede %96,7 duyarlilifa sahip oldugu,
ozgiilliigiiniin %100 oldugu, Pozitif Prediktif Deger (PPD)’in %100 oldugu ve
Negatif Prediktif Deger (NPD)’in %93 oldugu belirlenmistir. Calismamizda elde
edilen duyarlilik verileri, yapilan diger caligmalarla da benzerdir. Bes izolat i¢in
herhangi bir yorum yapilamams: testin verimliligini diisiirmektedir. Bu ydntemin
duyarlilik ve 6zgiilligiin yliksek olmast, ayrica analiz siiresinin kisa olmasi nedeniyle
diger yontemlere gore daha avantajli oldugu gozlenmektedir. Yontemin bu alanda
yeni kullaniliyor olmasi ve literatiirde yeterli verinin olmamasi nedeni ile tam bir

standardizasyon saglanamamustir.

Sonug¢ olarak, identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda

kullanilmaya baslanan MALDI-TOF MS, bu alanda olduk¢a yeni bir uygulama olup
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karbapenem direncinin belirlenmesinde duyarliliginin yiiksek oldugu ve fenotipik
yontemlere gore daha hizli sonu¢ alindigi gozlenmistir. Buna karsilik, ozellikle
antimikrobiyal duyarlilik tespitinde, 6zgiillik ve duyarliliginin ortaya konmasi ve

standardizasyonun saglanmasi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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