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1.GIRIS VE AMAC

Bakterilerde giderek artan antibiyotik direnci, bu tiir direngli kdkenlerle olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli sorunlara yol agmaktadir.

21. yiizyilin basinda, tedavi i¢in az sayida antibiyotik segenedi olan hayati tehdit
olusturan enfeksiyonlarla yeniden karsi karsiya kalinmistir. Bununla birlikte, bir onceki
yiizyildan farkli olarak, bu enfeksiyonlara daha biiyiik siklikla gram negatif patojenler neden
olmaktadir [1].

Enterobacteriaceae ailesi tibb1 6nemi olan ¢ok sayida gram negatif (GN) bakterilerin
bir araya geldigi ve gastrointestinal florayr olusturan elemanlardir. Insanlarda sistit,
pyelonefrit, septisemi, pnOmoni, cihaz iliskili enfeksiyonlar, peritonit, menenjit gibi
enfeksiyonlara en sik neden olan patojenler arasindadir. Enterobacteriaceae ailesi toplum ve
hastane kaynakli enfeksiyonlarin kaynagidir [2]. Bu bakterilerdeki antibiyotik direncindeki
art1s, toplum saglig1 i¢in énemli bir tehdit unsuru haline gelmistir. Ozellikle son yillarda basta
yogun bakim iiniteleri (YBU) ve pediatri iiniteleri olmak iizere dahiliye ve cerrahi
initelerinde agir morbidite ve mortaliteye yol acan onemli nozokomiyal patojenler olarak
tespit edilmektedirler [3].

Karbapenemler, gliniimiizde kullanimda olan antibiyotikler arasinda bilinen en genis
spektruma sahip antibiyotik simifidir. Enterobacteriaceae ailesine bagli enfeksiyonlarin
tedavisinde daha o6nceleri ilk segenek olarak beta-laktam grubu antibiyotikler secilmekteydi.
Ancak beta-laktam antibiyotiklere karst direng gelismesinden sorumlu beta-laktamaz
enzimlerinin ortaya ¢ikisi tedavide yeni seceneklerin aranmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir
[4, 5]. Sefotaksim, seftriakson ve seftazidim gibi genis spektrumlu sefalosporinlerin 1980°li
yillarin ilk yarisinda klinik kullanima girmesinden sonra, genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) (reten Klebsiella pneumoniae dunyada Onemli bir problem olmaya
baslamistir [6, 7]. Yapilan ¢alismalarda GSBL iireten K. pneumoniae prevelansinin Kore ‘de
% 30, Amerika Birlesik Devletleri ‘nde baz1 bolgelerde % 50 ye kadar ulastig1 gdsterilmistir. .
Bu durumda da Enterobacteriaceae ailesindeki hizla artan GSBL aktivitesi karbapenemlerin

tedavideki 6nemini arttirmastir [8, 9].



Karbapenemler genis antibakteriyel spektrumlariyla aerop ve anaerop birgok
mikroorganizma tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [10, 11]. Enterobacteriaceae ailesi iginde, 6zellikle karbapeneme direncli K.
pneumoniae suslar1 son yillarda diinyanin birgok bélgesinde siklikla izole edilmektedir [12].

Karbapenemleri parcalayarak dirence yol acan karbapenemaz enzimlerden Ambler
smif A da yer alan “Klebsiella pneumoniae carbapenemase” (KPC) gen ailesinin ilk tyesi bir
K. pneumoniae susundan 1996 yilinda izole edilmistir. KPC beta-laktamazlar ¢ogunlukla K.
pneumoniae’da bulunsa da Escherichia coli, Enterobacter ve Salmonella tirlerinde de
saptandigi bildirilmektedir. Ambler sinif B de yer alan metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimler
ise siklikla nonfermantatiflerde bulunmakla birlikte, enterik bakterilerde de bildirilmektedir.
En sik goriillen MBL’lar Verona integron—encoded metallo-beta-lactamase (VIM), IMP, SIM
ve GIM enzim aileleridir.

Ulkemiz icin ise enterik GN bakterilerde heniiz KPC ve New Delhi metallo-beta-
laktamaz (NDM) direnci olgu sunumlar1 seklinde bildirilmektedir. Ancak, 6zellikle hastane
enfeksiyonu etkeni olan enterik GN bakteriler arasinda simif D OXA karbapenemaz aracili
karbapenem direnci nadir degildir. Cok merkezli karbapenem direncinin arastirildigi cesitli
caligmalar olmakla beraber diren¢ mekanizmalarina yonelik molekiiler ¢alismalar sinirlidir
[13, 14].

Bu c¢alismada Istanbul Bilim Universitesi Avrupa Florence Nigthingale Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen karbapenem direngli E.coli ve Klebsiella spp.
suslarinin  fenotipik ve genotipik oOzelliklerinin arastirilmas1 amaglanmistir.  Fenotipik
Ozellikleri ortaya koymak icin Vitek-2 ve E-test ile antibiyogram testleri,
imipenem/imipenem+EDTA testi, modifiye hodge testi kullanilmistir. Genetik 6zelliklerini

ortaya koymak i¢in multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.ENTEROBACTERIACEAE

2.1.1. Mikrobiyoloji ve Patogenez

Enterobactericeae ailesindeki bakterilerden E.coli, ilk kez 1884 yilinda Teodor
Esherich tarafindan kolon florasinin bir iiyesi olarak tanimlanmistir. Klebsiella cinsi adini,
19.yy’1n sonlarinda yagamis, Alman mikrobiyologu Edwin Klebs’den almistir. Daha sonralari
arastirmact Carl Friedlander, K. pneumoniae’nin yaptigi agir oldiiriicii pnémoni tablosunu
ayrintili bir bicimde tanimlamigtir. Bundan dolay1 K. pneumonae yillarca ‘Friedlander basili’
olarak adlandirilmistir [15].

Enterobacteriaceas

= 210 species
= 50 genera

— Pasteurella
L Haemaphilus

Vibrio

Aeromonas

Shewanella

Alteromonas

Pseudomonas

Legionella
Francisella
Xanthomonas

Sekil 1 Gram negatif basiller



Enterobactericeae ailesindeki bakteriler gram negatif, genellikle homojen boyanan, 2-3 pm
boyutlarinda 0.3-1.0 pm eninde, uglar1 yuvarlak goriiniimlii bakterilerdir, spor olusturmazlar.
E.coli cinsinde baz1 kokenler ve Klebsiella cinsinde ¢ogu koken belirgin kapsiil olusturur.
Klebsiella cinsi hareketsiz iken E. coli hareketlidir. Enterobactericeae ailesindeki bakterilerin
timi fakiiltatif anaeroptur. Bu bakterilerin birgogunun optimum iireme sicakliagi 35-37 ° C
olmasia karsin, ozellikle bitkilerde ve dogada bulunan tiirler daha diigiik sicakliklarda
tiremeyi tercih eder. Genel olarak tireme sicaklik sinirlar1 15- 45 ° C olarak kabul edilir.

Enterobactericeae ailesindeki bakteriler zenginlestirici herhangi bir katki igermeyen birgok

besiyerinde rahatlikla iireyebilir. Buyyon besiyerinde 8- 12 saatte bulaniklik olusturur.

Eski kiiltirlerde dipte ve tiip kenarlarinda ¢okelti ve yilizeyde bir zar olusumu
gorulebilir. Jeloz besiyerinde 18- 24 saatte ¢ogu koken 2-3 mm c¢apinda, ortasi kabarik,
dizgln kenarli ‘S’ koloni olusturur. Bazi tiirler birkag pasajdan sonra kenarlari ve yiizeyi
diizensiz ‘R’ koloni formuna doniisebilir. Klebsiella cinsi bakterilerin belirgin kapsul

olusturan kdkenlerin kolonileri ‘M’ tipindedir.

Enterobactericeae ailesindeki bakteriler metabolik olarak ¢ok aktiftir. Tumu glikozu
fermente eder, bazilar1 gaz olusturur. Glikoz disindaki bir¢cok karbonhidrati da asit veya gaz
olusturarak fermente ederler. Aminoasitleri dekarboksilasyon yoluyla parcalarlar. Katalaz
reaksiyonlar1 pozitiftir. Sitokrom oksidaz testi negatiftir. Pantoea agglomerans disindaki

kokenler nitratlar1 nitritlere indirger [16].

Degisik karbonhidratlar1 fermente etme, glikozdan gaz olusturma, indol, metil
kirmizisi, Voges-Proskauer, o-nitrophenyl-beta-D-galactosid (ONPG) deneyleri, lipaz, reaz,
fenil alanin deaminaz, arginin, lizin, ornitin dekarboksilaz, hareket, jelatini eritme, Potasyum
siyanitli (KCN) ortamda iireme o&zellikleri bu aile iginde smiflandirilan bakterilerin

tanimlanmalarinda siklikla kullanilan deneylerdir.

Biyokimyasal tanimlama testleri 36 + 1 ° C © de inkiibe edilerek yapilir. Test sonuglar
bliyiik cogunlugunda 24 saatte pozitiflesir, bazi testler 48 saat sonunda tekrar degerlendirilir.
E. coli suslarinin tamamu triptofandan indol yaparlar, metil kirmizisi deneyi pozitiftir. Voges-
Proskauer testi olumsuzdur. Simons’un sitratli besiyerinde iiremezler. Bu testler, IMVIC
testleri adin1 alir. E. coli icin IMVIC testleri (++--)’dir. Fenilalanin deaminaz ve jelatin
hidrolizi testlerinde negatif reaksiyon verirler. Ureaz negatiftirler. Triptofandan indol

yaparlar, H,S olusturmazlar. Potasyum siyaniirlii besiyerinde iiremezler. Escherichia cinsi
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icinde E. coli, E. fergusonii, E. hermannii, E. vulneris ve insanda enfeksiyona neden olmayan

E. blattae turleri vardir.

Klebsiella cinsi bakterilerin tiir diizeyinde tanimlamalarinda kullanilan o6zellikler
sunlardir; Klebsiella’lar fermentatif bakterilerdir. Bircok sekeri fermente etmelerine ragmen
bu konuda kokenler arasinda farklilik vardir. D-glukoz, laktoz ve slkrozu fermente
etmelerinin yaninda mannitol, adonitol, trehalozu da fermente ederler. Karbon kaynagi olarak
malonat ve sitrat1 kullanirlar. Klebsiella rhinoscleromatis ise sitratt kullanamaz. Diger tiim
Enterobacteriacea ailesi iiyelerinde oldugu gibi oksidaz etkinlikleri yoktur. Klebsiella cinsi
bakteriler deoksiribonukleaz enzim aktivitesine sahip degildir. Klebsiella oxytoca, Klebsiella
ornithinolytica ve Klebsiella planticola bir aminoasit olan triptofan1 indol, piruvik asit ve
amonyak olusturarak metabolize ederler. Karbonhidrat metabolizmalarinin ara {iriinii olarak
asetil-metil-karbinol (asetoin) olustururlar. K. rhinoscleromatis ve Klebsiella terrigena haric

iireyi yavas hidrolize eder ve Christensen’in iire agarinda parlak pembe renk olustururlar.

Klebsiella cinsi bakterilerden yalmizca K. rhinoscleromatis’de lizin dekarbosilaz
enzimi yoktur ve bu nedenle lizini kadeverine doniistiiremez. Sadece Klebsiella ozaenae
arjinin dihidrolaz enzimi ile ornitini putresine doniistiirebilme yetenegi vardir. Klebsiella cinsi
bakteriler, H,S tretmezler, fenilalanini deamine etmezler. K. pneumoniae, K. ozaenae ve K.
rhinoscleromatis laktozdan gaz olustururlar. Klebsiella cinsi bakterilerin Enterobacter,
Hafnia ve Serratia cinsi bakterilerden ayriminda hareket yetenckleri ve DNAaz enzim
aktiviteleri aragtirilir.

Enterobactericeae tiirleri tablo 1 de gésterilmistir.
2.1.2. Antijen yapilari

Pectobacterium chrysanthemi disindaki tiim Enterobactericeae tirlerinde ‘ortak
enterobakteria antijeni’ (ECA=Enterobacterial common antigen) bulunur. Bu bakterilerin
temel antijenik yapisi; hiicre dis duvarinda yer alan somatik antijen (O), kirpikli olan tiirlerde
kirpik antijeni (H) ve bazi1 bakterilerde bakteri duvarini c¢evreleyen belirgin bir katman
seklinde, bazilarinda ise bir ylizey maddesi seklinde az miktarda bulunan kapsiil antijeninden

(K) olusur.



TABLE 1 Biochemical reactions of the six species of Escherichia and selected members of the family Enerobacteriaceas™
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albues are percentapes of sckites tested with positive test results within 1
y E 1, Waths {208, 209, Arnzaman et al.
"Excludes strains previously identified as 5. bosdi 13,

ys of incubation at 35 1 37°C. Reactions for isolates that become positive after I days are not considered, Data were compiled from findings published
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H antijeni kirpikleri (flagella) olan bakterilerde bu organele bagl olarak bulunur. H
antijenleri birbirinden ayr1 yap1 ve 6zellikte degisik komponentlerden olugsmustur. Bunlarin
bir kismi aynmi tiirden bir grup bakteride ortak bulunan, bir kismi ise daha 6zgiil olup

serovarlar1 tanimlayan niteliktedir. H antijeni protein yapisindadir.

Fimbria antijeni Enterobactericeae ailesine ait bakterilerde hareketli ve hareketsiz
sekillerde bulunan 6nemli bir yiizey antijenidir. Hemagliitinasyon olusturma o6zelligine, bu
agliitinasyonun mannoz ile inhibe olup olmamasina, eritrosit disindaki farkli hiicrelere

yapisabilme 6zelliklerine gore bes ayri tip fimbria tanimlanmistir.

K antijeni bakteri duvarini ¢evreleyen kapsiil katmaninda, belirgin bir kapsiil yapisi
gostermeyen kokenlerde ise O antijeninin yizeyini oOrten kapsiul maddesinde bulunur.
Polisakkarid yapisindadir. Yiizey antijenlerini iceren maddenin fagositozu, O anti serumunun

etkisini ve komplemanin bakterisidal etkisini onleyici etkisi viriilansta 6nemlidir [17-19].



2.1.3 Virulans Faktorleri

Virulans, mikroorganizmanin hastalik olusturma yetenegi olup, mikroorganizmanin
patojenlik derecesini gosterir. Konaga giris ve konagin primer savunma mekanizmalarindan
kacis, konak hiicrelerine tutunma (adezyon), mikroorganizmalarin ¢ogalmast ve yayilmasi,
konak hiicreye toksinlerle ya da inflamatuar cevapla zarar verme, konagin sekonder savunma
mekanizmalarindan kagis; bakteriyel patogenezin basamaklarini olusturur.
Mikroorganizmanin patojenliginin bagarist bu basamaklari kismen ya da tamamen
tamamlamasina dayanmaktadir. Enterobactericeae ailesinde yer alan bakteriler hastalandirici
etkileri yoniinden ¢ok genis bir spektrum olustururlar.
2.1.3.1.Endotoksin

Gram negatif bakterilerin ortak 06zelligi, hiicre duvarinin temel yapi tasi olan
lipopolisakkarid tabakanin endotoksin aktivitesi gostermesidir. Enterobactericeae ailesindeki
bakterilerde de benzer sekilde O antijenini olusturan lipopolisakkarid tabakanin lipid A
fraksiyonu endotoksin 6zelligindedir. Endotoksinler bakteri hiicresinden disar1 salinmayan,
bakterinin 6limii ve hiicre duvarmin yikimi ile agiga ¢ikan driinlerdir. Isiya, proteolitik
enzimlere dayanikli, asit hidrolizine duyarli, pirojenik etkisi ¢ok giicliidiir. Makrofajlar
tarafindan tiimor nekrozis faktér (TNF) alfa yapimini ve gesitli sitokinlerin salinimini arttirir.

Butlin bakterilerin endotoksinlerinin fizyolojik etkileri benzerdir [20-22].

2.1.3.2. Ekzotoksinler

Ekzotoksinler protein yapisinda, sekresyon sistemi ile hiicre disina salinan ve 6zgiil
fizyolojik etkileri olan, dolayisyla 6zgiil semptomlar olusturan, toksik etkileri oldukca giiclii
molekillerdir. Enterotoksijenik Escherichia coli ’'nin  (ETEC) 1stya duyarli toksini,

Enteroagregatif Escherichia coli 'nin (EAEC) 1s1ya dayanikli toksini bunlara 6rnektir.
2.1.3.3. Adhezinler ve Kapsul

Enfeksiyoz progesdeki ilk kritik basamak mikroorganizmanin, konak mukozal
yiizeyine miimkiin oldugunca yakinlagsmasini gerektirmektedir. Bu olay da en iyi adherans ile

saglanmaktadir [23].

Adhezinler bakterilerin ytizeyinde bulunan ve konak hicredeki 6zgi reseptorlere

baglanarak bakterilerin tutunmasini saglayan ve fiziksel uzaklastirmaya direng gostermeye



yarayan proteinlerdir. Fimbrialar adezyondan sorumlu en énemli bakteri yizey adhezinleri
yada ligandlar1 olarak bilinmektedir. Fimbrialar genellikle gram negatif bakterilerde
bulunurlar, fakat bazi gram pozitif bakterilerde de bulunabilirler. Cevre sartlar1 fimbrialarin
olusumunu etkiler. Oksijen, sicaklik, pH ve bakterinin icinde bulundugu ortam bunlar
arasindadir [24, 25]. Bakterinin sitoplazmik membranindan kaynaklanip disa dogru uzanan
fimbrialar protein yapisinda olup ‘pilin’ adi1 verilen ve birbirleri ile sarmal sekilde birlesmis
alt linitelerden meydana gelmektedir. Cok kirilgan olan fimbrialar siirekli olarak kaybedilir ve
yerlerine yenileri yapilir [16, 24, 25]. E. coli’lerin baz1 kokenlerinde kapsiil veya mukoid
madde sentezine rastlanmamasina karsin, kapstille ayn1 6zellikte ancak serolojik olarak ortaya
konabilen, bakteri ylizeyine yakin yerlesmis ve antijenik yetenegi olan yapilara
rastlanilmaktadir ki bunlar da kapsiil olarak adlandirilmaktadir. Uropatojen E.coli suslarinin
bilinen virulans faktorleri arasinda kapsiil olusturma, {iroepitelyal hiicrelere yapisma yetenegi
(adezyon), idrarda tireme hizi, serum direnci, P fimbriya varligi, siderofor {iretimi, sitotoksik
nekrotizan faktor-1 ve hemolizin varligi, belirli O ve K serogrubuna ait olma, kolisin V
tiretimi, antimikrobiyallere direng gibi biyolojik ozellikler sayilabilir [15]. Klebsiella cinsi
bakterilerin genis polisakkarit kapsiilu, bakteri hiicresini fagositozdan koruyan énemli bir
virulans faktoriidiir. Ayrica infekte bolgeye 16kosit gogiinii geciktirir. Klebsiella’larda kapsiil
ve lipopolisakkaritlerde bulunan endotoksin disinda molekiiler diizeyde herhangi bir virulans
faktorii tanimlanmamustir. Klebsiella’larda konak organizmadan demir iyonu saglayabilen
sideroforlarin varhig1 gosterilmistir. Sideroforlar sistemik enfeksiyon olusturmada esansiyel

bir faktor olan demiri saglayarak mikroorganizmalarin yayilimini kolaylasrrmaktadir [24, 25].
2.1.4 Enterobactericeae Enfeksiyonlari

Enterobactericeae kokenleri insan barsak florasinin en 6nemli boliimiinii olusturur.
Gastrointestinal sistem disinda florada yaygin olarak bulunmazlar. Bu ailede yer alan
bakteriler; gastroenterit ve enterokolit, tiriner sistem enfeksiyonu (USE), pndmoni, menenjit,
septisemi, yara enfeksiyonu ve abse gibi bir¢ok organ ve sistemde yerlesen enfeksiyonlarda
etken olabilir. Bircok Enterobactericeae turi 6énemli nozokomiyal enfeksiyon etkenleri

arasinda yer alir.

E.coli’ler patofizyolojik aktiviteleri ve olusturduklar1 klinik sendroma gore
smiflandirilarak incelenirler. Biyolojik 6nemi olan E.coli suslar1 baslica ii¢ grupta

siniflandirilabilir;



1) Kommensal suslar

2) Bagirsak patojeni suslar (enterik veya ishal etkeni suslar)

3) Ekstraintestinal patojenik suslar (bagirsak dis1 enfeksiyon etkeni suslar; EXEC)
a. Uriner sistemde enfeksiyon yapanlar (UPEC)

b. Neonatal menenjit ve diger yaygin enfeksiyonlara neden olanlar (ExPEC)

Bagirsak patojeni suslar nadiren normal florada bulunurlar. Oral yolla alindiklarinda
gastroenterite ve kolite neden olurlar. Enterik hastalik yapan bu suslar genellikle intestinal
sistem disinda hastalik olusturmazlar.

Alt1 farkl patojenik gruba ayrilmislardir;

1- ETEC (Enterotoksijenik E. coli)

2- EPEC (Enteropatojenik E. coli)

3- EIEC (Enteroinvaziv E. coli)

4- EHEC (Enterohemorajik E. coli)

5- EAEC (Enteroagregativ E. coli)

6- DAEC (Diffuz olarak adhezyon gosteren E. coli)

Ekstraintestinal enfeksiyonlar, hemen her yasta ve her organda sik goriiliirler.
Olusturduklar1 enfeksiyonlar siklikla iiriner sistem, safra kesesi ve yollari, periton, akcigerler,
kemikler, meninksler, prostat, yumusak doku ve kan dolasimi gibi baska doku ve organlarda
ortaya cikabilir.

Kommensal suslar fakiiltatif anaerobik intestinal floranin ¢ogunlugunu olusturur ve
genellikle hastalifa neden olmazlar. Ancak yabanci cisim varliginda ( iiriner kateter), iiriner
veya safra yolu obstriiksiyonu gibi lokal anatomik veya fonksiyonel anormalliklerde konak
savunmasinin bozulmasi sonucu ya da normalde steril olan bolgelerin feges veya yiiksek
konsantrasyonda mikst bakteri ile ihlali ile hastaliga yol agabilirler [26].

Saglikli bireylerin solunum yolunda ve digskida % 5-10 oraninda K. pneumoniae
bulunmaktadir. Nadir olarak normal kisilerin orofarinkslerinde bulunur (tasiyict orani %1-6).
Dogada da ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. K. pneumoniae tipik lober pnémoni olusturur.
Firsatg1 enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilebilir. Ciinkii K. pneumoniae solunum yollari
savunma sistemi bozuk olan alkolik, diabetes mellitus, kronik tikayici akciger hastaligi olan

kisilerde goriiliir. Baz1 olgularda bronkopndmoni veya bronsit seklinde gelisir.

Abse olusumu, ampiyem, plorezi olugsma ihtimali yliksektir. Bu hastalarda 6liim orani

da yuksektir. Pnémoni olgularinda K1, K3, K4 ve K5 antijenine sahip K tipleri siklikla izole



edilmektedir. K. pneumoniae UST’larina, yara enfeksiyonlarina ve bakteriyemiye de yol agar
[16, 27].

2.2.BETA LAKTAM ANTIiBiYOTiKLER

Beta-laktam antibiyotikler; antibakteriyel etki alanlari, kimyasal yapilari ve
farmakokinetik 6zellikleri farkli bir¢ok antibiyotigin bulundugu genis bir gruptur. Bu grubun
uyelerinin ortak ozellikleri; timiiniin yapisinda bir beta-laktam halkasi bulunmasi, etki
mekanizmalart ve kendilerine karsi gelisen direng yollaridir. Bu grup iginde yer alan

antibiyotikler baglica 5 grupta toplanirlar:

1-Penisilinler

2-Sefalosporinler
3-Monobaktamlar
4-Karbapenemler

5-Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam)

Tum beta-laktam antibiyotikler bakterilerin sitoplazmik membranlar1 iizerinde bulunan ve
bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan sentezinden sorumlu olan Penislin Baglayan Proteinler
(PBP) adi verilen hedef proteinlere baglanarak etkilerini gostermektedirler. Beta-laktam
antibiyotikler ~ tarafindan PBP’leri inhibe edilen  bakteride peptidoglikan
sentezlenemeyeceginden hiicre duvar yapist bozulmaktadir. Bu durum bakterinin ozmotik

direng kaybina ve 6liimiine neden olmaktadir [28, 29].
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Cell wall Nucleic acid synthesis

(peptidoghycan) Fluoroguinolones
synthesis Rifamycins
B-lactam drugs

Vancomycin

Bacitracin

Cell membrane Metabolic pathways Protein synthesis
inteqrity (folate biosynthesis) Aminoglycosides
Polyrmyxin B Sulfonamides Tetracyclines
Daptomycin Trimethoprim Macrolides

Chioramphenicol
Lincosamides
Oxazolidinones
Streptogramins

Sekil 2: Antibiyotik hedef bolgeleri
2.2.1. Karbapenemler

Karbapenemler beta-laktam smifit igerisinde en genis spektruma sahip, hizl
bakterisidal etki gosteren antibiyotiklerdir. Bu grup antibiyotiklerin siniflamasi Tablo 2.1” de
verilmistir. [30]. Birinci grup karbapenemler olan ertapenem ve panipenem 6zellikle
toplumdan kazanilmis ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde, ikinci grup karbapenemler ise gucli
nonfermantatif etkinlikleri nedeniyle hastane enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilir. Ugiincii
grup karbapenem olan CS-023 ise ikinci grubun etkinligine ek olarak metisiline direngli

Staphylococcus aureus (MRSA)'a kars1 da aktivite gostermektedir [31] .

Tablo 2: Karbapenemlerin siniflandiriimasi

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3
Ertapenem Imipenem CS-023
Panipenem Meropenem

Biapenem

Doripenem

Karbapenemler giiniimiizde kullanilmakta olan antibiyotiklerden antibakteriyel spektrumu

en genis olanlardir. Temel yapi, penisilinin beta laktam halkasma benzemektedir. Ancak bu
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yapida, 1. pozisyondaki siilfiir yerine karbon bulunmakta ve bes tliyeli halkadaki 2. ve 3. karbon
atomlar1 arasinda doymamis bag yer almaktadir. Karbapenemlerin pek cok beta laktamaz
enzimine dayanikliligi, hidroksietil yan zincirdeki farkli trans  konfigilirasyondan
kaynaklanmaktadir. Bu yap1 tiim karbapenemlerde ortak olmakla birlikte, oral biyoyarlanimi olan
faropenem, 1. pozisyondaki siilfiir nedeni ile diger karbapenem sinifindaki tiyelerden farklilik
gosterir.

Karbapenemler Streptomyces cattleya tarafindan iiretilen bir bilesik olan tienamisin
tiirevleridir. GN ve GP bakterilerin hiicre duvari sentezi i¢in gerekli olan PBP lere baglanarak, bu
enzimleri etkisiz hale getirmektedir. Imipenem, baslica GN bakterilerdeki PBP 1 ve PBP 2’ye
baglanirken, meropenem bu mikroorganizmalardaki PBP 2 ve PBP 3’e secici olarak
baglanmaktadir [32]. Meropenem, E. coli’ nin 6nce PBP 2 sonra PBP 3 ’line baglanir, ayni
zamanda PBP 1a ve 1b’ye de iyi afinite gdstermektedir. Imipenem esas olarak PBP 2, sonra 1a ve
Ib ‘ye baglanirken PBP 3 ’e afinitesi zayiftir [33]. Meropenem, E.coli’de ki primer PBP
hedeflerini, imipenemden daha diisiik konsantrasyonlarda doyurmaktadir, bu da MIK degerlerinin

daha diisiik olmasini agiklamaktadir [34].

Carbapenems
(thienamycin)

Y N——-~\
O COOH

Sekil 3:Karapenem yapist

Karbapenemler; bazi Bacteroides fragilis suslar1 ve Stenotrophomonas maltophilia
tarafindan meydana getirilenler disindaki plazmid iliskili veya kromozomal olarak tiretilen AmpC
dahil olmak Uzere birgok beta-laktamaza dayaniklhidirlar. Karbapenemazlar, karbapenem
niikleusunun hidrolize olmasina, bakteri hiicre duvarindaki porin kanallarinin degismesine ve

ilacin permeabilitesinin azalmasina yol agar [10, 35].

2.2.1.1. Karbapenemlerin Sinir Degerleri
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2009°da karbapenemaz (reten

Enterobacteriaceae’nin tespitini kolaylastirmak i¢in, karbapenemlere karsi minimum
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inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degeri yiikseltmis veya disk diflizyon zonlar1 kii¢liltmiis ve
Enterobacteriaceae’nin modifiye hodge testi (MHT) ile karbapenemaz iiretimi agisindan
dogrulanmasini tavsiye etmistir [36].

Enterobacteriaceae icin CLSI karbapenem smir degerlerini 2010°da tekrar
degerlendirmis; ertapenem, imipenem ve meropenem i¢in karbapenem smir degerlerini
diisiirmiistiir ve doripenem igin yeni simir degerleri belirlemistir (Tablo 2.3). Ote yandan yeni
disk difiizyon c¢aplar1 da eski rehberden daha genis olarak belirlenmistir. Dolayisiyla, bu yeni
rehbere gore eskiden duyarli olan pek ¢ok sus orta diizey veya tam direngli tanimlanmaktadir.
Bu yeni smir degerlerinin, karbapenemaz iiretimini saptamak i¢in ek bir teste gerek duymadan
karbapenem tedavisi sonuglarini daha dogru 6ngdrebilecegi bildirilmistir.

Enterobacteriaceae igin 2013 CLSI rehberi; laboratuar giincel tanimlayici zon ¢aplarinin
uygulanmasina kadar Modifiye Hodge Testi (MHT) yapilmasini 6nermektedir. Giincel zon
caplar1 uygulanmasi durumunda MHT’nin epidemiyolojik yada enfeksiyon kontrol
prosediirleri disinda yapilmasi Onerilmemektedir. Epidemiyoloijik arastirmalar i¢gin MHT;
karbapenemaz iireten izolatlar gilincel zon ¢aplart kullanildiginda bir ya da daha fazla

karbapeneme intermediate yada direngli oldugu durumlarda yapilmasi 6nerilmektedir.

Tablo 3: 2013 CLSI Enterobacteriaceae i¢in karbapenem sinir degerleri [36]

Antibiyotik Onceki sinir degerler (2009) Yeni sinir degerler (2013)

MIC mg/L Disk (mm) MIC mg/L Disk (mm)
Ertapenem <2-2>8 >19-<15 <0.5->2 >22-<19
Imipenem <4->16 >16 -<13 <1->4 >23-<18
Meropenem <4 ->16 >16-<13 <l->4 >23 -<19
Doripenem - - <1->4 >23-<19
2.2.1.2. imipenem

Bilinen en genis spektrumlu antibiyotik olan imipenemin GP, GN, aerob ve anaerob
mikroorganizmalar1 i¢ine alan c¢ok genis bir etki spektrumu vardir. Farkli antibiyotik
kombinasyonlariyla kiyaslandiginda, ¢esitli ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde son derece etkin
bir monoterapoétik ajandir ve in vitro olarak imipenem, klinik olarak 6énem tasiyan bakterilerin
coguna etkilidir. Bu nedenle kritik hastalig1 olan kisilerde 6zellikle direngli GN etkenler veya
polimikrobiyal enfeksiyon diisiiniildiiglinde, kiiltiir ve antibiyogram sonuglarin1 beklemeden

ampirik olarak baslanabilir [37].
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Bir beta-laktam halkas1 icermekle birlikte diger beta-laktam antibiyotiklerden farkli
olarak sis konfigurasyonundaki acil amino yan zincirinin yerine trans konfigiirasyonunda
hidroksietil yan zinciri igerir. Trans konformasyonu imipenemin beta-laktamaz dayanikliligini
saglar. Penisilin ve sefalosporinlerden farkli olarak 1. pozisyondaki karbon atomu sulfur ile
degismistir. Bu yap1 karbapenemlerin bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmasini
arttirir. Bu da antibiyotigin etki spektrumunu genisletir ve antibakteriyel giiciinii arttirir.
Molekiil agirliginin diisiik olmasi bakterinin hiicre membranindan girisini kolaylastirir [38].
Imipenem bu genis etki spektrumuna ve beta-laktamaz direncine karsin, bdbrekte ileri
derecede enzimatik yikima ugrar. Metaboliti nefrotoksik bir ajandir. Bu nedenle tek basina
kullanilamaz. Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitorii olan silastatin ile 1/1 oraninda
birlestirilerek kullanilmaktadir [39, 40].
2.2.1.3. Meropenem

Meropenem, imipenemin aksine insan bobrek dehidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimine
kars1 cok yiiksek stabilite gosterir. Klinik olarak énemli olan hemen tiim aerobik ve anaerobik
bakterilere kars1 son derece etkilidir. imipenem ve meropenemin baslica hedefi PBP 2 dir.
Ancak meropenem, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli’nin PBP 2 ve PBP 3’line daha biyuk
bir afinite gosterir. Meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve GN bakterilerdeki
karbapenemazlar disinda diger tiim beta-laktamazlarin hidrolizine kars1 dayaniklidir.
Karbapenemlerden imipenem GP organizmalara karsi daha etkili gozikurken, meropenem
GN’lere 6zellikle de P. aeruginosa’ya daha etkilidir [41, 42].

Meropenem genel olarak 3.kusak sefalosporinlerden daha giiglii bir indiikleyici olmasina
karsin, Enterobacter ve P. aeruginosa izolatlarindaki grup 1 beta-laktamazlar Gzerindeki
indiikleyici etkisi imipeneme gore daha zayiftir [43, 44].

2.2.1.4. Ertapenem

Ertapenem’in bircok GP ve GN aerobik ve anerobik bakterilere kars1 aktivitesi vardir
ve genellikle toplum kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir [45, 46]. Diger
karbapenemlerin sahip oldugu bircok yararli yapisal Ozelliklere sahiptir ancak dis
membraninda benzoik asid yerine meta grubunun yer almasi onu diger karbapenemlerden
ayirir ve bunun sonucunda molekiiliin plazma proteinlerine baglanma kapasitesi artar.
Ertapenemin protein baglanma kapasitesi % 95 iken bu oran imipenem i¢in % 20’dir. Bu
yiiksek protein baglanma kapasitesi sonucunda ertapenemin serbest kismi azalir ve plazma
yarilanma zamani uzar. Esas olarak bobreklerden atilir ve eliminasyon yarilanma omri
imipenem ve meropeneme gore belirgin derecede artar ve uzun etkili sefalosporinlerde oldugu

gibi giinde tek doz (1 gr/giin) tedavi rejimi uygulama imkani verir [46, 47].
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Ertapenem anyonik karakteri, lipofilik ve yliksek molekiil agirligi 6zelliginden dolay1
bakterinin OprD porininden giremez. Bundan dolayr Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii gibi nonfermantatif bakterilere kars1 diger karbapenemlerden daha
az etkilidir [48-51]. Ertapenemin metisiline direngli stafilokok tiirlerine etkisiz olmasi
PBP’lerdeki degisiklik sonucudur. Ertapenem MBL ve bazi diger karbapenemazlar harig
GSBL ve ampC tipi beta-laktamaz Uretenler de dahil olmak Uzere beta-laktamaz Ureten GN
bakterilere oldukga etkili bulunmustur [50-52].
2.2.1.5. Doripenem

Doripenem, bir¢ok direngli patojene karst en etkin antibiyotik smifi olan
karbapenemlerin en yeni uUyesidir. Doripenemin etkinlik spektrumu meropenem ve
imipeneminkine benzemektedir [53]. Bltlin beta-laktam antibiyotikler gibi PBP’lere
baglanarak bakterinin hiicre duvari sentezini inhibe eder [54, 55].

Doripenem, duyarli patojenlerin neden oldugu komplike intraabdominal enfeksiyonlar,
komplike {iiriner sistem enfeksiyonlari, hastane kokenli pnomoni ve ventilatorle iliskili

pnomoni tedavisinde ruhsatlandirilmigtir [53].

2.3. ANTIiBIYOTIKLERE DIRENC MEKANIiZMALARI

Giiniimilizde antibiyotiklerin diizensiz kullaniminin artmasi, yogun bakim iinitelerinde
yatan ve immun sistemi bozulmus hasta sayisinin artmasi, gida endiistrisinde antibiyotik
kullanimi gibi nedenlerle mikroorganizmalardaki antibiyotik direnci giderek artmaktadir.
Diren¢ sorununun daha yogun olarak yasandigi yerler antibiyotik kullaniminin daha yogun
olmas1 nedeni ile hastanelerdir. Ulkemizde hastanelerde en sik diren¢ sorunu yasanan
mikroorganizmalar; P. aeruginosa, Acinetobacter spp., K. pneumoniae, E. coli, S. aureus ve
enterokoklardir [56, 57]. Bakterilerin antibiyotiklere direnci ¢esitli nedenlerden
kaynaklanabilir.

2.3.1. intrinsik Direnc (Dogal Direnc)

Bir bakterinin genetik 6zelligi nedeniyle bazi antibiyotiklere olan dogal direncini
tanimlar. Antibiyotik kullanilmasi ile diren¢ gelisim hizi arasinda iliski yoktur. Ornegin
vankomisin molekiilii dig membran porlarindan ge¢mek ve peptidoglikan tabakaya ulagmak

icin fazla biiyiik oldugundan GN bakterilere etkisizdir [27].
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2.3.2. Kazamilmis Direnc¢

Bakterinin genetik 6zelliklerindeki degisimlere bagli olarak; kromozom, transpozon
veya plazmid DNA’sindaki mutasyonlarla ya da diren¢ geni tastyan DNA dizilerinin baska
bakterilerden tranformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi sonucu ortaya
¢ikan direngtir [27].
2.3.3. Cevre ve Kosullara Bagh Direng

Antibiyotiklerin in vitro ve in vivo etkinliklerinin farklilik gostermesine neden olan
direnctir. Dokudaki pH degisiklikleri, antibiyotigin enfeksiyon bdlgesine ulasamamasi ve
oksijen basinci degisiklikleri gibi nedenlerle in vitro testlerde etkili olarak degerlendirilen

antibiyotik in vivo kosullarda etki gostermeyebilir [27, 58, 59].

2.4. BETA-LAKTAM ANTIBIYOTIKLERE DIRENC MEKANIiZMALARI

Beta-laktam antibiyotiklerin etki gosterebilmeleri icin PBP’lere etkin konsantrasyonda
baglanmas1 gereklidir. Bakteriler, bu basamaklarin her birinde bir engel olusturarak direng
gelistirebilirler. Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng 4 yolla
gelisebilmektedir.

2.4.1. Tlacin hedef bélgesindeki degisiklikler:

Beta-laktam antibiyotiklerin hedef bdlgesi olan PBP’lerdeki degisiklikler;
kromozomal mutasyonlar sonucu PBP’nin beta-laktam antibiyotige afinitesinin azalmasi, PBP
sayisinda azalma olmasi veya beta-laktam antibiyotiklere diigiik afinite gdsteren yeni
PBP’lerin sentezlenmesi sonucu olusabilmektedir [60-62]. Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae ve Streptococcus pneumoniae’da godzlenen penisilin
direnci ve metisiline direncgli S.aureus’da go6zlenen direng PBP’lerdeki degisiklikler ile
olusmaktadir [62].
2.4.2.D1s membran gecirgenliginin bozulmasi:

Hiicre zarinin gecgirgenliginin azalmasit GN bakteriler i¢in 6zellikle 6nem tasir. Beta-
laktam antibiyotikler, GN bakterilerde dis membrandaki ‘outer membrane protein’ (OMP) adi
verilen porlar yolu ile hiicre icine girmektedir. Beta-laktam antibiyotikler dis membrandan
porin F ve porin C ad1 verilen baslica 2 kanal aracilig1 ile gecerler. imipenem dis membrandan
ayrica D2 proteini ad1 verilen 6zel bir porini kullanarak da geger. Dolayisiyla bir GN bakteri
porin F ve porin C proteinlerini mutasyona ugratarak tiim beta-laktamlara direng
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gelistirebilirken, imipeneme duyarli kalabilir. Ote yandan, o6zellikle P. aeruginosa ve
Enterobacter suslarinda dis membrandan D2 proteinin kaybolmasi bakteriyi imipeneme
direngli hale getirebilir [62, 63]. Ancak bu tipte direng gelistiren bakteri, diger beta-laktam
antibiyotiklere karsi capraz direng gelistiremez [64]. Porinlerin ozellikleri ve sayilar ile
antibiyotigin ozellikleri (yiik, ¢coziintirliik, biiyiikliik) hiicre i¢ine giris hizim1 belirlemektedir
[62]. Gegirgenligin azalmasina bagli olan direng Ozellikle enzimatik direng ile birlikte ise
yiiksek diizeyde dirence yol agmaktadir. Bu direng P.aeruginosa ve zor treyen GN basillerde
daha fazla klinik probleme yol acar.

2.4.3.Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi:

Beta-laktam antibiyotiklere karsi en ¢ok gozlenen direng, bakterilerin bu
antibiyotikleri inaktive eden beta-laktamaz enzimlerini sentezlemesi ile olusmaktadir. Beta-
laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta-laktam antibiyotikleri hidrolize
ederek bu antibiyotikleri etkisiz hale getirip diren¢ gelisimine neden olurlar. Bu enzimler
beta-laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kdprisii kurup siklik amid bagin
parcalayarak bir acil-enzim tiirevi olustururlar. Daha sonra enzim agil molekiiliinden ayrilarak
rejenere olur. Bakteride beta-laktamaz enzimi indiiklenebilir veya yapisal olabilir. Gram
Pozitif bakterilerde enzim genellikle induklenebilir iken, GN bakterilerde beta-laktamazlarin
bir kismi indiiklenebilir, bir kismi1 da yapisal 6zelliktedir. Beta-laktamaz genleri bakteri
plazmidi, kromozomu, transpozon veya integron gibi taginabilir genetik elemanlar iizerinde
bulunabilir [63]. Yapisal olarak PBP’lere benzerler. Beta-laktamazlar, hem GP hem de GN
aerop ve anaerop bakteriler tarafindan sentezlenir. Stafilokoklar; gram pozitif bakteriler
arasinda beta-laktamaz dreten en o6nemli patojenlerdir. Anaeroblardan Clostridium ve
Fusobacterium’larin beta-laktamazlar1 esas olarak penisilini pargalarken Bacteriodes’ler
tarafindan tretilen beta-laktamazlar ise siklikla sefalosporinlere etki eder. Beta-laktamaz
uretimi; gram negatif bakterilerde beta-laktam direncindeki en onemli mekanizmadir. Gram
Negatif bakterilerdeki bu beta-laktamazlar, dig membran ile sitoplazmik membran arasindaki
periplazmik aralikta bulunurken, GP bakterilerde dogrudan hiicre disina salinmaktadir. Bu
nedenle GN bakteri tirlerinde beta-laktamazlara bagli direngte siklikla antibiyotik
gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da rol oynamaktadir [65].

2.4.4. Efluks pompast:

Transport proteinlerinden olusan efluks pompasi da diger bir diren¢ mekanizmasidir.
Antimikrobiklere direngte en aktif arastirma alanlarindan biri, bakteri hiicresinden bir veya
birden ¢ok antibiyotik grubunu atan pompalarin saptanmasi ve tanimlanmasidir. Pompalar

oldukca secici olabilir veya genis bir substrat Ozgiilliigli gosterebilir. Bu pompalarin
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cogunlugu sitoplazmik zarda bulunmaktadir [66, 67]. Bazi durumlarda degisik tipteki
pompalarin bir araya gelmesi, tek bir pompa ile olusandan daha yiiksek diizeyde bir dirence

yol acabilmektedir [66, 68].

2.5. BETA-LAKTAMAZLAR

Penisilinazin 1940’11 yillarda Abraham ve Chain tarafindan bulunmasindan sonra
glinimiize kadar yaklasik 400 civarinda beta-laktamaz enzimi tanimlanmis ve beta-
laktamazlarin say1 ve gesitlerindeki artis bu enzimlerin gruplandirilmasini zorunlu kilmastir.
Richmand ve Sykes tarafindan 1973 yilinda beta-laktamazlar smiflandirilmig, bu
siiflandirma 1976 yilinda Sykes ve Matthew tarafindan genisletilmistir [69-71].
Beta-laktamazlarin ~ siniflandirilmasinda  en ¢ok Ambler ve Bush-Jacoby-Medeiros
siniflandirilmalar1  kullanilmaktadir. Beta-laktamazlar 1980 yilinda Ambler tarafindan
molekiiler yapilarina gore 4 sinifa ayrilmiglardir [72, 73].

Simif A: Aktif bolgelerinde serin amino asiti tasiyan, penisilinleri hidroliz eden beta-
laktamazlardir.

Smif B: Aktivite gosterebilmeleri igin ¢inkoya bagli tiyol gruplari gerektiren metallo-beta-
laktamazlardir.

Smif C: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, kromozomal AmpC geni tarafindan
kodlanmasi nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilan, oncelikle sefalosporinazlardan
olusan enzimlerdir.

Smif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir.

Bush ve arkadaslar1 1989 yilinda beta-laktamazlar1 fonksiyonel benzerliklerine gore
siniflandirmiglardir. Fonksiyonel smiflandirmada kullanilan bazi kriterler, antimikrobiyal
substrat profil spektrumu, enzim inhibisyon profili, enzimin net yiikii, hidroliz oran1 (Vmax),
baglanma afinitesi (Km), izoelektrik noktasi, protein molekiiler agirligt ve amino asit
kompozisyonudur. Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasinda 4 biiyiik grup ve ¢ok sayida alt
grup bulunmaktadir. Bush ve arkadaslar1 1995 yilinda bu siniflama iizerinde yapmis olduklar1
uyarlamalar ile tabloya son halini vermislerdir. Beta-laktamazlarin 6zellikleri, amino asit
degisiklikleri ve yeni katilan enzimlerin tanitilmast www.lahey.org/studies web adresinden
duyurulmaktadir [5, 63].

Bu en yeni siniflandirma semasi Tablo 4’te genel hatlar ile goriilmektedir [31]. Bu
siniflandirma klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda antibiyogram degerlendirmede f{istiinliik
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saglarken, tek bir nokta mutasyonu ile substrat 6zgiilliigiiniin degisebilmesi ise dezavantajidir.

Beta-laktamazlarin niikleotid dizilenmesini esas alan Ambler siniflamasi ise mutasyonlardan

etkilenmemektedir [70, 71, 74].

Tablo 4. Beta-laktamazlarin siniflandirilma semasi [31]

Grup Molekuler Tercih ettigi Klavulanat ile Enzimler

sinif substrat inhibisyon

CMY-2-13, LAT-1, MOX-1-2, ACC-1 FOX-

1 C Sefalosporinler -
1-6, MIR-1, CFE-1, BIL-1
2a A Penisilinler + Stafilokok penisilinazi
Penisilin,
2b A + TEM-1, TEM-2, SHV-1

sefalosporin

Penisilinler,genis
2b A Spektrumlu TEM-3- TEM-26, SHV-2-6, PER, CTX-M,
e +
sefalosporinler, VEB, GES, IBC-1e (GSBL)

monobaktamlar

inhibitor direngli TEM enzimleri TEM-30-

2br A Penisilinler +/-
TEM-36, TRC-1
5 A Penisilinler, Karbenisilini hidrolize eden enzimler, PSE-
(o3 +
karbenisilin 1-3-4, BRO-1, AER-1,SAR-1
o b Penisilinler, p Oksasilin ve karbapenem hidrolize eden
+/-
kloksasilin enzimler OXA-48, OXA-51
Sefalosporinler P.vulgaris'in indtklenebilir,
2e A +
sefalosporinazlari. CepA, FEC-1, L2
Penisilinler
2f A sefalosporinler, + NMC, SME, IMI, KPC, GES

Karbapenemler

3 B Karbapenemler, Cinko bagdmh karbapenemazlar; IMP,
bir¢cok beta-laktam VIM,GIM. 3a, 3b, 3c alt gruplarina ayrilirlar
4 - Penisilinler - Dizileri bilinmeyen gesitli enzimler
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2.6. KARBAPENEMAZLAR

Karbapenemazlar, en genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip beta-laktam sinifi
olan karbapenemlerden birini, en azindan imipenem veya meropenemden birini, belirgin
sekilde hidrolize eden beta-laktamazlar olarak tanimlanabilir. Bu enzimlerin ¢ogu yalniz
karbapenemlere degil, diger beta-laktam ajanlara da etkilidirler. Bu nedenle sadece
karbapenem grubu beta-laktam ajanlara afinitesi diger beta-laktamlara kiyasla daha fazla olan
metallo-enzimler “karbapenemaz” olarak adlandirilmaktadir [75].

Karbapenemleri hidrolize eden karbapenemazlar, karbapenem kullanimina paralel
olarak son yillarda artan oranlarda bildirilmektedir. Karbapenemazlar dogal olarak bulunan
kromozomal kaynakli (intrinsik) ya da kazanilmis (ekstrinsik) olabilirler [76].

Kromozomal karbapenemazlar; Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp.,
Flavobacterium spp., Bacteroides fragilis gibi bazi bakterilerde saptanmis olup kromozom
kontroliinde olmalart nedeni ile olusturduklar1 diren¢ smirli kalmistir. Ancak son yillarda
plazmid kontroliinde olan karbapenemazlarin ortaya ¢ikmasi artik bu durumu degistirmeye
baslamistir. Ozellikle P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.’de ve daha nadir olmak uzere
Klebsiella spp. ve Serratia marcescens’de bildirilmis olan bu enzimler son yillarda ¢esitli
tilkelerden artan siklikta bildirilmektedir [77, 78].

Kazanilmis karbapenemazlar karbapenemlerin yaninda diger beta-laktam grubu
antibiyotikleri de hidroliz edebilme 6zelliklerine sahiptirler. Ambler simif A, B ve D beta-
laktamaz Gyesidirler [75]. Siif A karbapenemazlar1 “Serratia marcescens enzyme” (SME),
“not metalloenzyme carbapenemase” (NMC), “imipenem-hydrolyzing beta-lactamase” (IMI),
“Klebsiella pneumoniae carbapenemase” (KPC) ve GES enzimleri olustururlar. Simif B
karbapenmazlar1 IPM, “Verona integron—encoded metallo-beta-lactamase” (VIM), “German
imipenemase” (GIM), “Sao Paulo MBL” (SPM), SIM ve “New Delhi metallo-beta-laktamaz”
(NDM 1) enzimleri, siif D karbapenemazlari ise oksasilinleri hidroliz eden “Oxacillin-
hydroliyzing”(OXA) enzimleri olustururlar [79].

Karbapenemaz enzimlerinden bazilarinin molekiiler sinif ve fonksiyonel gruplarina

gore substrat, hidroliz ve inhibisyon profilleri Tablo 5 "te goértilmektedir [79-83].
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Tablo 5: Karbapenemazlarin substrat ve inhibisyon profilleri [79]

Hidroliz profilleri® Inhibisyon profilleri®
s
5 g 3 @ £ 2 =
= S £ ¥ @ g g g
= '3 £ = o o . 5 < < =
B X = 2 D = X et Q = S
El 5 S S & § 3 s 5 0 k]
= (L w Q a CIE < X w v
NMC + + + + + - +
IMI + + + + + - +
A 2f SME + + + + + - +
KPC + + + + + - +
GES + + + - + - +
IPM + + + - + + -
VIM + + + - + + _
B 3
GIM + + + - + + .
SPM + + + - + + -
D 2d OXA + + + - + - +
asembolleri: +:kuvvetli hidroliz, +;zayif hidroliz, -;hidroliz yok
bsembolleri: +;inhibisyon mevcut,  #;degisken inhibisyon, -;inhibisyon yok

2.6.1. Siif A (Fonksiyonel 2f) Karbapenemazlar

Simif A karbapenemazlarin 3 biiylik ailesini NMC/IMI, SME ve KPC enzimleri
olusturur. Bunlarin hidrolitik mekanizmalari, simif A beta-laktamazlarin Ambler
numaralandirma sistemine gore aktif bolgesinde pozisyon 70’de bir serine gereksinim gosterir
[84]. Fonksiyonel 2f subgrubunda yer alan beta-laktamazlar, karbapenem, sefalosporinler,
penisilin ve aztreonam olmak (zere tim Dbeta-laktam antibiyotikleri hidroliz ederler.
Tazobaktam ve klavulanik asit ile inhibe olurlar. Bu simifin 4. {iyesi olan GES; beta
laktamazlari; baslangicta bir GSBL ailesi olarak identifiye edilirken, zamanla varyantlarin
imipenem hidrolizinin zayif oldugu anlasilmis ve GES enziminin bu subgrubu fonksiyonel

grup 2f karbapenemaz olarak siniflandirtlmigtir [79].
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2.6.1.1. Kromozomla kodlanan enzimler: SME, NMC ve IMI

“Serratia marcescens enzyme” SME; kromozomal grup 2f beta laktamazlar1 eksprese
eden suslar, karbapenem direnci ve genis spektrumlu sefalosporinlerin duyarliliklarina goére
ayrimlar1 yapilabilir. i1k olarak SME-1 1982°de Ingiltere’de iki Serratia marcescens’te tespit
edilmistir. SME-1 beta-laktamazi ile, bununla hemen hemen 6zdes SME-2 ve SME-3
ABD’nin pek ¢ok yerinden sporadik olarak bildirilmistir [75, 77]. SME Ureten S. marcescens
ile olusan enfeksiyonlar tek ya da en fazla 19 izolatlik kii¢iik kiimeler olarak saptanmustir [78,
80]. Farkli cografik bolgelerden izole edilen SME (reten S.marcescens’ler pulsed-field jel
elektroforez (PFGE) ile tanimlanmalarina gore 6zdes bulunmamislardir[80].

NMC “not metalloenzyme carbapenemase” ve IMI “imipenem-hydrolyzing beta-
lactamase” enzimleri ABD, Fransa ve Arjantin’de E. cloaca izolatlarinda nadir olarak tespit
edilmiglerdir [81, 82]. NMC-A ve IMI I’in amino asit benzerligi % 97 iken, SME 1 ile
benzerlikleri yaklasik %70 bulunmustur [83]. Hepsinin korunmus aktif bolgeleri A sinifi beta-
laktamazlarin = S-X-X-K, S-D-N ve K-T-G motiflerini igermektedir. Ayrica bu
karbapenemazlar bir disiilfit bag1 olan pozisyon 69 ve 238’de korunmus sistein rezidiilerine
sahiptirler. Bu 3 beta-laktamaz genleri kromozomal olarak kodlanirlar ve hareketli elemanlar
ile kodlandigina dair kanit olmadigindan nadiren goriiliirler. Oysa, yakin zamanlarda ABD
nehirlerinden izole edilen Enterobacter absuriae ve Cin’den izole edilen bir E. cloaca’da
IMI-2 beta-laktamazinin plazmidler ile kodlandig1 bulunmustur [84, 85].

Saflagtirilmis SME, NMC ve IMI enzimlerinin biyokimyasal 6zellikleri, bunlarin
karbapenem, aztreonam, dar spektrumlu sefalosporin ve penisilinleri iceren genis hidroliz
spektrumlarini ortaya ¢ikarmistir. Imipenem hidrolizi kolayca dlgiilebilmistir. Meropenemin
Kcat ve Km degerleri imipenemden daha diisiik olarak belirlenmistir. Beta-laktam
antibiyotiklerin tiimiinde hidroliz tespit edilirken, sefoksitin ve genis spektrumlu
sefalosporinlerin hidrolizinin zayif oldugu, sefotaksimin seftazidimden daha hizli hidroliz
oldugu tespit edilmistir. Bu kromozomal beta-laktamazlar imipenem ve sefoksitin ile
indiklenebilirler [71, 83, 86].

NMC-A’nin biri dogal, digeri penisilanik asit inhibitorii ile kompleks olan iki Kristal
yapilar1 ile SME 1’in yap1 ve katalitik rezidiileri, bunlarin diger sinif A betalaktamazlar ile
benzer oldugunu gostermistir [87, 88]. Aktif bolgenin yakininda pozisyon 69 ve 238
arasindaki distilfit baglar Sinif A karbapenemazlarin ortak 6zelligidir. Disiilfit baglar1 sadece
imipenem hidrolizi i¢in degil, enzimin yapisal olarak stabilizasyonu icin gerekli oldugunu

diistindiiren hidrolitik aktivite i¢in de gereklidir [87, 89].
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2.6.1.2. Plazmidle kodlanan enzimler: KPC ve GES

“Klebsiella pneumoniae carbapenemase” KPC ’yi diger alt grup 2f enzimlerinden
aywran iki O6zellik vardir. Bunlar KPC enzimlerinin plazmidlerle taginmalari ve substrat
hidroliz spektrumlarinin sefotaksim gibi aminothiazoloksim sefalosporinleri igcermeleridir.
KPC beta-laktamazlar 6zellikle K. pneumoniae’da sik olmakla birlikte Enterobacter cloaca,
Citrobacter freundii, E. coli ve Salmonella spp.’de bildirilmistir [90, 91].

KPC ailesinin ilk tiyesi KPC 1, 1996 yilinda Kuzey Carolina’da (A.B.D.) Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology (ICARE) surveyans projesi icinde K.
pneumoniae’dan izole edilmistir [92]. KPC 1’in kesfinden sonra KPC 2, KPC 3 enzimleri
strast ile A.B.D.’nin Maryland ve New York sehirlerinden bildirildikten sonra KPC tipi
enzimler hizla diinya genelinde goriilmeye baslamistir [91]. KPC 2 enzimi Cin, Fransa,
Kolombiya, Israil, Yunanistan gibi iilkelerden bildirilmistir [77, 93-96].

KPC karbapenemazlar plazmidlerde oldugundan, yayilmasi i¢in biiylik bir potansiyele
sahiptir. Ozellikle diren¢ determinantlarini toplama ve transfer etme kabiliyeti ile {inlii olan
K.pneumoniae’da daha siklikla bulunmaktadir. Buna ek olarak klonal yayilimda ¢esitli salgin
hastaliklarin, epidemik noktalarda bu organizmanin enfeksiyon kontroliiniin zor oldugu
goriilmistir [9, 90, 97-99]. Penisilin, sefalosporin, monobaktam, karbapenem olmak (zere
tim beta-laktamlara dirence yol agabilirler. Sinif A olmasina ragmen klavulanik asit ile inhibe
olmazlar, boronik asit ile inhibe olurlar [78, 100].

KPC tip karbapenemazlarin birka¢ nedenden dolayi tespit edilmeleri zordur. Birincisi,
GSBL ve AmpC beta-laktamazlar ile birlikte porin degisiklikleri veya kaybindan dolay1
membran  gecirgenliginin  azalmasi,  ikincisi  imipenemin  minimum  inhibitor
konsantrasyonunun (MIC) inokulum yogunlugundan &nemli derecede etkilenmesi, diisiik
inokulumun KPC {ireten organizmalarda imipenem i¢in duyarli MIC degerlerine neden
olurken, yuksek inokulumun imipenem ve meropenemin MIC dulzeylerinde yiukselmeye
neden olmasi, li¢iinciisii ise KPC sonuglarinin otomatize sistemler, mikrobroth diliisyon ve E-
test metodlar1 arasinda tutarsiz sonuglar vermesidir. Bu nedenlerden dolay1 rutin laboratuvar
testlerinde KPC tasiyan suslar her zaman direngli olarak saptanmayabilir [79].

GES/IBC ailesi, ilk olarak Fransiz Guyanasi’nda K. peumoniae’dan, Yunanistan’da
E.cloaca’dan IBC-1 (integron kaynakli sefalosporin) olarak 2000 yilinda tanimlanmis ve
rapor edilmistir ve en nadir karsilagilan ailedir [101]. Enzimlerin GES ailesini kodlayan genler
plazmidler UGzerindeki integronlarda lokalizedir. Penisilin ve genislemis spektrumlu
sefalosporinler dahil genis hidroliz spektrumuna sahiptirler [102]. GES/IBC ailesinin

adlandirilmasi birkag kez revizyona ugramistir [103]. IBC isimlerinin GES’e doniistiiriilmesi
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sayesinde isimlendirmede fikir birligine varilmistir [103, 104]. En son Fransa’dan izole edilen
P. aeruginosa’ dan identifiye edilen GES-9 ile en az 9 GES varyanti tanimlanmigtir [105].
Nadiren de olsa GES enzimleri Brezilya, Portekiz, Kore, Yunanistan, Arjantin ve Giney
Afrika’dan olmak {izere diinya capinda tespit edilmistir. Bu enzimler en sik tek vakalar ile
iliskili olmustur. Ancak GES-2 (reten P. aeruginosa suslarinin 8 hastada kiiglik bir
nozokomiyal salgina ve Kore’de GES 5 iireten K. pneumonia’nin 6 hastada enfeksiyonlara

sebep oldugu goriilmistiir [106-111].

2.6.2. Simif B (Fonksiyonel grup 3) Metallo-beta-laktamazlar

Ambler tarafindan MBL’lar, 1980 yilinda simmif B serin beta-laktamazlar icinde
siiflandirilmig, daha sonra 1989 yilinda Bush, fonksiyonel 6zelliklerine gore bu enzimleri
ayr1 bir grup olan fonksiyonel grup 3 icerisinde siniflandirmigtir. Bu simiflama 1995 yilinda
giincellenmis ve 1997 yilinda modifiye edilmistir [31, 75].

Diger beta-laktamazlardan farkli olarak MBL’lar aktif bolgelerinde ¢inko iyonu
bulunan enzimlerdir. Serin beta-laktamaz inhibitérlerinden (klavulanat, tazobaktam ve
sulbaktam gibi) etkilenmezler ama etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) gibi bir metal selatorii
ile inaktive olurlar. Bu enzimlerin en 6nemli 6zelligi monobaktamlar disinda tiim beta-
laktamlar1 ve karbapenemleri hidroliz edebilmeleridir. MBL enzimi ilk olarak 1960 yilinda
Bacillus cereus’ta, 1980’li yillarin basinda Stenotrophomonas maltophilia’da gosterilmistir.
Daha sonra imipenemi hidrolize eden MBL enzimi Bacillus fragilis ve Aeromonas
hydrophilia’ da da tanimlanmustir [75, 79].

Japonya’da 1991 yilinda S.marcescens ve P. aeruginosa suslarinda plazmid kokenli
bir MBL enzimi (IMP-1) bulununcaya kadar sadece bu grupta kromozomal enzimlerin varlig
biliniyordu. Aktarilabilir MBL enziminin bulunmasiyla diger mikroorganizmalarda
karbapenemlere diren¢ gelisimi ile ilgili endiseler artmistir. MBL’lar1 kodlayan genler
genelde klas 1 (bazen klas 3) integronlarca tasinip, sonra transpozonlarin igine yerlestirilip
yiiksek derecede aktarilabilir bir genetik ara¢ elde edilir. Ayrica integron ic¢indeki baska gen
kasetleri, aminoglikozid direncine neden olarak bu antibiyotiklerin alternatif tedavide
kullannmin1 engeller. Biitin MBL’lar imipenemi hidrolize ederler, ancak bu 06zellikleri
oldukca degiskendir ve hidroliz etme hizi bakterinin karbapenemlere direncinin seviyesi ile
uyumlu olmayabilir. Buna goére bu enzimler imipenem ve diger beta-laktamlar1 hidrolize etme

temeline gore alt gruplara (alt grup 3a, 3b, 3¢) ayrilmistir [75, 112].
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2.6.2.1. Kromozomal Olarak Kodlanmis Metallo-beta-laktamazlar

Kromozomal olarak kodlanmis MBL enzimlerinin 6nemli 6zellikleri indiiklenebilir
ozellikte olmalaridir. Genelde dogada bulunan bazi bakteriler, ayn1 zamanda MBL enzimi de
tagimaktadirlar. Bu enzimleri tasiyan ¢ogu bakteriler genellikle beta-laktam antibiyotiklere
direnglidir ya da diren¢ kazanabilir. Bu bakterilerin ¢ogu firsatg1 patojenler olup S.
maltophilia ve B. anthracis diginda nadiren ciddi enfeksiyonlara neden olurlar. Kromozomal
olarak MBL kodlayan bakteriler arasinda; Bacillus cereus (BC2), Bacillus anthracis, S.
maltophilia (L1), A. hydrophilia (CphA), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB yada
GOB-1), Chryseobacterium indologenes (IND-1) ve Serratia fonticola (SFH-1) sayilabilir
[112-118]. Kromozomal kokenli bu enzimler genellikle serin beta-laktamaz enzimleri ile bir
arada bulunurlar. Ornegin; A. hydrophilia ve Aeromonas veronii biovar sobia (i¢ beta-
laktamaz enzimi Uretirler. Bunlar penisilinaz, sefalosporinaz ve bir MBL enzimidir. Ya da
beta-laktam antibiyotik tedavisi sirasinda S. maltophilia’daki indiiklenebilir L1 MBL enzimi
ile birlikte, klas A kromozomal enzim L2’de sentezlenebilmektedir. Bu derepresyon olay1
genellikle in vivo beta-laktam tedavisi altinda iken 1/ 10°-10" siklikta olusabilir [119].
2.6.2.2. Aktarilabilir Metallo-beta-laktamazlar

IMP ilk olarak Japonya’da 1988 yilinda P. aeruginosa GN 17203 susunda
bulunmasiyla konjugatif bir plazmidle tasiman MBL geni olarak tanimlanmigtir [120]. Bu
izolatin imipenem MIK degeri 50 pg/ml olarak tesbit edilmis ve genis spektrumlu
sefalosporinlere de (6rnegin seftazidim MIC >400 pg/ml) direngli oldugu bildirilmistir.
Japonya’da 1991 yilinda iiriner sistem enfeksiyonlu hastadan izole edilen Serratia marcescens
Tn9106 susunda birebir ayni gen bulunmustur [121]. Daha sonra Japonya’nin gesitli
bolgelerinden ayni geni tasiyan farkli izolatlar bildirilmistir. Saptanan tiim enzimlerin ayn
aminoasit yapisina sahip oldugu belirlenmis ve beta-laktam ajanlarla birlikte imipenemi
hidrolize etme 6zelliginden dolay1 bu enzime IMP-1 adi verilmistir. Bu IMP-1 enzimi klas 3
integron tizerinde ve 120 kb biiyiikliigiinde bir plazmidde bulunur [122].
Shigella flexneri, S. marcescens, P. aeruginosa ve Alcaligenes spp. izolatlarinda MBL enzimi
varhig1 arastirilirken Japonya’da IMP-1’in 3 minér varyanti, IMP-3, IMP-6 ve IMP-10
tanimlanmistir. Genetik ve kinetik calismalarda 169’uncu pozisyondaki serin yerine glisin
gecmesinin penisiline karsi aktivitede bir azalmaya yol a¢tig1 belirlenmistir. IMP-6"da izlenen
bu ayni amino asit degisikligi, sadece penisilin G ve piperasiline kars1 diislik aktivite
gostermemis, ayni zamanda, IMP-1’in aksine, imipenemle kiyaslandiginda daha yiiksek

seviyede meropenem hidrolizi gostermistir [123].
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VIM “Verona integron—-encoded metallo-beta-lactamase” kazanilan MBL’larin ikinci
dominant grubunu olusturan enzimlerdir. VIM 1 ilk olarak 1997 yilinda Italya’da bir P.
aeruginosa izolatinda tanimlanmistir. Bu izolatin imipenem i¢in MIC degeri >128ug/ml iken
ayrica piperasilin, seftazidim, meropenem ve aztreonam gibi beta-laktamlara da direncli
bulunmustur. IMP genlerinde oldugu gibi, VIM 1 geni de klas 1 integronlara gen kaseti olarak
biitiinlesmistir. Bu integron VIM-1 gen kasetine ek olarak, klas 1 integronlarda tipik olan
integrase geni ve aminoglikozidlere direnci kodlayan aacA4 gen kasetini tasir [124]. Ek
olarak, VIM 1 Italya’da nozokomiyal enfeksiyon kaynagi olup, Pseudomonas putida
izolatlarinda da tespit edilmesi cevresel izolatlarin MBL’larin kaynagi ya da en azindan
vektorleri oldugu goriisiinii desteklemistir [125]. VIM 1 ayrica Yunanistan’da E. coli ve
birka¢g K. pneumoniae izolatinda tespit edilmistir [126]. VIM 2 ilk olarak Fransa’da 1996
yilinda nétropenik bir hastanin kan kiiltiiriinde P. aeruginosa izolatinda identifiye edilmistir
[127]. Bu izolat, seftazidim, sefepim ve imipenem gibi bircok beta-laktama direncli iken
aztreonama duyarli bulunmustur. VIM 2 amino asit dizilimi VIM 1’e %90 oraninda benzerdir
ve bir gen kaseti tarafindan kodlanmistir [128]. Daha sonra Marsilya-Fransa’da 1995-1999
yillar1 arasinda 10 ayr1 VIM 2 pozitif P. aeruginosa izolat1 identifiye edilmistir. Bu izolatlar
ayn1 genotipik paterne sahiptir, ancak VIM 2 geni tasiyan klas 1 integronlar biiyiikliik ve yap1
bakimindan degisiklik gostermektedirler [129]. VIM 1°den 5 amino asit degisikligi ile ayrilan
VIM 5 ise, ilk olarak Ankara- Tlrkiye’de K. pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda izole
edilmistir [130]. VIM 5’in identifiye edildigi P. aeruginosa izolati aztreonam dahil biitiin
beta-laktamlara direngli bulunmustur [131, 132].

SPM 1 “Sao Paulo MBL” 1997 yilinda Brezilya Sao Paulo’da bir P. aeruginosa klinik
izolati, SENTRY arastirma programinin bir parcasi olarak tanimlanmis ve SPM 1 olarak
adlandirilan yeni bir gen tasidig1 gdsterilmistir [133]. izolatin, kolistin disinda standart biitiin
GN bakterilere etkili antibiyotiklere direngli oldugu gosterilmistir. SPM 1, beta-laktamlardan
penisilin, ampisilin, piperasilin, karbenisilin, azlosilin ve sefalotini hizli hidrolize etme
yetenegine sahipken enzimin sefalosporinlere afinitesi daha fazladir. SPM 1’in dizilimi diger
MBL larla karsilastirildiginda, en fazla benzerlik IMP 1 %35.5 oraninda bulunmustur. IMP
ve VIM benzeri enzimler transpozon ya da integronlar icinde yer alirken SPM 1 almamktadir.
[133, 134]. SPM 1 ayrica, IMP 1 ve VIM 1 gibi klavulanik asit ya da aztreonami hidrolize
etmez [135].

GIM 1 “German imipenemase” 2002 yilinda Almanya Dusseldorf’ta farkli tip
merkezlerinden ve hastalardan izole edilen bes P. aeruginosa izolatinda GIM 1 diye

adlandirilan, smif B’de yer alan yeni bir beta-laktamaz olarak gdosterilmistir. Sadece
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polimiksin B’ye duyarli bu izolatlarin, IPM ve VIM benzeri enzimlerden tamamen farkli
oldugu belirlenmistir. MBL’larin ¢ogunda oldugu gibi (SPM 1 enzimi disinda) GIM 1, 45
kb’lik kiiglik bir plazmidde tasinan klas 1 integronda bulunur. Bu integron icerisinde ayrica
iki aminoglikozid direng genleri (aaaA4 ve aadAl) ve bir beta-laktamaz geni (OXA 2) gibi ¢
tane daha diren¢ gen kaseti de bulunmaktadir [75, 107].

SIM Kazanilmig MBL’larin son ailesi Kore’den tanimlanmistir. SIM 1 amino asit
benzerligiyle IMP ailesine en yakin (% 69) enzimdir (140). SPM, GIM ve SIM MBL’larinin
ilk kesiflerinden bu yana bulunduklari iilkelerin disina yayilmamislardir. Ancak VIM ve IMP
diinya ¢apinda tespit edilmeye devam etmektedir [79].

NDM 1 “New Delhi metallo-beta-laktamaz” Yeni bir MBL geni NDM 1°i tasiyan
Enterobacteriaceae izolatlar ilk olarak 2009 yilinda K. pneumoniae kaynakli bir enfeksiyon
sebebiyle hospitalize edilmis bir hastada Hindistan’da tanimlanmistir [136]. NDM 1
plazmidle kodlanir ve karbapenemlere %90’in iizerinde direng gosterebilir. E. coli ve
Klebsiella tiirleri disinda C. freundii, Morganella morganii ve E.cloacae gibi

enterobakterilerin diger liyelerinde de bildirilmistir [137, 138].
2.6.3. Simif D Serin Karbapenemazlar; OXA beta-laktamazlar

OXA “Oxacillin-hydroliyzing” beta-laktamazlar en sik plazmidle kodlanan beta-
laktamaz ailelerinden birini temsil etmektedirler. Bunlar genel olarak klavulanik asit ve
EDTA ile iyi inhibe olmazlar ve amino asit dizilerinin biliyiik oranda degisken oldugu bilinir
[79].

Oksasilinaz tipi beta-laktamazlarin kaynaginin, dogada bulunan karbapenem benzeri
dogal iirinler sentezleyen, toprakta yasayan Streptomycess cattleya’ya karsi bakterilerde
dogal direng olarak kromozomal genler seklinde ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.

Simif D OXA beta-laktamazlarin molekiiler ayrimi yapildiginda diger serin beta-
laktamazlardan farkli bir sinifta yer alirlar. Sinif D beta-laktamazlar izoksazolil penisilin olan
oksasilini diger penisilinlerden daha hizli hidrolize ettikleri icin oksasilinazlar diye
isimlendirilirler. Ug tane ¢ok iyi korunmus aktif bolgeleri bulunur. Birinci eleman bir tetrattir.
Ser®-X-X-lizin seklinde gosterilir. X burada bir rezidii olabilir. Aktif bolgesinde serin
aminoasidi bulunur. Ikinci eleman Ser™®-X-Val/lle’dir. Bu da sinif A beta-laktamaz Ser-Asp-
Asn motifi ve AmpC beta-laktamazdaki Tyr-Ala/Ser-Asn motifinin esdegeridir. Sinif D beta-
laktamazdaki diger iyi korunmus motifler ise Tyr/Phel44-G|y-Asn triad1 ile TrpZSZ-X-X-GIy
tetratidir [83].
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OXA tipi karbapenemazlarin substrat oOzgiilliikkleri genistir. Penisilinleri (benzil
penisilin, ampisilin, piperasilin, tikarsilin) ve dar spektrumlu sefalosporinleri (sefalotin ve
sefaloridin) etkili bir sekilde hidrolize ederken, genis spektrumlu beta-laktamazlar
(seftazidim, sefotaksim) ve aztreonami ¢ok az hidrolize eder ya da hi¢ hidrolize etmezler [83].

Klinik orneklerden izole edilen oksasilinazlar plazmidlerde bulunur. OXA tipi
karbapenemazlardan ise A. baumannii’deki OXA 23, OXA 40, OXA 58 geni ve K.
pneumoniae’ daki OXA 48 geni plazmid Uzerinde bulunur. Ancak bu genlerden higbiri gen
kasetinin igerisinde bulunmaz. Buna karsin bu genler insersion sekanslari (IS) ile iliskili
bulunmustur [83, 139].

OXA 11, OXA 10’un ilk genis spektrumlu tirevi (6nceden PSE-2 olarak
bilinmektedir) olarak 1993’te tanimlanmistir. Genis spektrumlu tiirevler OXA 11, OXA 15,
OXA-18 ve OXA-45’nin penisilini hidroliz oran1 %1 ile %1,15 arasindadir. [140]. Su anda
102 benzersiz OXA sekansi belirlenmis, bunlarin 9’u GSBL ve en az 37’si karbapenamaz
olarak kabul edilmistir.

[k karbapenemaz aktivitesi olan OXA beta-laktamaz 1993’te Paton ve ark. tarafindan
tanimlanmistir. Enzim Iskogya’da bir hastadan 1985°te izole edilen ¢oklu direngli A.
baumannii’den elde edilmistir. Biyokimyasal karakteri EDTA ve klavulanik asitle zayif
inhibe olan beta-laktamazlardir. Imipenem hidrolizi spektrofotometrik olarak dlgiilememis
fakat mikrobiyolojik yontemlerle kolayca belirlenmistir. Bu enzim ARI-1 (imipeneme direncli
Acinetobacter) olarak tayin edilmis, biiyiik bir plazmid tizerinde oldugu gosterilmis ve daha
sonra OXA 23 olarak isimlendirilmistir [141].

OXA karbapenemazlarin bilyiik ¢ogunlugu firsatci GN patojen A. baumannii’de tespit
edilmistir. 1998’den bu yana karbapenem hidroliz eden beta-laktamazlar diinyanin her yerinde
klinik izolatlardan elde edilen Acinetobacter’lerden tespit edilmektedir [142].

Ispanya ve Portekiz’de birbirlerinden sadece 2 amino asit farki bulunan OXA 24 ve
OXA 40’m etkin oldugu Acinetobacter salginlart goriilmiistiir. Ayrica OXA 40 ABD’de rapor
edilen ilk karbapenem hidroliz eden oksasilinazdir. OXA 23 ve OXA 58 karbapenemazlar
Ureten Acinetobacter suslari Irak ve Afganistan’da 2003 ve 2005 yillar1 arasinda hizmet veren
askeri ve sivil personelde de ¢ok sayida enfeksiyonlara sebep olmustur [143].

En son sayimda amino asit homolojilerine gére 9 major OXA karbapenemaz altgrubu
belirlenmistir [76, 83, 144].

Alt grup 1, 2 ve 3 sirastyla OXA 23, OXA 24 ve OXA 51 sekanslar1 kaynaklidir. OXA
51 benzeri enzimler test edilen butlin A. baumannii suslarinda bulunmustur ve bu tiirlerin

subpopulasyonunda kromozomlarda dogal olarak bulunan bir komponent oldugu
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diisiiniilmektedir. OXA 58 diger OXA ailesi iiyeleriyle %50’nin altinda benzerlik gosterir.
Tek basina grup 4’ ii olusturur ve dzellikle Fransa, Italya, Romanya, Yunanistan, Tiirkiye,
Arjantin ve Kuveyt’ten izole edilen Acinetobacter spp.” de bulunmustur. OXA 55 ve OXA
SHE’nin her ikisinde Shewanella algea’dan izole edilmistir ve 5. grubu olusturmaktadir.
OXA 48 enzimi, OXA 54 ve Shewanella spp.’nin cevresel tirlerinde bulunan oksasilinazlarla
birlikte 6. grubu olusturmaktadir [76, 145, 146]. Diinya c¢apinda OXA olusturan
Acinetobacter suslarinda ciddi bir artig goriilmesine ragmen OXA 48 ilk defa Tiirkiye’de bir
K. pneumoniae izolatinda bulunmustur [76].

P. aeruginosa’da bulunan OXA 50 benzeri enzimler 7. grubu olusturmaktadir ve
aralarinda pox-B enzimleri adi verilen bir enzim grubu da bulunmaktadir. Pox-B
oksasilinazlarin P. aeruginosa’nin bir¢ok susunda kromozomal olarak bulundugu gosterilmistir
(test edilen 70 susun 40’inda bulunmustur) ve bu tiirlerde dogal olarak bulunan beta-laktam
direncinin bir pargasi olabilecegi diislinlilmektedir. Ancak tiim suglarda eksprese olmayabilir ve
karbapenem direnci (imipenem MIC = 1’in altinda) ortaya ¢ikarmayabilirler [147]. Tire 6zgu
OXA enzimleri altgrup-8 de yer alan OXA 60 Ralstonia pickettii’nin genomunun dogal bir
komponentidir. Alt grup-9’a ait OXA 62 Pandoreae pneumonusa’ nin tiire 6zgii oksasilinazi
olarak tanimlanmustir [148].

OXA beta-laktamazlarin amino asit sekanslarinda genis bir oranda varyasyonlar
bulunmaktadir. Karbapenemi hidroliz aktivitesi bulunan gruplar arasinda % 40- 70 arasi
amino asit benzerlikleri bulundugu gézlenmistir. Karbapenem hidroliz aktivitesi bulunmayan
OXA beta-laktamazlarda ise amino asit benzerliklerinin %18’e kadar azaldigi gorilmistiir.
OXA beta-laktamazlarin molekiiler yapilart DBL sayilandirma sistemi ile OXA 1, OXA 58 ile
karsilagtirililmistir. [149]. DBL sayilandirma sistemi; siif A enzimlerin aktif bolgelerinde
bulunan benzer motiflerin tanimlanmasina dayanan bir yontemdir. Katalitik serin rezidileri S-
T-F-K tetratinda 70 ve 73’e kadar olan pozisyonlarda bulunmaktadir. Smif A, smmf D
enzimleri ve PBP’lerde serin ve lizinin lokalizasyonu korunmustur [150].

OXA beta-laktamazin katalitik mekanizmasi diger serin karbapenemazlar ile benzer
ozelliklere sahiptir. Substrat ve enzim, katalitik serin bolgesindeki kovalent agil bagi bir ara
gecis formu olusturur. Hemen sonrasinda diacillenerek beta-laktam halkasindaki C-N
baglantisinin hidrolizi ile inaktif antibiyotige doniisiir. Ayrica CO,. OXA enzimlerin
bazilarinin kinetiklerini simif D enzimlerindeki lizin 70’in karboksilasyonu sonucu
etkileyebilir. Bu karbamat katalitik serin yan zincirini aktive ederek acil ara formun
olusmasini saglar [151, 152]. Bu modifikasyonun olusmasini garanti etmek igin bazi

arastirmacilar reaksiyonlarina 10 mM sodyum bikarbonat (NaHCO3 ) eklemislerdir [153].
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OXA enzimlerinin diisiik verimlerinden dolay1 saflastirilmas1 giigtiir ve biokimyasal olarak
ozelliklerinin belirlenmesi, diisiik hidroliz oranlar1 ve bazi substratlar i¢in bifazik kinetikleri
nedeni ile oldukca gugtir [83].

Biyokimyasal 0Ozellikleri belirlenmis OXA karbapenemazlarin penisilin, bazi
sefalosporin ve imipeneme karsi hidrolitik aktivitesi Olgiilebilir. Genel olarak imipenem
hidrolizi (ki bu meropenem hidrolizinden daha hizlidir) bunlarda yavastir. Siif D oksasilinaz
ailesinin de karbapenem hidrolizi zayftir.

Karbapenem direnci, OXA tipi karbapenemazlarin yani sira bununla kombine porin
kaybt veya AdeABL efluks pompasimnin asir1 ekspresyonu gibi sekonder direng
mekanizmalarina da baghdir [79, 83].

2.6.3.1. OXA 48 beta-laktamaz1

OXA 48 dogadaki rezervuarlarinin su kaynakli bir GN olan Shewanella oneidensis
oldugu gosterilmistir. Enterobacteriaceae’da ilk defa kromozom tarafindan kodlanan
oksasilinaz, P. mirabilis’ te OXA 23 geninin bulunmasiyla ortaya konmustur. Daha sonra
OXA 48 geni de ilk defa 2001 yilinda Tirkiye’de K. pneumoniae izolatinda bulunmustur
[145, 154]. Bu susun test edilen biitiin beta-laktamlara, aminoglikozidlere, kloramfenikol,
nalidiksik asit, rifampin ve sulfonamidlere direncli oldugu saptanmustir [76].

Plazmidle kodlanan OXA 48 geni IS1999’un hemen yaninda bulunur. Bu da insersion

sekansmin (IS) promoter sekanslari olusturmasinin yani sira bu beta-laktamaz geninin
mobilizasyon isleminde de bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir ve bir IS elemani ile
oksasilinaz geni arasindaki iligskiyi gosteren ilk rapordur [76].
OXA 48 beta-laktamazin biyokimyasal o6zellikleri: Yapilan calismalarda OXA 48 beta-
laktamazin dar bir hidroliz profili oldugu, bununda penisilinleri, sefalotin, imipenem ve daha
diisiik bir oranda da sefotaksim, seftazidim, sefepim ve sefpiromu icerdigi gosterilmistir.
OXA 48’in imipenem icin olan katalitik aktivitesinin OXA 40’tan 10 kat, KPC 1’den (¢ kat
daha fazla oldugu raporlanmistir [76, 138]. Meropenem hidrolizinin ise diger OXA (OXA 24,
OXA 25, OXA 26 gibi) beta-laktamazlarda oldugu gibi ¢ok diisiik bir seviyede oldugu tespit
edilmistir [76, 155].

Oksasilin ise o6rnegin OXA 40’a gore anlamli derecede OXA 48 ile hidroliz
edilmektedir [139]. OXA 48 klavulonik asit, tazobaktam ve sulbaktam ile zayif bir sekilde
inhibe olmaktadir. Ancak diger oksasilinazlarda sik goriilen bir 6zellik olarak OXA 48’in de
NacCl ile inhibisyon gosterdigi gozlemlenmistir [76, 139].
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OXA 48 beta-laktamazinin diger karbapenem hidrolize eden oksasilinazlardan gok
daha yiiksek bir 6l¢iide, neredeyse KPC 1 enzimine yakin bir seviyede karbapenemleri
hidrolize ettigi saptanmistir [76, 92].

OXA 23, OXA 27, OXA 40°tan farkli olarak OXA 48 144’ten 146. aminoasit
pozisyonunda F-G-N motifi yerine klasik oksasilinaz Y-G-N motifini icerir. Bu da 144.
pozisyonda karbapenemlere hidrolitik aktivite gostermek icin fenilalanin rezidusiine gerek
olmadigint vurgulamaktadir. OXA 48’in NaCl ile inhibisyonu bu 144. pozisyonda bulunan
tirozin aminoasitinin inhibisyonuna baglidir. Diger oksasilinazlarda burada fenilalanin
rezidisti bulundugu igin NaCl inhibisyonuna direnclidirler [76, 139]. Ureidopenisilinlere
(piperasilin) duyarlilik degiskendir. Sadece OXA 40 ve OXA 48 bu ilaca direng saglar [83].

OXA 48 lreten K. pneumoniae karbapenemlere yiiksek diizeyde direng saglar.
(MIC=64 mg/L) Bu hem OXA 48’in 1S1999’a bagh yliksek diizeyde iiretimine hem de 36
kilo daltonluk porinin kaybina bagli olarak gelisebilmektedir.

3. MATERYAL - METOD

Bu calismaya 01/07/2012-01/07/2013 tarihleri arasinda Istanbul Bilim Universitesi
Avrupa Florence Nightingale Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen gesitli
klinik orneklerden izole edilen 43 adet karbapenem direngli Enterobactericeae izolati dahil
edilmistir. Her hasta icin tek sus calismaya alinmustir.

Suslarin Saklanmasi: Vitek-2 otomatize sistemi ile karbapenem direncli olarak tesbit edilen
Enterobactericeae suslari, boncuklu bakteri saklama tiipleri icerisinde siispanse edilerek -
40°C de muhafaza edilmistir.

3.1. FENOTIPIK TESTLER

Calismada ertapenem, imipenem ve/veya meropeneme direngli veya azalmis
duyarliligr olan E. coli, K. pneumoniae ve K. oxytoca suslarinin tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarliliklar1 firmanin Onerilerine uygun olarak Vitek-2 (bioMérieux-Fransa) otomatize
sistemiyle yapilmistir. Suslarin imipenem, meropenem ve ertapenem MIC degerleri ek olarak

E-test ile belirlenmistir. Metallo-beta-laktamaz Gretimi imipenem ve imipenem/EDTA
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kullanilan E test stripleri (bioMérieux) ile calisilmistir. Karbapenemaz iiretimi ise Modifiye

Hodge Testi ile galigilmistir.

3.1.1. Vitek-2 Sistemi ile Tiir Tayini ve Antibiyotik Duyarhlik Testi

Vitek-2 sistemi (bioMérieux, Fransa) otomatize bir sistem olup bakterilerin
tanimlanmas1 ve antibiyotik duyarlilik testleri i¢in kullanilir. Sistem, tanimlama islemini
icerdigi biyokimyasal testlerle gerceklestirmektedir. Gram negatif bakteri tanimlanmasi i¢in

GN kartlar1 ve antibiyotik duyarliliklarinin tayini icin AST-261 kartlar1 kullanilmistir.

3.1.2. E test yontemi

Bu yontem ile imipenem, meropenem, ertapenem E test i¢in iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda elde edilen saf bakteri kolonilerinden Mueller Hinton buyyonunda 0,5
McFarland Standard bulanikligina es siispansiyonlar elde edilmis ve siispansiyon steril
pamuklu ekiivyon ¢ubugu yardimi ile Mueller Hinton agar plaklarina yayilmistir. E test
seritleri yerlestirilmeden 6nce 15-20 dakika nemin emilmesi i¢in beklenmistir. Pens yardimi
ile antibiyotiklerin E test seritleri, besiyeri plaklarina yerlestirilmistir. Aerobik ortamda,
normal atmosferde, 35 °C’de ve 16-20 saat inkiibasyon sonucunda elips seklindeki inhibisyon
zonunun seritle kesistigi nokta sayisal MIC degeri olarak kabul edilmistir. Her bir
antibiyotigin MIC degerleri iiretici firma ve CLSI onerilerine uygun olarak Olciilmiistiir.

Sonuglar CLSI’nin sinir degerleri esas alinarak degerlendirilmistir [36].

3.1.3. MBL E test (IPM/IPM+EDTA E-test)

Calismamizda kullandigimiz E-test ticari olarak hazir elde edilen ve MBL enziminin
fenotipik olarak tayininde kullanilmak iizere gelistirilmis bir testtir. Bir tarafinda 4-256 pg/ml
imipenem, diger tarafinda ise sabit konsantrasyonda EDTA ile birlikte 1-64 pg/ml imipenem
iceren E test MBL seritleri kullanilmistir. Test edilecek bakteri isolatlarinin 0,5 Mc Farland
bulaniklifinda siispansiyonu steril ekiivyon ile Mueller-Hinton agar plaklarina yayilmistir.
MBL E test stripleri plak iizerine yerlestirilmistir. Etlivde 35 °C’de 16-20 saat inklibasyondan
sonra degerlendirilmistir. imipenem+EDTA MIC degeri ve imipenem MIC degeri not edilip
IPM/IPM+EDTA MIC degerleri oranlandiginda 8 ve iizerinde bir deger elde edilmesi MBL

tireten bakteri izolat1 olarak degerlendirilmistir [156].

3.1.4. Modifiye Hodge Testi
Modifiye Hodge testinde kullanilmak {izere imipeneme duyarli olan E.coli ATCC
25922 standart susu taze pasajlarindan elde edilmistir. 0,5 McFarland bulanikliginda
32



hazirlanan siispansiyonlar 1:10 sulandirilarak Mueller Hinton agar plaklarina homojen olarak
yayilmigtir. 15-20 dakika nemin emilmesi i¢in beklenip plagin ortasina ertapenem (10pg)
diski yerlestirilmistir. Test edilecek olan bakterilerin kanli agardaki taze kiiltiirlerinden steril
ekiivyon yardimiyla bakteri kolonileri toplanmis ve ertapenem diskinin bir kenarindan
baslayarak besiyeri kenarina dogru yogun bakteri ekimi yapilmistir. Plaklar etiivde 35 °C’de
16-24 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. Test sonuglar1 ertapenem diskinin
etrafindaki inhibisyon zonunun, test edilen mikroorganizmanin bulundugu ¢izginin etrafinda
E.coli ATCC 25922 (remesi sonucu yonca Yyapragi seklini almasi pozitif olarak
degerlendirilmistir.
3.2. GENOTIPIK TESTLER

Molekiiler calismalar igin toplanan sugslarda karbapenemaz {iretimine sebep olan

genlerin arastirilmasinda Multipleks PCR (hyplex® SuperBug ID) yontemi kullanilmustir.

3.2.1. Multipleks PCR

Kullandigimiz hyplex® SuperBug ID sistemi; ¢esitli karbapenemaz iireten bakterilerin
saptanmasinda; tanimlanan tiim MBL’lardan VIM, IMP ve NDM 1, OXA 48 ve KPC’ yi
saptayabilmektedir. Bu PCR modili ile amplifiye edilen genetik materyal daha sonra
hyplex® SuperBug ID hibridizasyon modullerinde spesifik oligonlkleotid problarla geri

doniistimlii hibridizasyon yapilarak gozle goriiliir hale getirilir.

DNA Ekstraksiyonu: DNA ekstraksiyonu mikroorganizmalari 1s1, deterjan ve mekanik
etkilerle lizise ugratmay1 amaglayan ‘AxyPrep’ (Axygen Biosciences, ABD) mikrobiyal DNA
izolasyon kitiyle yapilmistir. Kit oda 1s1sinda saklanmustir.

Bu islem sirasinda uygulanan basamaklar:

e Genotiplendirmeye alinacak olan bakteriler sivi besiyerinde 24 saat 37°C’de
iiretilmistir.

e 1x10” bakteri 2 ml ‘lik Mikrofuge tiipiine koyularak 30 sn 12.000 x g ‘de santirfij
edilip tist kisim atilarak bakteriyel pellet RNase A igeren 150 pl Buffer ile tekrar
siispanse edilmistir.

e 20 pl lizozim eklenerek iyice karistirilip 5 dk oda 1sisinda bekletilmistir.

e 30 ul 0.25 M EDTA eklenerek iyice karistirilarak 5 dk buzda inkiibe edilmistir.

e 450 pl Buffer G-B eklenerek 15 sn vortekslenip sonrasinda 10 dk 65°C ‘lik sicak

su banyosunda bekletilmistir.
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e 4°C sogutulan Buffer DV ‘den 1 ml ve 400 pl Buffer G-B eklenip iyice
karistilirmis sonrasinda 12.000 x g ¢ de2 dk santirfuj edilmistir.

e Aratabakaya zarar vermeden iist tabaka aspire edilerek atilmistir.

e Geriye kalan ara ve alt faza 4°C sogutulan Buffer DV eklenip homojen olana
kadar karistirilip 12.000 x g ‘de 2 dk santirfuj edilmistir.

e Renkli iist faz atilarak alt faz; i¢ine bir spin filtre yerlestirilen 2 ml ‘lik Microfuge
tiipe alinmistir ve 12.000 x g ‘de 1 dk santirfuj edilmistir.

e  Spin filtre ¢ikarilarak 400 pl Buffer BV eklenerek iyice karistirilmistir.

e 2 ml’lik Microfuge tiipe bir Miniprep yerlestirilerek karisim buna transfer edilip
12.000 x g‘de 1 dk santirfuj edilmistir.

e  CoOkelti dokalup Miniprep tekrar 2 mI’lik Microfuge tiipe yerlestirilmis sonrasinda
iizerine 500 pl Buffer W1 eklenip 12.000 x g ‘de 1 dk santirfuj edilmistir

e  (Cokelti dokiiliip Miniprep tekrar 2 ml’lik Microfuge tiipe yerlestirilmis sonrasinda
uzerine 700 pl Buffer W2 eklenip 12.000 x g’de 1 dk santirfuj edilmistir.
Sonrasinda bu islem ayni sekilde tekrarlanmistir.

e  (okelti dokiiliip Miniprep tekrar 2 ml’lik Microfuge tiipe yerlestirilip 12.000 x
g’de 1 dk santirfuj edilmistir

e  Miniprep 1.5 ml ‘lik temiz Microfuge tiipe yerlestirilip DNA nin ayrigsmasi i¢in
membranin merkezine 100-200 ul Eluent eklenip 1 dk oda sicakliginda
bekletilmis sonrasinda 12.000 x g’de 1 dk santirfuj edilmistir.

Multiplex PCR Testin prensibi

Tek bir PCR reaksiyonunda degisik DNA bolgelerinin aym1 anda spesifik
amplifikasyonlarmi saglayan isaretlenmis oligoniikleotid primerler icerir. lgili DNA’nin
bulunmasi halinde VIM, IMP, NDM 1, KPC ve OXA 48 genlerinin spesifik amplifikasyon
urdnleri sentezlenir.
Tek bir PCR sonucunda ortaya c¢ikan amplifikasyon iiriinleri 1siyla denatiire edilerek elde
edilmis tek iplikli spesifik problarin {izerinde immobilize edildigi mikrotitre plaklarina
eklenir. Daha sonra bir hibridizasyon buffer1 kullanilarak karsilikli sekanslarin hibridizasyonu
saglanir ve bunlar ELISA prensibi ile saptanir. Cesitli zorlayici yikama basamaklarindan
sonra peroksidaz konjugat eklenir, bu oligoniikletid proba baglanan PCR iiriiniiniin
isaretleyicisine spesifik olarak baglanir, cesitli yitkama basamaklarindan sonra TMB substrat

soliisyonu eklenerek bunun peroksidazla mavi renge doniismesi saglanir. Reaksiyon stop
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soliisyonuyla sonlandirilir sar1 renk doniisiimii gozlenir pozitif sinyalin bulunmasi hyplex®

SuperBug ID PCR ile spesifik DNA sekanslarinda amplifikasyon oldugunu, dolayisiyla

ornekte ilgili genin bulundugunu gosterir.

Bu amagcla asagidaki basamaklar uygulanmistir:

Hazirlik

asamasi: DNA ekstraksiyonu sonrasi - 20 derecede muhafaza edilen Ornekler,

Washing buffer, TMB-Substrat soliisyonu, Stop soliisyonu, Mikrotitre plaklari oda sicakligina

getirilmistir. 10x PCR Buffer dondurucudan ¢ikarilmistir.

PCR calismasi:

0.2 mI’lik PCR tlpleri hazirlanmistir.

Master mix 2 ml’lik bir tiipe hazirlanmstir.

Her PCR tipinde; 36 pl H,O, 1 pl nikleotid mix, 2 pl primer mix, 5 pl PCR
buffer, 1 pl TtH-polimeraz olacak sekilde pozitif ve negatif kontroller de
hesaplanarak bu maddelerle master mix hazirlanmis ve tiiplere dagitilmistir.

Plastik tasiyicilara farkli problar i¢in ayri renkte olan test plateleri yerlestirilmistir
Her kuyucuga orneklerden (DNA) 5 pl, pozitif ve negatif kontrolden de 5 pl ile 45
pul master mix karigtirilmistir.

50 °C 30 dk inkiibe edilmistir.

Daha sonra 50 °C’de beklettigimiz stringent yikama soliisyonundan her kuyucuga
200 pl konularak 3 kez yikama islemi yapilmistir.

Peroksidaz konjugattan 100 pl kuyucuklara ilave edilerek oda sicakliginda 30 dk
inkiibe edilmistir.

Yikama soliisyonundan her kuyucuga 200 pl konularak tekrar 3 kez yikanmaistir.
Daha sonra TMB- substrat soliisyonundan 100 pl her bir kuyucuga konularak oda
sicakliginda ve karanlikta 15 dk inkiibasyona birakilmistir

Inkiibasyon sonras1 stop soliisyonundan 100 pl dagitilmistir

Analiz i¢in 450 nm dalga boyunda fotometrede degerlendirilmistir..

3.3. ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, min-mak, oran ve

frekans

degerleri kullanilmigtir. Uyum analizinde kappa uyum testi kullanilmistir.

Analizlerde SPSS 22.0 programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada; 01/07/2012-01/07/2013 tarihleri arasinda Istanbul Bilim Universitesi
Avrupa Florence Nightingale Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina cerrahi yogun bakim,
dahili yogun bakim, cerrahi klinigi, dahiliye klinigi ve kemik iligi transplantasyonu (KIT)
servislerinden gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen karbapenemlerden en az
birine direng ya da azalmis duyarlilik tespit edilmis 43 adet Enterobactericeae izolat1 dahil
edilmistir. Her hasta i¢in tek sus calismaya alinmstir.

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik drneklerden 43 susun % 32.5 (14)’si cerrahi
yogun bakim servisinden elde edildi. Bunu sirasiyla dahili yogun bakim servisi % 30.2 (13),
dahiliye servisi % 18.6 (8), KIT servisi % 14 (6), cerrahi servisi % 4.7 (2) oraninda izlemistir.
Izolatlarin kliniklere gére dagilimi Tablo 6°da gériilmektedir.

Laboratuvarimiza génderilen 6rneklerin dagilimi ise en yiiksek oranda kan kiiltiiri 6rnegi
% 25.6 (11 izolat) ve rektal siirlintli 6rnegi % 25.6 (11 izolat) daha sonra sirasiyla idrar % 14
(6 izolat), batin i¢i mayi % 9.3 (4 izolat), balgam % 9.3 (4 izolat), trakeal aspirat % 7 (3
izolat), yara % 4.6 (2 izolat), bronkoalveolar lavaj (BAL) % 2.3 (1 izolat), plevra sivist % 2.3
(1 izolat) oraninda tespit edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6: Materyal ve kliniklere gore dagilim

n % Mortalite
Kan 11 25,60 8
Rektal 11 25,60 5
Suslarin Idrar 6 14 3
Izole Batin I¢i Mayi 4 9,3 1
Edildigi Balgam 4 9,3 1
Materyal Trakeal 3 7 3
Dagilimi1 Yara 2 46 2
Bal 1 2,3 1
Plevra 1 2,3 1
CYB 14 32,5 9
DBY 13 30,2 10
Servis - 3
Dagilimi Dahiliye 8 18,6
KIT 6 14 3
Cerrahi 2 4,7 0

CYB: Cerrahi Yogun Bakim Unitesi, DYB: Dahili Yogun Bakim Unitesi, KIT: Kk Hiicre Nakli
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Hastalarin 28’ i1 (% 65.1) erkek, 15’1 (% 34.9) kadmn; yas dagilimlart 3-86 yildir
(ortalama 53.8 y1l). Hastalarin takibinde 25 ‘i exitus olmustir (Tablo 7).
Tablo 7: Hastalarin demografik 6zellikleri

Kadin % Erkek % Orttss  Toplam(n) %

Cinsiyet 15 34.9 28 65.1 43

Yas 59.5 50.4 53.8+19.4

Organ nakli 5 14 19 44.1
Karaciger nakli 3 7 10 52.6
KIT 2 4 6 315
Bobrek nakli 2 2 10.5
Kalp nakli 1 1 5.2

Mortalite
Nakil 1 6 7 36.8
Toplam 9 20.9 16 37.2 25 58.1

Izole edilen 43 susun % 88.4 (38 )’ii K. pneumoniae, % 9.3 (4)’0 E.coli ve % 2.3 (1)’u
K.oxytoca idi (Tablo 9).

Tablo 8: Etkenlerin dagilimi

mikroorganizma n %
K.pneumoniae 38 88.4
E.coli 4 9.3
K.oxytoca 1 2.3
Toplam 43 100
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Sekil 4: Etken ve materyal dagilimi

0,0%
Ex Yasiyor | Cerrahi KIT Dahiliye | Dahiliye Cerrahi
Yogun Yogun
Bakim Bakim
Unitesi Unitesi
Mortalite Hastalari Yattigi Servislere Goére Dagilimi

Sekil 5: Mortalite ve servislere gore dagilim

Disk diflizyon yontemi ile suslarin tamami ertapeneme direngli bulundu. Suslarin
meropenem i¢cin % 95.3 (41)%linde, imipenem i¢in % 83.7 (36) diren¢ ya da azalmis
duyarhilik saptand.

Vitek-2 AST-261 GN Kkartlar ile izolatlarin imipenem (IMP), meropenem (MEM) ve
ertapenem (ERT) icin MIC degerleri belirlendi. Bu izolatlarin MIC degerleri ayni

karbapenemler i¢in ayrica E test ile de denenmistir.
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E test ve Vitek-2 olmak iizere her iki yontemle calisilan 43 izolatta, karbapenemler

icinde en yuksek direng goriilen karbapenem ERT (sirasiyla % 97.7 ve % 100 direngli)

olmustur. Bunu (orta duyarlilar direngli kabul edildiginde) MEM (sirasiyla % 93 ve % 90.7

direncli) ve IMP (sirasiyla % 79.1 ve % 88.4 direngli) izlemistir. Her iki yontem ile belirlenen

IMP, MEM ve ERT direnc yuzdeleri tablo 9’da goriilmektedir.

Tablo 9: Karbapenemlerin disk difiizyon, E test ve Vitek karsilastirmalar:

DISK DIFUZYON E TEST MIC VITEK MIC
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
n % n % n % n % n % n %
ETP 43 100 0 0 42 97,7 1 2,3 43 100 0 0
MEM 41 95.3 2 4.7 40 93 3 7 39 90,7 4 9,3
iMP 36 83.7 7 16.3 34 79,1 9 20,9 38 884 5 11,6
ETP: Ertapenem, MEM: Meropenem IMP: Imipenem
100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
P —T )
0,0%
Pozitif Negatif Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif |
Ertapenem Disk Meropenem Disk ‘ imipenem Disk Difiizyon
Diflizvuon Diflizvuon

Sekil 6: Karbapenemlerin Disk Difiizyon yontemine gore sonuglari
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Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Ertapenem E Test MiC Meropenem E Test MiC imipenem E Test MiC

Sekil 7: Karbapenem E Test yontemine gore MIC sonuglari

| Pozitif | Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

| Ertapenem Vitek MiC Meropenem Vitek MiC imipenem Vitek MiC

Sekil 8: Karbapenem Vitek Sistemine gére MIC sonuglari

Modifiye Hodge Testi c¢alisilan 43 susun 35’inde (% 85) MHT’1 pozitif bulundu.
Calismamizda IMP/IMP+EDTA E-testi degerlendirilitken IMP/IMP+EDTA orant > 8§
bulunan izolatlar MBL enzimi pozitif, < 8 bulunanlar ise MBL enzimi negatif olarak
degerlendirildi. IMP/IMP+EDTA E-testi bakilan 43 izolattan 41’inde (% 95.3) MBL negatif,
2’sinde (% 4.7) ise MBL pozitif bulunmustur. MBL E-test ile pozitif bulunan iki izolattan
birinde NDM 1 direng geni pozitif olarak bulunmustur (Tablo10).
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Tablo 10: Fenotipik testler

Fenotipik test n %
Pozitif 2 4.7
MBL E test i
Negatif 41 95.3
Pozitif 35 81.4
MHT )
Negatif 8 18.6

0,0%
Pozitif |

Negatif Pozitif Negatif

MBL E Test Modifiye Hodge Testi

Sekil 9: Fenotipik Testler

Calismada Multiplex PCR ile degerlendirilen 43 izolatin % 16.3 (7)*linde OXA 48 geni,
%2.3 (1)’tinde NDM 1 pozitif saptanmistir. Calismada VIM, IPM, KPC direng genleri igin
pozitiflik saptanmamustir (Tablo 11).

Tabloll: Multiplex PCR n %

OXA 48 ilergI:tTf 376 éi:?

ViM ;Z;';:f 403 186().0

P Negsi B o

NDM 1 iloezgi;]icf 412 927'.37
Pozitif

KPC Negatif 403 186(),0
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OXA 48 Vim IPM NDM KPC

Sekil 10: Multiplex PCR

OXA 48 direng geni pozitifligi ile ertapenem disk difizyonu ve meropenem disk diflizyonu
arasinda uyum saptanmadi (g 0,05). OXA 48 diren¢ geni pozitifligi ile imipenem disk
difiizyonu arasinda uyum saptandi (p < 0,05) (Tablo 12).

OXA 48 direng geni pozitifligi ile ertapenem E test MIC, meropenem E test MIC, imipenem
E test MIC arasinda olmadigi saptandi (p > 0,05) (Tablo 12).

OXA 48 direng geni pozitifligi ile ertapenem Vitek MIC, meropenem Vitek MIC arasinda
uyum saptanmadi (§ 0,05). OXA 48 diren¢ geni pozitifligi ile imipenem Vitek MIC
arasinda uyum saptandi (p <0,05) (Tablo 12).

Tablo 12: Karbapenemlerin OXA 48 direng geni pozitifligi ile iliskisi

DISK DIFUZYON E TEST MIC VITEK MIC
OXA 48 OXA 48 OXA 48
Pozitif Negatif p Pozitif Negatif p Pozitif Negatif p
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
ETP 7 0 36 0 -- 7 0 36 0 0.655 7 0 36 0 --
MEM 6 1 34 2 0.186 5 2 34 2 0.407 6 1 35 1 0.055
IMP 5 2 29 7 0.037 5 2 33 3 0.587 4 3 32 4 0.126
ETP:Ertapenem MEM:Meropenem IMP:Imipenem
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Modifiye Hodge Testi pozitifligi ile OXA 48 direng geni pozitifligi arasinda uyum mevcuttu
(p <0,05) (Tablo 13).

Tablo 13: MHT ile OXA 48 direng geni pozitifligi iliskisi

OXA 48
Pozitif Negatif
n % n % p
MHT Pozitif 3 43 32 88,9
Negatif 4 57 4 11,1 0,004

MBL E test ile NDM-1 arasinda Kappa uyum analizi testi ile anlaml1 iliski bulunmustur (p <
0,05) (Tablo 14).

Tablo 14: MBL E test ile NDM 1 direng geni iligkisi

NDM 1
Pozitif Negatif
n % n % p
Pozitif 1 100 1 2,4
MBL Negatif 0 @) 41 97,6 0,000

Ertapenem disk diflizyon ile direngli saptanan 43 susun E test yontemi ile belirlenen MIC
diizeylerine gore %97.7 oraninda direngli bulunurken Vitek-2 yontemine gére %100 oraninda
direngli bulunmustur (Tablo 15).

Tablo 15: Ertapenem Disk Difiizyon ile MIC degerleri uyumu

Ertapenem Disk Diflizyon

Pozitif Negatif P
n % n %
Pozitif 42 97,7 0 0,0 -
Ertapenem E Test MIC Negatif 1 23 0 00
Pozitif 43
Ertapenem Vitec MIC ) 100,0 0 0.0 -
Negatif 0 0,0 0 0,0
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Tablo 16: Ertapenem E Test ile Vitek uyumu

Ertapenem Vitec MIC

Pozitif Negatif P
n % n %
Pozitif 42
Ertapenem E Test MIC . I 0 0.0 -
Negatif 1 2,3 0 0,0

Meropenem disk difiizyonu ile meropenem E test MIC ve Meropenem Vitek MIC arasinda
uyum saptandi (p < 0,05) (Tablo 17). Meropenem E test MIC ile Meropenem Vitek MIC
arasinda uyum saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 18).

Tablo 17: MEM disk difiizyonu ile MEM E test, Vitek MIC uyumu

Meropenem Disk Diflizyon

Pozitif Negatif P
n % n %
Pozitif 39 95,1 1 50,0
Meropenem E Test MIC Negatif 5 4.9 1 50,0 0,014
Pozitif 38 1
Meropenem Vitec MIC . 92,7 50,0 0,042
Negatif 3 7,3 1 50,0
Tablo 18: Meropenem E Test ile Vitek uyumu
Meropenem Vitek MIC
Pozitif Negatif P
n % n %
Pozitif 37 3
Meropenem E Test MIC i 94,9 75,0 0,137
Negatif 2 5,1 1 25,0

Imipenem disk difiizyonu ile iImipenem E test MIC ve Imipenem Vitek MIC arasinda uyum
saptand1 (p < 0,05) (Tablo 19). imipenem E test MIC ile Imipenem Vitek MIC arasinda
uyum saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 20).
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Tablo 19: IMP disk difiizyonu ile IMP E test, Vitek MIC uyumu

Imipenem Disk Difiizyon

Pozitif Negatif P
n % n %
. Pozitif 31 86,1 3 42,9
Imipenem E Test MIC Negatif 5 13.9 4 57.1 0,010
Imipenem Vitec MIC Pozitif 35 9.2 3 42,9 0,000
P ' Negatif 1 28 4 57,1 '
Tablo 20: imipenem E Test ile Vitek uyumu
Imipenem Vitek MIC
Pozitif Negatif P
N % n %
fmi E Test MIC Pozitif 31 81,6 3 60,0 0.265
mipenem E Tes Negatif . 184 ) 40,0 ,

Vitek 2 ile arastirilan duyarlilik paterninde 43 susun tamami amoksisilin-klavulanik
asit ve piperasilin-tazobaktama karsi1 direngli saptanmistir. Seftazidim direnci % 95.3 (43)
oraninda iken, seftriakson % 93 (41) susta direngli, % 2.3 (1) susta orta duyarli, % 4.7 (2)
susta duyarl olarak saptanmistir. Kirk ii¢ izolatin % 81.4 (35)’li sefepime direngli iken % 14
(6)’l orta duyarli, % 4.7 (2)’sit duyarli saptanmistir. Aminoglikozidlerden amikasin ve
gentamisin i¢in sirasi ile direng % 58.1 (25), % 72.1 (31), orta duyarli % 18.6 (8), % 4.7 (2)
ve duyarlt % 23.3 (10), % 23.3 (10) olarak saptanmistir. Siprofloksasin 43 izolatin % 95.3
(41) direngli iken % 4.7 (2) duyarli saptanmistir. Ttrimetoprim-sulfametosazol % 79.1 (34)
susta direngli % 20.9 (9) susta duyarli saptanmistir. Kolistin i¢cin % 11.6 (5) susta direng, %
23 (1) susta orta duyarh ve % 86 (37) susta duyarlilik saptanmistir.
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Sekil 11:Antibiyotik duyarliliklar1 1

sekil 12:Antibiyotik duyarliliklar1 2
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Tablo 21: Diger antibiyotiklere duyarlilik n %

R 43 100,00
AMC I 0 0.0
S 0 0.0
R 43 100,00
TZP I 0 0.0
S 0 0.0
R 41 95.3
CAZ | 0 0.0
S 2 4,70
R 40 93,00
CRO I 1 4,70
S 2 4,70
R 35 81.4
FEB I 6 14,00
S 2 4,70
R 25 58.1
AN | 8 18,60
S 10 23,30
R 31 72.1
GM I 2 4,70
S 10 23,30
R 41 95.3
Cip I 0 0.0
S 2 4,70
R 5 11,60
COL | 1 2,30
S 37 86,00
R 34 79.1
SXT | 0 0.0
S 9 20,90

AMC: Amoksisilin-Klavulanik Asit, TZP: piperasilin-tazobaktam, CAZ: Seftazidim, CRO: Seftriakson FEB:
Sefepim, AN: Amikasin, GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin ~COL:Kolistin ~SXT: Ttrimetoprim-
sulfamethoxazol

R: Direngli, I: Orta Duyarl, S: Duyarhi
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5. TARTISMA

Yasami tehdit eden ciddi, c¢oklu ila¢ direnci gosteren GN bakterilerin yol agtigi
enfeksiyonlarda karbapenem grubu antibiyotikler son segenektir. Bu nedenle karbapenem
direncinin ayr1 bir 6nemi vardir. Diren¢ oranlar1 ve direngten sorumlu olabilecek olasi
enzimler her iilke ve merkeze gore degisiklikler gostermekle birlikte her merkez ig¢in
degismeyen bir gercek, oranlarin yillar i¢inde artmakta oldugudur.

Hastane enfeksiyonuna yol agan mikroorganizmalarin kaynagi ve bulas yollarinin
belirlenmesi ve kontrol 6nlemlerinin alinmasinda temel noktayr epidemiyolojik caligmalar
olusturur [157]. Tirlerin hizli ayrimi, bir salginin olup olmadigina karar vermede onemlidir
ve hastane enfeksiyonlarinin kontrol arastirmalar1 ig¢in Onemli bilgiler saglar [158].
Antibiyotik duyarlilik testleri, yaygin kullanimlari, standardize edilmis olmalar1 ve cok
sayidaki etkene uygulanabilmeleri nedeniyle, bircok hastane salgininda temel tiplendirme
aract haline gelmistir [159]. Ancak diger fenotipik yontemlerde oldugu gibi antibiyotik
duyarlhlik profilleri de, iireme ortamindan, lireme fazindan ve spontan mutasyon oranlarindan
etkilenebildiginden kararli bir tiplendirme yontemi degildir. Bu sebeple tiim diinyada
genotipik tiplendirme yontemleri tercih edilmektedir [160]. Bakteriyel izolatlar arasindaki
iliskiyi incelemede serotiplendirme, biyotiplendirme, antibiyotiplendirme ve bakteriyofaj
tiplendirmesi  yerini  plazmid incelemesi, ribotiplendirme, PCR temelli tiplendirme
yontemlerine birakmugtir [161].

Karbapenemazlardan D smifina ait OXA 48 tiirii beta-laktamaz tlkemizde ilk kez
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatmakta olan bir hastanin idrar
kilturiinden izole edilen bir K. pneumoniae susunda tespit edilmistir [145, 154]. En ¢ok
Tiirkiye’de ve ¢ok yakin zamanda da Liibnan ve Belgika’daki K. pneumoniae suslarinda
tanimlanmistir [162-164]. OXA 48 karbapenemaz Akdeniz ve Avrupa ulkelerinde de giderek
yaygin hale gelmektedir [165].

Ulkemizde ¢ok merkezli karbapenem direncinin arastirildig1 ¢esitli ¢alismalar olmakla
beraber diren¢ mekanizmalarina yonelik molekiiler ¢alismalar sinirhdir [13, 14, 166, 167].
Yapilan bazi1 bolgesel calismalarda ise karbapenem direnci ile iligkili OXA 48 karbapenemaz

aktivitesi enterik GN bakterilerde gosterilmistir [76, 168].
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Perez ve arkadaslar1 [169] yaptiklar1 bir c¢alismada Enterobacteriaceae ailesinde
karbapenem direncinin baska bir hastaneden transfer olma ya da uzun siireli bakim
merkezlerinden kabul edilme ile &nemli bir iliskisi oldugunu géstermislerdir. Israil’de yapilan
bu ¢aligmada postakut bakim merkezleri karbapenem direngli Enterobacteriaceae icin blytk
bir rezervuar olarak gosterilmistir. Saidel-Odes ve arkadaslar1 [170] yaptigi ¢alismada yogun
bakim iinitesinde kalis, santral vendz kateter varligi, antibiyotik kullanimi ve diyabetin
varligimmi  Enterobacteriaceae’ da karbapenem direnci i¢in bagimsiz prediktor olarak
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da daha Once yapilan galismalara benzer sekilde 43
hastanin 27 tanesinde yogun bakimda yatis mevcuttu. Bunlarin %32.6 s1 cerrahi yogun
bakimda, %30.2 si dahili yogun bakimda takip edilmekteydi (Tablo 6). Hastanemizin kalp
damar cerrahisi, kok htcre ve solid organ nakli konusunda referans hastane olmasindan dolay1
takip edilen hastalarin biiyiik ¢cogunlugunda daha 6ncesinde baska merkezlerde takip ve yatis
oykiileri bulunmaktaydi.

Kalpoe ve arkadaslar1 [171] yaptigi ¢alismada takip edilen hastalarin %23’linde
karbapenem direncli K. pneumoniae enfeksiyonu tespit etmislerdir. On dort hastanin 7 tanesi
30 giin icinde olmak {izere hastalarin %71°1 takip sirasinda exitus olmus. Viale ve arkadaglari
[172] yaptiklar1 ¢alismada karbapenem direncli K. pneumoniae ile meydana gelen kan akimi
enfeksiyonlarinda mortalite oranimi yaklasik %50 oraninda belirtmislerdir. Altta yatan ciddi
hastalik, yogun bakim servisinde yatig, uygun tedavinin baslangicinda gecikme olmasi bu

hastalardaki mortalite i¢in en sik risk faktorleri olarak gosterilmistir.

Hussein ve arkadaslarinin [173] karbapenem duyarli ve direngli K. pneumoniae ile
meydana gelen kan dolasimi enfeksiyonlarini karsilastirdiklar1 caligsmada karbapenem direncli
K. pneumoniae olan hastalardaki mortalite orani karbapenem duyarli olanlara gére daha
viiksek saptanmistir. Bu ¢alismada karbapenem direnci mortalite icin bir risk faktori olarak
saptanmamus. K. pneumoniae’li kan dolasimiakimi enfeksiyonu olan hastalarda, mortalite
karbapenem direnci ile iligkili bulunmamistir. Fakat ciddi komorbditiler ile (kronik karaciger

hastaliklari, mekanik ventilasyon, hemodiyaliz gibi) iligkili olarak degerlendirilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada ¢esitli kiiltlirlerinde karbapenem direncli Enterobacteriaceae
izole edilen 43 hastanin takibinde %58.1 (25)7i exitus olmustur. Daha once yapilan
calismalara benzer sekilde kan akimi enfeksiyonu olmasi yiiksek mortalite ile iliskili
bulunmustur. Olen hastalarin % 32 ’sinin kan kiiltiiriinde, % 24 iiniin solunum izolatlarinda,
% 20’sinin rektal surintisinde, % 12’sinin idrar kdltirinde, % 8‘inin yara kalturinde, %

4’tintin batin i¢i mayi kiiltiiriinde iireme olmugstur (Tablo 6). Bizim ¢aliymamizda da daha
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once yapilan ¢alismalara benzer sekilde yogun bakimda yatis ile mortalite arasinda iliski
bulunmustur. Exitus olan hastalarin yattiklar: klinikler degerlendirildiginde % 40° imin dahili
yogun bakimda ve sirasiyla %36 ’simin cerrahi yogun bakimda, % 12 ’sinin KIT servisinde ve
% 12 ’sinin dahiliyede takip edildigi goriilmiistiir (Tablo 6).

Patel ve arkadaslar1 [174] daha 6nce yaptiklari vaka kontrol ¢alismasinda hastanede
yatan karbapenem direngli K. pneumoniae enfeksiyonu olan hastalarin duyarli olan hastalara
gore mortalite oraninin daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (sirasi ile %48,%20, p<0.001).
Bu ¢alismada transplant alicis1 olmak, karbapenem direncli K. pneumoniae enfeksiyonu igin
bagimsiz bir risk faktorii olarak gosterilmistir. Perez ve arkadaslari [169] mortaliteyi non
bakteriyemik hastalarda %30, karaciger nakli yapilmis ya da kan akimi enfeksiyonu olanlarda
% 72’ye kadar cikan oranda bildirilmistir. Bu hastalarin ortak 6zellikleri yasli, debil ve
diyabet gibi immunsupresyonu iceren cok sayida komorbiditeleri olan kisiler olmalaridir.
Karbapenem direncli K pneumoniae ile enfekte olan hastalar, karbapenem duyarl suslarla
enfekte olanlar ile karsilagtirilmigtir. Bunun sonucunda organ veya kok hiicre nakli ya da
mekanik ventilasyon ve enfeksiyon oOncesinde uzun siireli hastanede yatis olmasi direng
ihtimalini arttirmistir. Baska bir retrospektif kohort calismasinda, karbapenem direngli K.
pneumoniae enfeksiyonu olan transplant hastalarin1 da iceren heterojen hasta populasyonunda
mortalite % 60 olarak bulunmustur [175]. Bizim ¢alismamizda da 43 hastanin 19’unda kok
hlcre- solid organ nakli Gykiisii mevcuttu. Nakil uygulanan 19 hastanin 10 tanesinde
karaciger nakli, 6 sinda KiT, 2’sinde bdbrek nakli, 1’ inde kalp nakli dykiisii vardi. Bu

hastalarin 7 tanesi takip sirasinda exitus olmustur (Tablo 7).

‘““Karbapenemlerin  Gram-Negatif Patojenlere Karsi In Vitro Aktivitelerinin
Karsilagtirmali Degerlendirmesi: COMPACT Calismasi’’ Tiirkiye Verisinde Tiirkiye
genelinde toplam 10 merkezden Eylil-Aralik 2008 tarihleri arasinda, yogun bakim finitesi
(YBU) ve YBU dis1 hastalardan, toplam 596 adet klinik izolat toplanmistir. Izolatlarin %
40.3’0 Enterobacteriaceae ve % 9.9’u diger gram-negatif etkenlerden olusmaktadir. Her
merkezde Etest® (AB Biodisk, Solna, isve¢) kullamlarak tiim izolatlar i¢in doripenem,
imipenem Ve meropenemin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir.
Izolatlardan 188 (% 31.5)i en az bir karbapeneme direngli bulunmustur.
Enterobacteriaceae’ya karsi meropenem ve imipenemle esit ya da daha aktif bulunmustur.
Elde edilen bulgulara gore doripenem, Enterobacteriaceae’ya karst meropenem ile benzer

aktivite gosterirken, imipenemden daha aktif bulunmustur [176].
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Karbapeneme direngli suslarin tespitinde; broth mikrodiliisyon ve agar diliisyon
yontemleri, disk difuzyon, E-test ve otomatize yontemlerden ¢ok daha yiiksek duyarlilik
gostermektedir. Imipenem, meropenem, ertapenem icin antibiyotik duyarliliklarmni belirlemek
amaciyla disk difiizyon, broth mikrodiliisyon, E-test ve otomatize sistemlerin karsilastirildig
bir ¢alismada en duyarli sonuglarin %94-97 oraninda diliisyon yontemleriyle elde edildigi
bildirilmistir. E test %58-90, otomatize sistemler ise %48-98 oraninda duyarli olarak
degerlendirilmistir. Ancak, otomatize sistemlerin duyarliligi yine g¢alisilan yOnteme gore
degisiklik gostermistir [12, 177]. Bizim c¢alismamizda duyarlilik belirlemek igin disk
difizyon, E test ve otomatize yontem olan Vitek-2 Compact sistemini kullanilmistir. Disk
diflizyon yontemi ile 43 susun tamaminda ertapenem direnci saptanirken meropenemde %
95.3 imipenemde % 83.7 oraninda direng saptanmistir (Tablo 9). E test yontemi ile ertapenem
icin % 97.7 oraninda diren¢ ya da azalmis duyarlilik saptanirken otomatize sistemde % 100
oraninda diren¢ saptanmistir (Tablo 9). E test yontemi ile % 93 oraninda goriilen meropenem
direnci ya da azalmig duyarliligi otomatize sistemde % 90.7 idi. Meropenem E test MIC ile
Meropenem Vitek MIC arasinda uyum saptanmadi (p> 0,05) (Tablo 9). Imipenemde direng ya da
azalmis duyarlilik E test ile otomatize sitem icin siras1 ile % 79.1 , % 88.4 olarak saptandi.
Imipenem E test MIC ile Imipenem Vitek MIC arasinda uyum bulunmadigi saptanmistir (H0,05)
(Tablo 9). Iki ydntem ile belirlenen MIC degerlerinde meropenem, imipenem ve ertapenem
icin E test yonteminde Vitek’e gore daha yliksek MIC degerleri saptanmigtir. Caligmamizda
karbapenemler icerisinde imipenemi izole ettigimiz mikroorganizmalara kars1 daha etkili
olarak bulduk. Bunun nedeninin hastanemizde imipenemin diger karbapenemlere gore daha

az tercih edilmesi olarak yorumladik.

Karbapenemaz aktivitesini gosteren uygulanmasi kolay fenotipik yontemlerden birisi
de Modifiye Hodge testi (MHT)'dir. Bu test CLSI tarafindan en az bir genis spektrumlu
sefalosporin alt grubundaki antibiyotiklerden birine direng (6rn. sefoperazon, sefotaksim,
seftazidim, seftizoksim ve seftriakson) veya karbapenem MIC degerlerinde yiikselme ve
inhibisyon zon caplarinda azalma olmasi durumunda 6nerilmekteydi. Son giincelleme ile
karbapenem inhibisyon zon c¢aplart ve MIC degerlerinin belirlenmesi yeterli kabul
edilmektedir [178]. Ancak rutin olarak diliisyon yontemlerinin ¢alisilamadigi laboratuvarlarda
KPC, OXA ve MBL gibi enzimlerin hepsini birden tespit edebilmesi ve uygulamasi kolay bir
test olmasi nedeniyle kullanigh bir yontem olarak one ¢ikmaktadir [12, 177, 179]. Modifiye
Hodge testi CLSI kilavuzuna gore %95-100 oraninda duyarhdir. Fakat kisisellesebilecek bir
yontem olmasi testi yorumlarken giicliiklere neden olabilir. Ayrica KPC, MBL ve OXA
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enzimlerinin ayirimini ortaya koyamamasi nedeniyle epidemiyolojik olarak kullanish bir test
degildir ve ozgiilliigii diistiktiir.

Modifiye Hodge testinin duyarlilifi ayrica hangi karbapenem molekiilii ile test
edildigine gore degismektedir. Karbapenemaz aktivitesinin belirlenmesinde degisik
karbapenem molekiillerinin karsilastirildigi bir ¢alismada meropenemin daha 6zgiin, ancak
ertapenemin daha duyarli oldugu belirtilmistir. Ertapenemin herhangi bir test tarafindan
direngli ya da azalmis duyarlilikta bulunmasi, imipenem ve meropeneme gore daha dnemli
bir gostergedir [12]. Ote yandan ertapenem, imipenem ve meropenemden daha diisiik
ozgiilliige sahiptir. Clinkii AmpC ve GSBL gibi diger beta-laktamazlarin liretimi ve azalmig
permeabilite imipenem ve meropenemden daha ¢ok ertapenem MIC degerlerini degistirir [10,
177, 180]. E. coli ve K. pneumoniae suslarinda in vitro karbapenemaz aktivitelerinin
karsilagtirildig1 bir ¢calismada, GSBL pozitif suslarda imipenem, meropenem ve doripenem
icin MiCgg degerlerinde iki kat titre artis1 tespit edilmistir. Ertapenem igin ise MiCq
degerinde ti¢ kat diliisyon artis1 izlenmistir [10]. Karbapenemaz iiretiminin ¢ogunlukla diisiik
diizeyde olmasi nedeniyle suslarin % 60 kadarinda meropenem ve imipenem i¢in MIC
degerleri duyarli siirlar arasinda yer almaktadir. Bu nedenle karbapenemaz aktivitesinin
fenotipik olarak belirlenmesinde tarama amaciyla ertapenem kullanilmasi 6nerilmektedir
[180]. Bizim calismamizda da izole edilen tiim suslarda ertapenem direnci saptanirken
meropeneme %95.3, imipeneme ise % 83.7 oraninda diren¢ saptandmistir (Tablo 9).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada ise indikator sus olarak E.coli ATCC 25922 yerine
K. pneumoniae ATCC 700603 kullanilarak MHT sonuglarinin duyarliligt ve 6zgilligi
arastirtlmistir. K. pneumoniae'nin indikatdr sus olarak kullanildigi ¢alismada duyarlilik ve
Ozgiilliik daha yiiksek saptanmustir (sirasi ile %100, %97) [181].

Raghunathan ve arkadaslar1 [182] 2011’de; 55 K. pneumoniae, 17 E. cloacae, 2 E.coli
ve 2 S. marcescens ile yaptiklari caligmada suslarin PCR sonuglart ile MHT’yi
karsilagtirmiglardir. Klebsiella’larin 48°ni, E. cloacae’nin 4’nii, S. marcescens’in 1’ini Vitek-2
sistemi ile karbapenemlere direngli saptamislardir. PCR ile KPC geni bakilan izolatlarda, PCR
pozitifligi ile MHT pozitifligi karsilastirildiginda iki testin arasinda %96 oraninda bir
korelasyon tespit edilmistir. PCR negatifligi ile MHT negatifligi karsilastirildiginda ise %90
oraninda bir korelasyon oldugunu rapor etmislerdir. Bu sonuglar istatistiksel olarak iki test
arasinda kuvvetli uyum oldugu seklinde yorumlanmistir. Ramana ve arkadaglar [183] yaptig1
bir c¢aligmada Hindistan‘da 1072 Enterobacteriaceae susunda karbapenem direncini
arastirmislardir. Yontem olarak meropenem ile MHT uygulamislardir. Sonug olarak suslarin

% 35.9 (385\1072)’unda karbapenemaz saptamislardir. Bu suslarin dagilimi; % 28.7 (80\278)
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Klebsiella spp., % 20.4 (25/122) Citrobacter spp., % 11.3 (38/334) E. coli, % 20.3 (45/221)
Enterobacter spp., ve % 16.2 (9/117) Proteus spp. seklinde bulunmustur. Karbapenem direnci
en ylksek oranda Klebsiella spp.” de saptanmistur. Proteus spp. ve Citrobacter spp. de
nispeten daha diisiik oranlar goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile karbapenemaz aktivitesini saptamada
MHT kolay uygulanabilir, maliyet etkin ve minimal alt yapiya ihtiya¢ duyan bir yontem
olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda da karbapenem direncli Enterobacteriaceae suslarmmin dagilimi
Klebsiella spp. agirliklidir. Izole edilen suslarin % 88.4’ii K. pneumoniae, % 9.3‘U E. coli ve
%2.3 ‘U K. oxytoca’dir (Tablo 8).

Pournaras ve arkadaglari [184] efektif enfeksiyon kontrolii amaci ile rektal
karbapenemaz ureten Enterobacteriaceae tasiyiciligini arastirmak igin meropenem kombine
disk testinin performansimi degerlendirmisler. Karbapenemaz (reten Enterobacteriaceae
tagiyicili@i agisindan yiiksek riskli olan 189 hastadan rektal siiriintii alinmistir. MacConkey
agara tek basina meropenem diski, meropenem + phenyl boronic acid (PBA), meropenem+
EDTA ve meropenem+ PBA+EDTA yerlestirilmistir. Sonuglar1 karsilastirmak i¢in PCR ve
ertapenemli MacConkey kullanilmistir. Stirtintii kiiltiirii alinan 189 hastanin 97’sinde bu {i¢
yontemden biri ile dogrulanmis karbapenemaz {ireten Enterobacteriaceae saptanmustir.
Sonrasinda fenotipik ve molekiiler yontemlerle dogrulanarak 60 KPC, 9 VIM, 25 KPC ve
VIM ve 3 OXA 48 pozitif saptanmustir. Ozellikle meropenem kombine test ile 97 drnegin 57
tanesinde KPC, 9 tanesinde MBL, 25 tanesinde MBL ve KPC ve 1 tanesinde OXA 48 olmak
Uzere toplam 92 tanesinde karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae saptanmistir (sensitivite
% 94.8, spesifisite, % 100). Per¢in ve arkadaslar1 [166] yaptiklar1 ¢aligmada rektal surinti
orneklerinden izole edilen 33 karbapeneme direngli K.pneumoniae izolatinin 13 (%
39.4)’iinde PCR ile herhangi bir direng geni saptamazken, 20 pozitif susun 19 (% 95)’unda
OXA 48, 1 (% 5)’inde ise IMP saptamistir. PCR ile diren¢ geni gosterilen 20 susun tamami
imipenem ve ertapeneme direncgli bulunmus; suslarin 2 (%10)’sinin doripenem ve
meropeneme duyarlt oldugu belirlenmistir. Direng geni gosterilemeyen tiim suslarda MHT
negatif iken, OXA 48 saptanan bir susta da MHT negatif bulunmustur. Bu sus ayni1 zamanda
doripenem ve meropeneme de duyarlidir. Aliskan ve arkadaslarinin [185] yaptiklar1 ¢alismada
952 karbapenemaz iiretimi siipheli olan Enterobacteriaceae izolatina MHT yapilmis, 13’{inde
test sonucu pozitif bulunmustur (% 1.4). Modifiye Hodge testi pozitif bulunan izolatlarin 8’i

K.pneumoniae, 2’si E.coli, 2’si E. aerogenes, 1’1 K. oxytoca olarak tanimlanmustir.
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Biz de yaptigimiz ¢alismada 43 susun 35’inde MHT pozitifligi saptadik. Pozitif olan
35 susun PCR ile 4 tanesinde OXA 48 pozitifligi saptandi. MHT negatif saptanan suslardan 1
tanesi NDM 1 pozitif idi. MHT testi negatif olan 7 susun 3 tanesi PCR ile OXA 48 pozitif
saptandi. Modifiye Hodge Testi pozitifligi i1le OXA 48 pozitifligi arasinda uyum mevcuttu
(p < 0,05) (Tablo 13).

Karbapenemazlara 6zgln inhibitorlerin ilavesiyle, karbapenemaz aktivitesinin in vitro
olarak belirlenmesi, tanida yardimei bir diger yontemdir. Simmif A karbapenemazlar igin
boronik asit (3 aminofenil boronik asit), sinif B metallobeta-laktamazlar icin EDTA ya da
dipikolinik asidin karbapenemaz aktivite inhibitorii olarak kullanilmasi bir¢ok c¢alismada
onerilmistir [12, 186]. Boronik asit fenotipik testinin KPC pozitif suslarin belirlenmesinde
oldukg¢a basarili oldugu belirlenmistir. Bununla beraber ticari, hazir elde edilebilir olmamasi
ve sonuglarin agiklanmasi i¢in bir giine daha ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle rutin olarak

kullanilmamaktadir [180].

Yaptigimiz  calismada smif B metallobeta-laktamazlarin ~ saptanmasi  igin
IPM\IPM+EDTA (MBL) E testini kullanilmistir. Kirk {i¢ izolatin 2 tanesinde pozitiflik
saptandi. PCR yontemi ile yapilan ¢alismada IPM\IPM+EDTA pozitif olan 2 izolattan 1
tanesi NDM 1 pozitif bulunmustur. IPM\IPM+EDTA ile NDM 1 arasinda uyum saptanmustir
(p < 0,05) (Tablo 14).

Dizbay ve arkadaslarinin [187] Klebsiella spp enfeksiyonlarinda karbapenem
direncini arastirdiklar1 bir ¢alismada 840 atakta 42 tane sus izole edilmistir. Karbapenem
direncgli olan izolatlarin diger antibiyotiklere karsi1 da oOnemli oranda direngli oldugu
gosterilmistir. AMC’ye % 100 oraninda direng saptanirken TZP’ye % 80.9, CAZ’a % 78.5,
CIP e % 73.8, SXT’ye % 88.1, FEB’e % 85.7 oraninda diren¢ goriilmiistiir. Bu calismada
kolistine direngli sus saptanmamustir. Us ve arkadaslarinin [161] 3 yil siirecinde izole edilen
26 karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarini inceledikleri ¢aligmada tiim suslar TZP’ye
kars1 direngli saptanmistir. Suslarin 25’inde AMC,18’inde CAZ, 25’inde SXT,18’inde GEN,
21’inde CIP direnci, 2 susta CIP’e azalmis duyarlilik saptanmustir, kolistin ve tigesikline ise
direng saptanmamistir. Won ve arkadaslarinin [188] 1 yillik periyodda yaptigi calismada 38
K. Pneumoniae, 2 E. Coli olmak Uzere toplam 40 karbapenem direngli izolat saptanmustir.
Tim suslar diger beta-laktam antibiyotikler ve siprofloksasine direngli bulunmustur.
Karbapenem direncli K. pneumoniae suslarinin % 98‘inde trimethoprim-sulfamethoxazole
direnci saptanmistir. Tigesiklin, suslarin % 48.5’ine aktif bulunmustur. Bu ¢alismada kolistin

ve gentamisin en etkili antibiyotikler olarak belirtilmistir. Patel ve arkadaslarinin [174] 2004
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ile 2006 tarihleri arasinda degerlendirdikleri 375 invaziv K. pneumoniae enfeksiyonunun 99’
unda karbapenem direnci saptanmigtir. Doksan dokuz izolatin 58’1 gentamisine, 51’1
amikasine, 51°1 tetrasikline duyarli olarak bildirilmistir. Calisma siirecinde 99 izolatin 80
tanesine tigesiklin ve kolistin duyarliligi bakilmistir ve bu 80 izolatin 72’si kolistine, 740
tigesikline duyarli olarak bulunmustur. Teo ve arkadaslari [189] Singapur’da ertapenem
duyarli ve direngli Enterobacteriaceae izolatlarindaki risk faktorleri, molekiiler epidemiyoloji
,ve sonuclarint inceledikleri retrospektif bir vaka kontrol ¢aligmasinda ertapenem direngli,
toplam 29 izolatin %100’0 seftriaksona ve amoksisilin klavulanata, %97 ‘si piperasilin
tazobaktama, %79’ u siprofloksasine ve %76’s1 sefepime direngli saptanmistir. Ertapenem
direncli izolatlar amikasin (%3 direng) ve gentamisin (%41 direng) rolatif olarak daha duyarl
olarak belirtilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise amikasin ve gentamisin diger antibiyotiklere gore
nispeten daha duyarl idi (% 23.3) (Tablo 21) . Izole edilen suslarin % 100l amoksisilin
klavulanata ve piperasilin tazobaktama direncli idi. Seftazidim direnci % 95.3, seftriakson %
93, sefepim %81.4 oraninda idi. Aminoglikozidlerden amikasin suslarin % 25’inde direngli,
% 18.6’inde  orta duyarli iken gentamisin % 72.1’inde direngli, % 4.7’sinde orta duyarl
saptanmigtir. Siprofloksasin % 95.3’tinde, trimethoprim-sulfamethoxazole % 79.1’inde
direngli saptanmistir. Kolistin karbapenem direngli Enterobacteriaceae izolatlarinin %
79.1’inde duyarli % 2.3’inde orta duyarli bulunmustur. 43 izolatta kolitsin en duyarli
antibiyotik olarak saptanmistir (Tablo 21).

Hastanemiz referans bir merkez oldugundan; takip edilen hastalarin biiytlik
cogunlugunda bagka hastaneden transfer olma, eslik eden multiple komorbiditeler, uzun siireli
hastane yatis1 ve yogun bakim izlemi, dncesinde genis spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi
direngli mikroorganizmalar i¢in bilinen risk faktorleri bulunmaktadir. Bu durum hastalardan
daha direngli suslar izole edilmesine neden olabilmektedir.

Karbapenemazlardan D smifina ait OXA 48 tiirii beta-laktamaz tlkemizde ilk kez
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde yatmakta olan bir hastanin idrar
kiltariinden izole edilen bir K. pneumoniae susunda tespit edilmistir. En ¢ok Tirkiye’de ve
¢ok yakin zamanda da Liibnan ve Belgika’daki K. pneumoniae suslarinda tanimlanmigtir
[162-164]. OXA 48 karbapenemaz Akdeniz ve Avrupa llkelerinde de giderek yaygin hale
gelmektedir [165].

Ulkemiz icin ise enterik GN bakterilerde heniiz KPC karbapenemaz direnci
bildirilmemistir. NDM direnci son yillarda olgu sunumlar1 olarak bildirilmeye baslanmistir.

Ancak, 6zellikle hastane enfeksiyonu etkeni olan enterik GN bakteriler ailesi iiyeleri arasinda
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sinif D OXA karbapenemaz aracili karbapenem direnci yayginlasmaktadir. Cok merkezli
karbapenem direncinin arastirildigi ¢esitli ¢aligmalar olmakla beraber diren¢ mekanizmalarina
yonelik molekiiler ¢alismalar sinirlidir [13, 14]. Yapilan bazi bolgesel ¢alismalarda enterik
GN Dbakterilerde karbapenem direnci ile iliskili OXA 48 karbapenemaz aktivitesi
gosterilmistir [76, 168].

Nazik ve arkadaslar1 [190] Istanbul’un farkli bolgelerinde hastaneye yatmis olan
hastalardan izole edilen, OXA 48 pozitif E. coli ve C. koseri izolatlarini incelemislerdir. Her
iki izolatta saptanan OXA 48 geni alict bakteriye aktarilmistir. Transkonjuganlarda
karbapenemler icin saptanan MIK degerleri alici bakteriye gore iki kat daha yiiksek
bulunmustur. Bu deneyle arastirmacilar, OXA 48 geni bulunan izolatlarin, bu diren¢ genini
tasidigr halde karbapenemlere duyarli bulunabilecegini ve bu izolatlarin laboratuvarlarda
tespitinin gugliikler ¢ikarabilecegi sonucuna varmislardir. Bu ¢alisma ile ayrica OXA-48
geninin K. pneumoniae suslarinda yaygin omakla birlikte, C. koseri gibi diger suslar arasinda
da yayilabilecegini belirtmislerdir [190]. Percin ve arkadaslar1 [166] Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde hastalarin rektal siirlintii orneklerinden izole edilen karbapenem direngli K.
pneumoniae izolatlariin direng genlerini multipleks PCR ile arastirmiglar ve 33 susun
13’tinde (%39.4) higbir direng geni saptamuglardir. Direng geni pozitif bulunan 20 izolattan
19’unda (%57.8) OXA-48, 1’inde (%2.8) IMP diren¢ geni saptamiglardir.

Baroud ve arkadaslari [191] Liibnan’da yaptiklari bir ¢aligmada 11 GSBL iireten
karbapenem direncli K. pneumoniae susunda disk diffiizyon ve E test ile karbapenem
direnclerini belirlemisler ve ¢esitli molekiiler testlerle bu suslarin NDM 1, OXA 1, OXA 48,
IS1999 genlerini aragtirmiglardir. 11 susun tamaminda OXA 1 geni saptanirken 2’sinde OXA
48, 2’sinde NDM 1 saptanmig, OXA 48 bulunanlarda IS1999°da belirlenmistir. OXA 48 pozitif
olanlarda ertapenem direnci her iki yontemde de diger karbapenemlerden daha yiiksek
bulunmustur. Bu ¢alisma sonunda arastirmacilar Klebsiella’larda karbapenem direnci AmpC tip
ya da GSBL enziminin ekspresyonu ile porin kaybina bagli olarak goriinse de MIC
farkliliklarinin - gbzard1 edilmemesi gerektigini belirtmislerdir. Yiikselmis MIC’lerin test
edilemeyen direng genleri ile beraber selektif baski, uzamis tedavi, membran gegirgenliginin
bozulmast ve mevcut diren¢ gen diizeylerinin farkliligindan kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir.

Voulgari ve arkadaslar1 [165] tarafindan 2012 yilinda Yunanistan’da yapilan bir
calismada 17 ertapenem direncli K. pneumoniae suslarinin hepsinde OXA 48, CTX M 15 ve
OXA 1 genlerini tespit edilmistir. OXA 48’in Tn1999°da lokalize 1S1999 ile iliskili oldugu
bulunmus, bu genin yaklasik 62 kb olan bir plazmidde bulundugu ve bu lokalizasyonda
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baska diren¢ genlerinin bulunmadigi belirlenmistir. Pano-pardo ve arkadaslar1 [192]
Ispanya’da 2011 yilinda meydana gelen salgin hakkinda yaptiklari ¢aligmada 71 hastadan
toplam 173 tane karbapenem direngli K. pneumoniae izole edilmistir. Karbapenamaz yapimi
MHT ile dogrulanmistir. Sonrasinda molekiiler yontem ile KPC, VIM, IMP, NDM 1 ve OXA
48 karbapenemaz genleri ve TEM, SVH, CTX M ve OXA 1 B-laktamaz genleri ¢alisilmustir.
Izolatlarin hepsinde OXA 48 direng geni pozitif saptanmustur. OXA 48’in Tn1999°da lokalize
1S1999 ile iliskili bulunmustur [192].

Ispanya’da 2011 ile 2102 tarihleri arasinda 6 farkli bdlgeden 10 merkezin katildig1 ¢ok
merkezli bir ¢alisma ile OXA 48 direng geni pozitif K. pneumoniae suslarinin molekiiler
ozelliklerinin arastirilmasi planlanmigtir. Toplanan 151 tane K. pneumoniae susuna molekiiler
yontemle OXA4 48 benzeri, KPC, VIM, IPM ve NDM, ESBL varlig1 i¢in (TEM,SVH ve CTX
M) ve plasmid-aracili AmpC varligi i¢in (CMY, FOX, MOX, DHA, EBC ve ACC) genleri
arastirtlmistir. Yirmi bir tane OXA 48 benzeri dirence sahip K. pneumoniae izolatinin 19
tanesinde OXA 48, 1 tanesinde OXA 244 ve 1 tanesinde de OXA 245 pozitif saptanmustir.
Daha o6nce yapilan arastirmalarla OXA 48 in sadece 5 varyantit OXA 162, OXA 181, OXA
204, OXA 232 (hepsi 1 ile 5 amino asid yer degistirmis ve substrat profili OXA 48’inkine cok
benzer) ve OXA 163 (4 amino asitdik bir delesyon ve 1 amino asitlik yer degisimi; Ser-
220—Asp) tanimlanmigtir. OXA 163’tin, OXA 48 in aksine genis spektrumlu sefalosporinleri
hidrolize ederken karbapenemler {izerinde ¢ok az etkisi vardir. Yeni tanimlanan OXA 244’in
Arg-222—Gly ve OXA 245’in Glu-125—Tyr seklinde olmak iizere tek amino asitlik yer
degisimi gosterilmistir [193-195].

Adler ve arkadaslarinin [196] 2011 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada Israil’de ilk
OXA 48 geni izole edilen hastalar ve 6zellikleri iizerinde durulmustur. Israil’de 2006 yilindan
beri Enterobacteriacea’da izole edilen karbapenem direncinin ana sorumlusu KPC pozitif K.
pneumoniae iken 2007 yilindan sonra saglik turizmi nedeni ile diger direng genleride izole
edilmeye baslanmistir. OXA 48 direng geni izole edilen ilk hasta Urdiin’den onkolojik tedavi
nedeni ile refere edilmistir. Ikinci hasta Qalqylia-Filisitin’li olup 2010’da Amman-Urdiin’de
kolanjiokarsinom nedeni ile opere olup 2010°da Kudis’ e transfer edilmistir. Ugiincii ve
dordiincii hastanin rektal kiiltiirlinde saptanmistir. Dordiincii hastanin kisa siireli hastane yatisi
mevcut olup Urdiin‘e sik ziyaret dykiisii tespit edilmistir. Suslarm hepsinde MHT pozitif,
boronik asit ile inhibisyon, EDTA ve dipikolinik asit tesleri negatif saptanmistir. PCR
yontemi ile OXA 48 direng geni pozitif saptanmistir. Bu ¢alisma ile saglik turizmi nedeni ile

direng genlerinin farkli cografi bolgelere gidebildigi gosterilmistir.
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Dimou ve arkadaslar1 [197] Birlesik Krallik’ta 22 ayr1 merkezden toplanan 26 tane
OXA 48 benzeri karbapenemaz pozitif olan Enterobacteriaceae susunu incelemislerdir. Bu
calisgmada PCR ve sekanslama yontemleri ile 25 susta OXA 48, 1 susta OXA 181 direng
genleri saptanmistir. OXA 181 pozitif olan hastanin Hindistan’a seyahat Oykiisii tespit
edilmistir. OXA 48 pozitif olan izolatlarin tiir dagilimi1 13 K. pneumoniae, 10 E. coli ve 2 E.
cloacae seklinde bulunmustur. Bu suslardaki OXA 48 genleri Tn 1999 bolgesine
yerlesmislerdir. ilgili plasmidlerin horizantal transfer ile OXA 48 karbapenem genlerini farkli

Enterobacteriaceae tiirleri arasinda yayilimini kolaylastirdigi gosterilmistir.

Ulkemizde 6zellikle son yillarda saghk turizmi giderek artmaktadir. Refere edilen
hasta yelpazesinin giderek artmasi ve hasta kabuliiniin yapildig1 cografi bolgelerin artisi
bununla beraber direncli mikroorganizmalarla temas ihtimalinide arttirmaktadir.
Calismamizda izlenen 3 yurtdisi kdkenli hastadan ilki Makedonya’dan otoimmun karaciger
sirozu nedeni ile karaciger nakli amagl gelmistir. Ikinci hasta Libya’dan atesli silah
yaralanmasi nedeni ile vertebra cerrahisi amaci ile gelmistir. Norojenik mesane nedeni ile
operasyon sonrasi da uzun siireli idrar sondas1 kullanmilmistir. Ugiincii hasta Azerbaycan’dan
kardiyak cerrahi amagli hastanemize refere edilmistir. Koroner arter By pass operasyonu
sonrasinda gelisen akciger sorunlari nedeni ile cerrahi yogun bakimda uzun siire takip edilmis.
Uc hastada sifa ile taburcu edilmistir. Merkezimiz organ nakli, ortopedik vertebra cerrahisi ve
kalp damar cerrahisi alanlarinda deneyimli bir merkezdir. Bu béliimlerde takip edilen hastalar
genellikle bagka hastanelerden yonlendirilmis olup yogun bakimda yatis oykiUsl, mevcut
hastaliklar1 nedeni ile uzun siireli hastane yatis1 Oykiisii ve yurt disindan gelen hastalar

olmalar1 nedeni ile merkezimizde bu tiir direngli mikroorganizmalar daha sik goriilmektedir.

Asya’da KPC pozitif Enterobacteriaceae ilk defa 2004 yilinda Cin’de bir K.
pneumoniae ‘da tespit edilmistir. Daha sonra C. freundii, E. coli, and S. marcescens ‘da
bulunmugstur [77]. Tayvan’da ilk KPC 2 direng geni pozitif hastalar Cin’de hastanede yatisi
olan U¢ hastadan izole edilmis [198-200]. O tarihten sonra KPC 2 pozitif K. pneumoniae
enfeksiyonlarimin Tayvan’da saptanmasi artmistir [201]. Tayvan’da E.coli’de ilk NDM 1
direng geni Ma ve arkadaslarinin karbapenem direngli E.coli suslarini inceledikleri ¢alismada
saptanmigtir. Calisma sirasinda ayni hastanede NDM 1 pozitif K. pneumoniae susuda izole
edilmis olup farkli paterndeki plasmidlerde bulunmugstur. Bu ¢alismada 2010 yilinda izole
edilen tiim suslar tigesiklin ve kolistine duyarli iken 2012°de tigesikline %7, kolistine %2.3

direng saptanmistir [202].
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Turkiye’” de ilk NDM 1 direng geni 2011 yilinda Poirel ve arkadaslar tarafindan 16
yasinda losemili Irak’ tan gelen ve allogeneik kok hiicre nakili yapilan hastada izole
edilmigtir. Nakil sonras1 2. haftada ciddi solunum yetmezligi ve ates gelisen hasta yogun
bakim tinitesine transfer edilmis ve kan kiiltiiriinde K. pneumoniae ve E. coli olmak (zere 2
¢esit multi drug direncli Enterobactericeae izolati saptanmistir. Hasta meropenem,
teikoplanin ve colistini igiren antibiyoterapiye ragmen septik sok nedeni ile dlmiistiir. izole
edilen, K. pneumoniae imipenem, meropenem ve ertapeneminde dahil oldugu tim B
laktamlara, aminoglikozid, florokinolon, nitrofurantoin, kloromfenikol ve trimethoprim-
sulfamethoxazole direngli olup sadece tigesiklin ve kolistine duyarli bulunmustur. E. coli
karbapenemlerinde dahil oldugu tiim beta laktamlara, florokinolon, tetrasiklin, gentamisin,
tobramisin ve sulfanamidlere direngli olup sadece tigesiklin ve kolistine hassas bulunmustur.
Imipenem ve EDTA ile kombine E test kullanilarak yapilan Metallo-B-lactamase (MBL) testi
K. pneumoniae icgin pozitif saptanmigtir. PCR, sekanlama ve plasmid analizi ile K.
pneumoniae SALL ‘nin NDM 1ve CTX M, E. coli SAL2 ‘nin OXA 48 ve CTX M igerdigi
saptanmistir. Bu olgu ile Tiirkiye’de yurt disi1 temasli ilk NDM 1 direng geni saptanmistir
[203].

Yanik ve arkadaslarinin [167] Samsun’da yaptiklar1 calismada 210 imipenem,
meropenem veya doripenem antibiyotiklerinden en az birine direncli gram-negatif suslarda
MHT ile karbapenemaz varligi arastirilmistir. PCR ile NDM-1 varligiin ile arastirilmasini
hedeflemistir. Calismanin sonucunda, toplam 210 klinik izolatin hi¢birinde NDM-1diren¢
gen pozitifligi tespit edilmemistir. Bu sonuglar NDM-1 varliginin lilkemizde heniiz yaygin
olmadigina isaret etmektedir. Tirkiye‘de yurt disi temas 6ykust olmayan ilk NDM 1 direng
geni Alp ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda tespit edilmistir. Bu caligmada 137
karbapenem direncli K. pneumoniae susu incelenmistir. Bunlarin 94’tinde direng geni
calisilmis olup ¢alisilan izolatlarm % 91.5’inde OXA 48, % 3.2’sinde IMP ve % 4.3’ iinde
tek basina NDM 1, % 1’ inde OXA 48 ve NDM 1 birlikte saptanmistir. Bu ¢caligma Tiirkiye‘yi
NDM 1 izole edilen iilkeler listesine eklemistir. NDM 1 tespit edilen hastanin Hindistan ile
temas Oykiisii bulunmamistir [204].

Poirel ve arkadaslar1 tarafindan [205] Istanbul’da yapilan ¢alismada 22 karbapenem
direncli Enterobactericeae izolat1 degerlendirilmistir. Bu ¢alismada K. pneumoniae’da OXA
48, NDM 1 ve KPC 2, E. cloacae’de NDM-1, ve E.coli’de OXA 48 diren¢ genleri
saptanmistir. OXA 48 direng geni saptanan tim K. pneumoniae ve NDM 1 direng geni

saptanan tim E. cloacae suslarinda klonal iliski saptanmistir. Bu ¢alisma ile yenidogan yogun
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bakim {initesinde tek bir klondan yayilan NDM 1 direng geni pozitif E. cloacae ile meydana
gelen salgin lizerinde durulmustur.

Bizim yaptigimiz ¢alismada MBL E testi 1 K. pneumoniae ve 1 E. coli olmak Uzere 2
izolatta pozitif saptanmistir. Bu iki izolattan K. pneumoniae’da NDM 1 diren¢ geni pozitif
bulunmustur. NDM 1 direng geni pozitif K. pneumoniae izole edilen hasta dekompanse
karaciger sirozu nedeni ile canlidan karaciger nakli yapilan bir hastada saptanmistir.
Operasyon sonrasina cerrahi yogun bakim iinitesinde takibi sirasinda alinan rektal siirlintii
kiltirinde NDM 1 diren¢ geni pozitif K. pneumoniae izole edilmistir. Hastanin yurt dis1
Oykiisti bulunmamamkta idi. Hasta organ nakli sonrasi gelisen komplikasyon neden ile
kaybedilmistir.

Sonug olarak karbapenemaz iireten mikroorganizmalarin hem enfeksiyona hem de
kolonizasyona neden oldugu, bu mikroorganizmalarin hastane kaynakli sporadik
enfeksiyonlar kadar epidemilere de yol actifi, ozellikle OXA karbapenemaz araciligiyla
olusan karbapenem direncinin goriildiigii bilinmektedir. Bu nedenle klebsiella tiirlerinde
karbapenemlere karsi yiiksek diizey MIC degerleri saptanmis ise eslik eden diger direng
mekanizmalarinin da varligi arastirilmalidir. Suglarimizda aminoglikozid, kinolon ve genis
spektrumlu sefalosporin direnci de saptandigindan bu c¢oklu diren¢ mekanizmasinin,
antibiyotigin bakteri iizerindeki etkinligini azalttigi ve MIC diizeyini attirdig1 icin direngli
suslarin secildigi kanaatindeyiz. Ayrica karbapenemlere karsi fenotipik direng saptanip direng
geni belirlenemeyen izolatlarda direng test sisteminde yer almayan diger direng genlerine
bakilmas1 gerekir. Ek olarak fenotipik ve genotipik diren¢ uyumsuzlugunda kullanilan
yontemlere bagli hatalar olabilir. Bu nedenle bu yontemlerin de standardize edilmesine ihtiyag
vardir. Enteobactericeae ailesine bagli mortalite ve morbiditeyi azaltabilmek icin fenotipik

testlerin yaninda genotipik testlerede ihtiya¢ vardir, diisiincesindeyiz.
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢alismada;

Calisma siiresince 43 adet karbapenem direngli Enterobactericeae izole edilmistir.
Izole edilen suslarm kliniklere gore dagilimi; cerrahi yogun bakim servisi 32 (14),
dahili yogun bakim servisi % 30.2 (13), dahiliye servisi % 18.6 (8), KIT servisi % 14
(6), cerrahi servisi % 4.7 (2) seklindedir.

Materyal dagilimi; % 25.6 (11) kan kiiltiiri ve % 25.6 (11) rektal siiriintii, % 14 (6)
idrar, % 9.3 (4) batin i¢i mayi, % 9.3 (4) balgam, % 7 (3) trakeal aspirat, % 4.6 (2)
yara, % 2.3 (1) bronkoalveolar lavaj (BAL), % 2.3 (1) plevra sivis1 seklindedir.
Hastalarin 28’ 1 (% 65.1) erkek, 15’1 (% 34.9) kadin; yaslar1 3-86 araliginda olup
ortalama 53.8 yildur.

Hastalarm 10’unda karaciger, 6’sinda KiT, 2’sinde bobrek ve 1’inde kalp nakli olmak
uzere 19’ unda organ — kok hucre nakli 6ykisu mevcuttur.

Hastalarin takibinde 25’1 exitus olmustur. Bu hastalarin 9 tanesinde organ — kok hiicre
nakil 6ykisl mevcuttur.

Izole edilen 43 susun % 88.4 (38 )’ii K. pneumoniae, % 9.3 (4)’l E.coli ve % 2.3 (1)’U
K.oxytoca’dur.

Karbapenem duyarliligini saptamak i¢in yapilan disk difiizyon yontemi ile suslarin
tamami ertapeneme direngli bulunmustur. Suslarin meropenem i¢in % 95.3 (41)’
iinde, imipenem i¢in % 83.7 (36)’sinde diren¢ ya da azalmis duyarlilik saptanmuistir.
Karbapenem MIC duzeyleri E test ve Vitek-2 olmak iizere her iki yontemle galisilan
43 izolatta, karbapenemler icinde en yiiksek diren¢ ertapenemde (sirasiyla % 97.7 ve
% 100 direngli) saptanmistir. Bunu (orta duyarlilar direncli kabul edildiginde)
meropenem (sirastyla % 93 ve % 90.7 direncli) ve imipenem (sirastyla % 79.1 ve %
88.4 direngli) izlemistir.

Fenotipik testlerden Modifiye Hodge Testi galisilan 43 susun 35’inde (% 85) pozitif
saptanmistir. IMP/IMP+EDTA ile yapilan MBL E testi 43 izolattin 41’inde (% 95.3)
negatif, 2’sinde (% 4.7) pozitif olarak degerlendirilmistir.

OXA 48 direng geni pozitifligi ile ertapenem disk difizyonu ve meropenem disk
diflizyonu arasinda uyum saptanmamustir (p >0.05). OXA 48 direng geni pozitifligi

ile imipenem disk difiizyonu arasinda uyum saptanmistir (p<0.05).
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OXA 48 direng geni pozitifligi ile ertapenem E test MIC, meropenem E test MIC,
imipenem E test MIC arasinda uyum saptanmamuistir (p >0.05).

OXA 48 direng geni pozitifligi ile ertapenem Vitek MIC, meropenem Vitek MIC
arasinda uyum saptanmamistir (p >0.05). OXA 48 direng¢ geni pozitifligi ile imipenem

Vitek MIC arasinda uyum saptanmistir (p<<0.05).

Modifiye Hodge Testi pozitifligi ile OXA 48 direng geni pozitifligi arasinda kappa
uyum analizi ile anlaml1 iligki bulunmustur (p<0.05).

MBL E test pozitifligi ile NDM 1direng geni pozitifligi arasinda kappa uyum analizi
testi ile anlamli iligki bulunmugtur (p<0.05).

Ertapenem disk difiizyon ile direngli saptanan 43 susun E test yontemi ile belirlenen
MIC diizeylerine gore %97.7 oraninda direngli bulunurken Vitek-2 yontemine gore
%100 oraninda direncli bulunmustur.

Meropenem disk diflizyonu ile meropenem E test MIC ve Meropenem Vitek MIC
arasinda uyum mevcuttur (p<0.05). Meropenem E test MIC ile Meropenem Vitek
MIC arasinda uyum saptanmamaistir (p >0.05).

Imipenem disk difiizyonu ile Imipenem E test MIC ve Imipenem Vitek MIC arasinda
uyum meveuttur (p<0.05). imipenem E test MIC ile Imipenem Vitek MIC arasinda
uyum yoktur (p >0.05).

Vitek 2 ile bakilan duyarlilik paterninde 43 izolatta; amoksisilin-klavulanik asit %
100 (43), piperasilin-tazobaktam % 100 (43), seftazidim % 95.3 (43), seftriakson %
93 (41), sefepim % 81.4 (35), amikasin% 58.1 (25), gentamisin % 72.1 (31),
siprofloksasin % 95.3 (41), trimetoprim-sulfamethoxazol % 79.1 (34) oraninda direng
saptanmuistir.

Ayrica seftriakson % 2.3 (1), sefepim % 14 (6), amikasin % 18.6 (8), gentamisin %
4.7 (2) oraninda orta duyarli saptanmuigtir.

Kolistin % 11.6 (5) susta direncli, % 2.3 (1) susta orta duyarli ve % 86 (37) susta

duyarli saptanmustir.
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7. ONERILER

Karbapenemaz Ureten enterik GN bakteriler tespit edildiginde;

e Hastane kaynakli mikroorganizmalarda GSBL ile karbapenemaz aktivitesinin
birlikteligi, ¢oklu ilag diren¢ gelisimini kolaylastirmakta bunun sonucu olarak
yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlara neden olmaktadir.

e Ogzellikle yogun bakim fiinitelerinde ciddi enfeksiyonlarda karbapenem
duyarliligini dogru ve miimkiin olan en kisa siirede belirlemek, etken bakterinin
izole edildigi hasta i¢in yasamsal 6nem tagimaktadir.

e Dogru ve cabuk laboratuvar tanist enfeksiyon kontrolii acisindan onemlidir.
Daha hizli sonuglar i¢in fenotipik diren¢ tanimlama yontemlerine gereksinim
oldugu kadar genotipik diren¢ tanimlama yontemlerine de gerek duyuldugu,
hastane mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu yontemlerin de kullaniminin

yayginlastrilmasina 6nem verilmelidir.

Bu sonuglar 15181nda; kritik durumdaki hastalarda enfeksiyon varliginda miimkiin olan en
kisa siirede etken bakterinin tanimlanmasi, antibiyotik duyarliligi ve diren¢ genlerinin
tanimlanmasi, bu hastalarin uygun sekilde izole edilmesinin ve akilc1 antibiyotik kullaniminin

mortaliteninin azalmasina katki saglayacag diislincesindeyiz.

8.0ZET

Bakterilerdeki antibiyotik direnci, tiim diinyada giderek artmaktadir. Bu direngli
kokenler enfeksiyonlarin tedavisinde dnemli sorunlara yol agmaktadir. Yasami tehdit eden
ciddi, c¢oklu ilag direnci gosteren GN bakterilerin yol actig1 enfeksiyonlarda karbapenem
grubu antibiyotikler son se¢enek durumunda oldugu ic¢in karbapenem direncinin ayr1 bir
onemi vardir. Bu c¢alismada hastanemizde izole edilen karbapenem direngli
Enterobacteriaceae fenotipik ve genotipik Ozelliklerinin arastirilmasi ve karbapenem

direncine sebep olan genetik mekanizmalarin incelenmesi amaglanmigstir. Caligmaya toplam
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43 karbapenem direncli sus almmustir. Vitek-2 (bioMérieux, Fransa) sistemi ile
isimlendirilmis ve antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Karbapenem MIC degerleri ayrica
E-test ile de calisilmistir. Fenotipik tanimlama i¢in MHT ve MBL E test kullanilmistir.
Direng genlerinden olan IMP, VIM, KPC, NDM 1 ve OXA 48 Multipleks PCR (hyplex®
SuperBug ID) ile calisilmistir. MHT % 81.4 oraninda pozitif saptanmistir. Kirk {i¢ susun
7’sinde OXA 48 geni, 1’inde NDM 1 geni pozitif bulunmus, digerlerinde ise hi¢ bir direng
geni tespit edilememistir. PCR sonuglar1 referans alinarak, fenotipik testlerle PCR uyumu
karsilagtirilmistir. MHT testi ile OXA 48 direng geni pozitifligi ve MBL E test ile NDM
Idireng geni pozitifligi arasinda uyum goriilmiistiir ( p < 0,05). Diger antibiyotiklere karsi
yiilksek oranda diren¢ goriiliirken suslarin %11.6’sinda  kolistin direnci goriilmiistiir.
Karbapenem direngli enterobactericeae izolatlarin hizli ve erken tanimlanmasi bu ¢ok direncli
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin engellenmesi ve bununla iliskili mortalite

oranlarinin diismesine katki saglayacaktir diisiincesindeyiz.

9. SUMMARY

Emergence of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae is increasingly reported
worldwide and cause therapeutic problems in health care facilities.
Carbapenems are often considered as a last therapeutic choice for the treatment of life
threatining of infections due to multidrug-resistant Gram-negative rods. For that reason
Carbapenem resistance is extremely important.

In the present study, It has been intended to examine the genotypic and phenotypic
properties of the carbapenem resistant Enterobacteriaceae strains that are isolated from our
hospital and the genetic mechanisms that cause the carbapenem resistance. A total of 43

carbapeneme resistant strains have been included in this study.ldentification and antibiotic
susceptibility tests were performed by Vitek-2 system.Carbapenem MIC values were also

studied by E-test. Modified Hodge Test (MHT) and MBL E test were used for phenotypic

64



detection, and PCR, Multipleks PCR (hyplex® SuperBug ID), by using specific primers for
the detection of bla OXA-48 , bla KPC , bla NDM 1 and bla VIM type carbapenemases with
specific primers were performed.

Carbapenemase production was demonstrated by modified Hodge test and 81.4 % of
isolates were positive. Seven isolates of 43 were positive for blaOXA-48 and one for

blaNDM-1 and there wasn’t any positivity for the others.

With PCR results as reference, PCR compliance with phenotypic tests were compared.
There was compatibility between OXA 48 positivity and MHT ( p < 0,05) and MBL E test
between NDM-1 resistance gene. Antimicrobial susceptibility testing showed that although
carbapenem-non-susceptible strains exhibited high resistance rates to other antimicrobial
agents. The rate of colistin resisctance were 11.6 %.An early and quick identification of
carbapenemase-producing enterobactericeae, is mandatory to prevent the spread of these

highly resistant pathogens.
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	Yaptığımız çalışmada;
	 Çalışma süresince 43 adet karbapenem dirençli Enterobactericeae izole edilmiştir.
	 İzole edilen suşların kliniklere göre dağılımı; cerrahi yoğun bakım servisi 32 (14), dahili yoğun bakım servisi % 30.2 (13), dahiliye servisi % 18.6 (8), KİT servisi % 14 (6), cerrahi servisi % 4.7 (2) şeklindedir.
	 Materyal dağılımı; % 25.6 (11) kan kültürü ve % 25.6 (11) rektal sürüntü, % 14 (6) idrar, % 9.3 (4) batın içi mayi, % 9.3 (4)  balgam, % 7 (3) trakeal aspirat, % 4.6 (2) yara,  % 2.3 (1)  bronkoalveolar lavaj (BAL), % 2.3 (1)   plevra sıvısı seklind...
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	 Hastaların 10’unda karaciğer, 6’sında KİT, 2’sinde böbrek ve 1’inde kalp nakli olmak üzere 19’ unda organ – kök hücre nakli öyküsü mevcuttur.
	 Hastaların takibinde 25’i exitus olmuştur. Bu hastaların 9 tanesinde organ – kök hücre nakil öyküsü mevcuttur.
	 İzole edilen 43 suşun % 88.4 (38 )’ü K. pneumoniae, % 9.3 (4)’ü E.coli ve % 2.3 (1)’ü K.oxytoca’dır.
	 Karbapenem duyarlılığını saptamak için yapılan disk difüzyon yöntemi ile suşların tamamı ertapeneme dirençli bulunmuştur. Suşların meropenem için  % 95.3 (41)’ ünde, imipenem için % 83.7 (36)’sinde direnç ya da azalmış duyarlılık saptanmıştır.
	 Karbapenem MIC düzeyleri E test ve Vitek-2 olmak üzere her iki yöntemle çalışılan 43 izolatta,  karbapenemler içinde en yüksek direnç  ertapenemde  (sırasıyla % 97.7 ve % 100 dirençli) saptanmıştır. Bunu (orta duyarlılar dirençli kabul edildiğinde) ...
	 Fenotipik testlerden Modifiye Hodge Testi çalışılan 43 suşun 35’inde (% 85)  pozitif  saptanmıştır. IMP/IMP+EDTA ile yapılan MBL  E testi  43 izolattın 41’inde (% 95.3) negatif, 2’sinde (% 4.7) pozitif  olarak değerlendirilmiştir.
	 OXA 48 direnç geni pozitifliği ile ertapenem disk difizyonu ve meropenem disk difüzyonu arasında uyum saptanmamıştır (p >0.05).  OXA 48 direnç geni pozitifliği ile imipenem disk difüzyonu arasında uyum saptanmıştır (p<0.05).
	 OXA 48 direnç geni pozitifliği ile ertapenem Vitek MIC,  meropenem Vitek MIC arasında uyum saptanmamıştır (p >0.05). OXA 48 direnç geni pozitifliği ile imipenem Vitek MIC arasında uyum saptanmıştır (p<0.05).
	 Modifiye Hodge Testi pozitifliği  ile OXA 48 direnç geni pozitifliği arasında kappa uyum analizi ile anlamlı ilişki bulunmuştur (p<0.05).
	 MBL  E test pozitifliği ile NDM 1direnç geni pozitifliği arasında kappa uyum analizi testi ile anlamlı ilişki bulunmuştur (p<0.05).
	 Ertapenem disk difüzyon ile dirençli saptanan 43 suşun E test yöntemi ile belirlenen MIC düzeylerine göre %97.7 oranında dirençli bulunurken Vitek-2 yöntemine göre %100 oranında dirençli bulunmuştur.
	 Meropenem disk difüzyonu ile meropenem E test  MIC ve Meropenem Vitek MIC arasında uyum mevcuttur (p<0.05). Meropenem E test  MIC ile  Meropenem Vitek MIC arasında uyum saptanmamıştır (p >0.05).
	 İmipenem disk difüzyonu ile İmipenem E test  MIC ve İmipenem Vitek MIC arasında uyum mevcuttur (p<0.05). İmipenem  E test  MIC ile  İmipenem Vitek MIC arasında uyum yoktur (p >0.05).


