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OZET

ENTEROBACTERIACEA TURLERINDE KARBAPENEMAZ URETIMININ
FENOTIPiK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Amac: Enterobacteriacea spp sik karsilasilan gram negatif etkenlerdir. Direngli tiirler
karbapenem kullanimini ve direng gelisimini arttirmaktadir. Bu direncin tespiti énem
arzetmektedir. Mevcut metodlarin sensitivite ve spesifite diisiikligi yeni metodlarin
gelistirilmesine neden olmustur. Amacimiz karbapenem direngli Enterobacteriaceae
izolatlarinda karbapenemaz varligin1 fenotipik yontemlerle incelemek, fenotipik ve
molekiiler yontemlerin arasinda, fenotipik yontemlerin kendi aralarinda uyumlulugu
incelemektir.
Materyal ve Metod: Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda izole edilen ve karbapenem direng geni tespit edilmis 70
Enterobactericeae susu c¢alismaya dahil edildi. Calismaya ayrica karbapenem direngli olan
ancak direng geni tespit edilmeyen negatif kontrol olarak 40 Enterobactericeae dahil
edildi. Suslarda karbapenemaz tespiti igin Modifiye Hodge Testi (MHT), Kromojenik test,
CarbaNP testi ve MAST disk testleri kullanildi. Elde edilen sonuglarla fenotipik testlerin
sensitivite, spesivite, pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplandi.
Bulgular: Calismaya dahil edilen 110 sustan 78 (%70,9)’inde MHT pozitif, 32 (%29,1)’i
negatif, CarbaNP testiyle 82 (%74,5)’s1 pozitif, 28 (%25,5) sus negatif, kromojenik
besiyeri testi ise 73 (%66,4) susu pozitif, 37 (%33,6) susu negatif bulmustur. 110 susta
MAST disk test sonucuna gore 74(%67,3) sus pozitif, 13(%32,7) sus negatif bulunmustur.
PZR pozitif suslarin 67 (%95,7)’sinde MAST disk pozitiflik saptandi ve en fazla OXA-48
(%87,1) karbapenemaz tiirii saptandi. Dort farkli metodu karsilastirdigimizda sirasi ile
sensitivite, spesifiteleri, PPD ve NPD’leri en yiiksek olan testler CarbaNP ile MAST disk
olmustur.
Sonug¢: Karbapenem MIK degerlerinde artis saptanan izolatlarda bu artisin dogrulanmasi
ve hastane i¢inde, karbapenem direngli Enterobacteriaceae prevalansinin arttigi birimlerde
tastyicilik taramasi yapilmasi mantikli goériinmektedir.
Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae; Fenotipik testler; Karbapenem direnci;
Karbapenemazlar

Emin GULUZADE, DoktoraTezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Ocak-2019



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CARBAPENEMASE PRODUCTION IN

ENTEROBACTERICEAE SPECIES BY PHENOTYPiIC METHODS
Aim: Enterobactericeae is the most encountered gram negative pathogen. Resistant
spesies increasing carbapenem use and therefore resistance. Detection of this resistance
iscrusial. Low sensitivity and specivity of known methods forced to develop new
methods. Aim of our study is to investigate phonotypic methods on carbapenemase
resistant Enterobacteriaceae izolates, to compare phonotypic and molecular methods,
also evaluate phonetypic tests amogst themselves.
Material and Method: 70 genotypically positive Enterobacteriacea strain included to
study that has been isolated in OMU Medical Faculty Microbiology Laboratory. 40
Enterobacteriaceae are also included as a negative contol. Carbapenemase production
tested using Modified Hodge Test, Chromogenic test, CarbaNP test and MAST Disc
test. Results used to calculate sensitivity, spesivity, positive predictive and negative
predictive values of phenotypic tests
Results: 78 (%70,9) from investigated 110 strains MHT was positive and 32 (%29,1)’
was negative, CarbaNP detected 82 (%74,5) as positive, 28 (%25,5) as negative,
results from Chromogenic Medium showed 73 (%66,4) as positive and 37 (%33,6) as
negative. Total 110 isolate showed 74(%67,3) positive, 13(%32,7) negative results on
MAST Disk test. Among PCR positive isolates 67(%95,7) MAST disk detected as
positive and showed OXA-48 (%87,1) type carbapenemaes. Comparing four different
methods CarbaNP and Mast disk method showed highest sensitivity, spesifity, positive
and negative predictive values accordingly.
Conclusion: Confirmation of elevated carbapenem MIC results and hospital screening
for vectors especially in departments with high prevalence of carbapenem resistance
seems rational
Keywords: Carbapenem resistance; Carbapenemases; Enterobacteriaceae; Phenotypic
tests

Emin GULUZADE, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, January-2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

APBA : 3-Aminofenilboronik Asit

CDC : Center for Disease Control and Prevention
CLSI : Clinical Laboratory Standards Institute
CDST : Cift Disk Sinerji Testi

Ccip : Coklu ilag Direnci

DHP-I : Dehidropeptidaz-1

DMSO : Dimetilsiilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DPA : Dipikolinik Asit

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

EMB :Eosin Methylene Blue

EUCAST : European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing

FDA :US Food and Drug Administration

GIM : German imipenemase Metallobetalaktamaz
GSBL - Genislemis Spektrumlu Betalaktamaz
GSBL :Genisglemis Spektrumlu Beta-Laktamaz
KDDT : Kombine Disk Difiizyon Testi

KIT : Karbapenemaz inaktivasyon Testi

KUE :Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae

M :Molar



MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight

MBL

MDR
MHA
MHT
MiK

MiO

MRNA

MRSA

NAG

NAM

NDM

OMP

OMP

PBA

PBP

PBP

PCR

PDR

PZR

SF

SIM

TBE

tRNA

: Metalo-Beta-Laktamaz

: Multi Drug Rezistance
: Muller Hinton Agar

: Modifiye Hodge Testi
: Minimal Inhibitér Konsantrasyon
:Motilite Indol Ornitin

: mesajc1 Ribontikleik asit

:Metisilin-Rezistan S. aureus
. N-Asetilglukozamin
: N-Asetilmuramik Asit

: New Delhi Metallobetalaktamaz

: D1s Membran Proteini

: Outer Membran Protein

: Fenilboronik Asit

: Penisilin Baglayan Protein

: Penisilin Baglayici Protein
: Polymerase Chain Reaction

: Pan Drug Rezistance

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Serum Fizyolojik

: Seoul Imipenemase Metallobetalaktamaz
- Tris-borik asit-EDTA

- tastyic1 Riboniikleik asit

Vi



TSI : Triple Sugar Iron

VIM ‘Verona Integronla Kodlanan Metallobetalaktamaz
ViP - Ventilator iliskili Pnomoni

XDR : Extreme Drug Rezistance

YBU - Yogun Bakim Unitesi

Ml : Mikrolitre

vii
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1. GIRIS

Enterobacteriaceae ailesinin toprakta, sularda, bitkilerde, hayvan ve insanda
olmak iizere oldukca yaygin bir yasam alani vardir. Elliden fazla cins ve yiizlerce
bakteri tiirii bu ailede bulunmaktadir. Bu aile insanda hastane ve toplumsal kokenli
olmak {izere 6nemli klinik tablolara neden olan en genis bakteri toplulugu olarak kabul
gormektedir. Bu topluluk iginde firsatgr patojen (Escherichiae coli, Klebsiella
pneumoniae) ve primer patojen (Shigella spp, Salmonella spp) olarak adlandirilan tiirler
bulunmaktadir. Bu tiirler bireylerde normal komensal flora iiyesi olarak firsat¢1 veya
dogal rezervuarlarindan bulasarak hastalik olusturmaktadir. Bu hastaliklar toplumda ve
hastanede yatan hastalarda da ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisi giinlimiizde antibiyotiklere karsi giderek artan direng nedeniyle
zorlagmakta. Bununla bereber son zamanlarda klinik kullanimda olan nerdeyse biitiin
antibiyotiklere direngli tiirlerin de olmasi toplum sagligi acisindan ciddi tehdit
olusturmakta. Direngli tiirler ¢esitli nedenlerle kazandiklar1 bu o6zelliklerini diger
bakterilere aktararak direncin yayilmasina neden olmaktadirlar. Bu tiirlerde gelisen
direng Enterobacteriaceaeinfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenemlerin (imipenem,
meropenem) yogun kullanimina neden olmustur. KarbapenemlerEnterobacteriaceae
tirlerinin neden olduguenfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan en etkili ilag grubudur.
Bu antibiyotiklerin klinik kullanimagirmesiyle gelisen direngli enfeksiyonlarda
kullanilabilecek tedavi alternatiflerini ciddi anlamda kisitlamistir (Murray PR, 2008).

Bakteri tiirleri arasinda diren¢ yayilimini sinirlamak ve tedaviye yon vermek
amaciyla Enterobacteriaceae’larda karbapenem direng tiplerinin rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda dogru bir sekilde tespit edilmesi gerekmektedir. Molekiiler yontemler
en giivenilir yontem olmakla birlikte, alternatif olabilecek sensitivite ve spesifitesi
yiiksek, daha ucuz ve kolay yeni metodlarin gelistirilmesine calisilmaktadir (Murray
PR, 2008; Lee Y, 2012; Rood 2017). Calismamizin amaci karbapenem direngli
Enterobacteriaceae izolatlarinda karbapenemaz varligini fenotipik yontemlerle
incelemek, fenotipik ve molekiiler yontemlerin arasindaki ve farkli fenotipik
yontemlerin kendi aralarindaki uyumlulugu incelemek, optimum fenotipik yontemi rutin

laboratuvar kullanimina 6nermektir.



Bu ¢alismayla bolgemizde Enterobacteriaceae tiirlerinde goriilen karbapenemaz
direncini saptamada kullanilan fenotipik yontemlerden ucuz, hizli ve dogru sonug
verebilme kapasitelerini altin standart yontemle kiyaslayarak ucuz, pratik ve gilivenilir
yontemin belirlenip klinik kullanima sunulma imkanimiz olmustur. Bunun yaninda

hastanemizin karbapenem direng profili hakkinda bulgulara ulasilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Enterobacteriaceae spp.

2.1.1.Genel Ozellekleri

Enterobacteriaceae ailesi 6nemli klinik tablolara neden olan en genis bir bakteri
toplulugudur. Elliden fazla cins ve yiizlerce bakteri tiirii bu aileye dahil edilmistir.
Ozellikle molekiiler tekniklerinde bakterilerin tanimlanmasinda kullanima girmesiyle
birgok yeni tiir kesfedilmis ve bu aileye dahil edilmistir. Bu aileye ait bakteriler gram
negatif yapiya sahip olup basit besiyerlerinde kolayca iireyebilirler. Bununla birlikte bu
aile icinde tretilmesi zor olan bakteri tiirleri de tanimlanmistir. D-glikoz ve diger
sekerleri siklikla gaz olusturarak fermente ederler. Bu aileye ait bakteriler katalaz pozitif
ve oksidaz negatiftirler. Nitratlar1 nitritlere indirgerler ve DNA igeriginde

Guanin+Sitozin (G+C) oran1 %39-59 olarak bazi 6zellikleri vardir (Murray PR, 2008).
Enterobacteriaceae ailesi dis ortamda yaygin olmakla beraber toprakita,
sularda, bitkilerde, yiyecek, hayvan ve insanviicudunda oldukca yaygin bir yasam alani
olmakla yanisira bu tiirler i¢inde 6zel ve kisith yasam alani olan tirler de
tanimlanmistir. Klebsiella, Shigella, Yersinia cinsi bakteriler hareketsiz, sporsuzdurlar.
Bazi tiirler ise peritrig flagellalart ile hareketlidir. Aileye ait bazi cinsler (Salmonella,
Shigella) safra tuzlarina direng gostermeleriyle enterik patojenlerden kolaylikla ayirt
edilebilmekte. Kapsiil {ireten suslarla beraber kapsiilsiiz, diffuz ince slime tabakayla
kapli suslar da vardir. Firsat¢1 patojen (Escherichiae coli, Klebsiella pneumoniae) ve
primer patojen tiirler (Shigella spp, Salmonella spp) vardir. Bu aileye ait ¢esitli tiirler
bireylerde normal komensal flora {iyesi olarak firsat¢1 veya hayvan rezervuarlarindan

bulasarak hastalik olusturmakta (Murray PR, 2008; Jawetz, 2016).

2.1.2. Taksonomi

Enterobacteriaceae ailesinin tanimlama ve klasifikasyonunda yakin zamanlara
kadar biyokimyasal 6zellikler 6n plandaydi. Ancak giiniimiizde genetik ve fenotipik gibi
Ozelliklere dayali ileri teknikler kullanarak bu tiirlerin tanimlanmasi gérgeklesmistir. Bu
yeni metotlarin uygulanmasiyla eskiden tanmimlanan birgok bakterinin yeniden

siiflandirilmas: yapilmistir. Niikleik asit hibridizasyon ve sekans analizi gibi molekiiler


https://accessmedicine.mhmedical.com/book.aspx?bookid=1551

yontemlerle sadece klasifikasyon yapilmayip tiirlerin yeniden dogru ve giivenilir
tanimlanmasimna imkan tanimistir. Biitin bu yeni tekniklere ragmen halen
adlandirilamamus tirler de vardir. Enterobacteriaceae ailesine 40 dan fazla cins ve
ortalama 170 tiir dahildir. Enterobacteriaceae ailesindeki 6nemli cinsler: Escherichia,
Klebsiella, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Yersinia,
Morganella, Serratia, Providencia olarak siralanmaktadir (Murray PR, 2008; Kumar
2012; Jawetz 2016).

Tablo 1.Enterobacteriaceae Ailesinin Siniflandirmasi

Familya Cins Tiir
Escherichieae o E. coli, E. blatae, E. vulneris, E. fergusonii, E.
I. Escherichiea B
hermannii
I1. Shigella . d . .
S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei
Edwardsiellae Edwardsiella E. tarda, E. hoshina, E. ictaluri
Salmonelleae Salmonella S. typhi, S. choleraesuis, S. paratyphi A, S. enteridis,
S. gallinarum, S. pullorum
Citrobacteriaceae Citrobacter C. freundii, C. diversus, C. amalonaticus
Klebsielleae Klebsiella K. pneumonaie, K. ozanae, K. oxytoca, K.
rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena, K.
omithinolytica
E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E.
Enterobacter amnigenus, E. sakazakii, E. gergoviae, E. dissolvens,

E. taylorae, E. nimipressuvali, E. nimipressuvalis, E.
asburiae, E.hormaechei

H. alvei

S. marcencens, S. lique, S. liquefaciens, S. rubidaea,

S. fonticola, S. odorifera, S. plymuthica, S. ficaria



https://accessmedicine.mhmedical.com/book.aspx?bookid=1551

Tablo 1. Enterobacteriaceae Ailesinin Siniflandirmasi(devam)

Familya Cins Tiir
Hafnia
Serratia
Proteeae Proteus P. mirabilis, P. vulgaris, P. pennei, P. myxofaciens
Morganella M. morganii
Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii
Yersinieae Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica, Y.

frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia, VY.

ruckeri, Y. aldovae

Erwinieae Erwiania E. amylovora, E. carotovora
Herhangi bir aile Arsenophonus
igine o
. ) Budvicia
yerlestirilmemis
cinsler Buttiauxella
Kluyvera
Leclercia
Leminorella
Moellerella

Obesumbacterium

Pantoea

Kaynak: Murray(2008); Kumar(2012)

2.1.3.Morfolojik, Metabolik ve Kiiltiir Ozellikleri
Enterobacteriaceae tiirleri bakteriler 0.3-1 um en ve 0.6-6 pm boyutlarinda

fakiiltatif anaerobik oksidaz negatif, katalaz pozitif, aerop gram negatif



mikroorganizmalardir. Kiiltiir ve orneklerden hazirlanan yaymalarda gram negatif,
comak seklinde boyanirlar. Bir kism1 polisakarit kapsiillii olmakla birlikte flagellasi ile
hareketli olup ¢ogunlugu kapsiilsiiz ve hareketsizidir. Indol, ii¢ sekerli demirli besiyeri
(TSI) oksidatif fermentatif besiyerinde asit olustururlar (Murray PR, 2008; Jawetz
2016).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan %5 koyun kanli
agar, eozin-metilen blue (EMB) agar, triptik soy agar ve MacConkey besiyerlerinde
kolay iirerler. Koyun kanli agarda 0,5-2 mm c¢apinda, seffaf veya opak, zeminden
kabarik koloniler olustururken, Mac Conkey agarda siyah, veya pembe renkte koloniler
olusturan tiirler vardir (Murray PR, 2008; Greenwood, 2012; Jawetz, 2016).

Kiiltiirlerde bu bakterilerin izole edilmesinde kullanilabilen segici ve ayirt edici
besiyerleri gelistirilmistir. Bu amagcla diger mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe
eden farkli kimyasallar kullanilarak SS agar gibi 6zel besiyerler kullanilabilmektedir.
Klebsiella gibi iiriner sistem hastaliklarina neden olan bazi izolatlar {ireme igin sistein
gerektirebilir. Bu durumdan dolay: identifikasyon i¢in kullanilan besiyerlerine 0.64 mM
sistein ilavesi onerilmekte. Kapsiillii tiirler kolonilere M koloni seklinde tiremektedir.
Bu cinse ait tiirler iireyi yavas hidrolize eder ve Christensen Ure agarda parlak pembe
renk olusumuna neden olurlar (Murray PR, 2008; Jawetz, 2016).

Bakterilerin karbon kaynaklarinin asimilasyon 6zellikleri, onlarin yar1 otomatize
ve otomatize sistemlerle tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Ekilmis plaklarin iiremleri
icin enkiibasyon genis bir 1s1 yelpazesinde (25-37°C) olmakla birlikte laboratuvarda
optimum tiretim i¢in 37 °C uygulanmakta (Murray PR, 2008; Greenwood, 2012).

2.1.4.EnterobacteriaceaeTiirlerinin Genel Viriilans Faktorleri

Enterobacteriaceae cinsine ait olan bakteriler yiiksek viriilans potansiyeline
sahiptir. Viriilans 6zellikleri tagidiklari antijenik yapilara baghdir. Bu antijenik yapilar
ayni zamanda epidemiyoloji ve siniflandirmada da 6nemli rol almaktadir. Somatik O,
kiprik ve flagella H, kapsiil K, bunlardan bazilaridir. Bunlara ek olarak biitiin aileye ait
diger iiyelerde de ECA (Enterobacteriaceae Common Antigen) antijeni vardir. Bu grup
icinde tiim aileye veya her bir susa ayri ayr1 Ozel c¢esitli viriilans faktorleri
tanimlanmistir. Bu viriilans faktorlerinin kromozomal, plazmid ve faj DNA’sinda

bulunmakta, bakteriler aras1 aktarilabilmektedir (Murray PR, 2008; Kumar, 2012 ).
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2.1.5.Endotoksin

Gram neagtif aerobik ve bazi anaerobik bakterilerde ortak olan bu yap1
Enterobacteriaceae ailesinde viriilans faktoriidiir. Toksin 6zelligi tasiyan bu yapi
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonun sistemik bulgularinda 6nemli rol almakta. Bu
yap1 bakteriyi olumsuz dis ortam etkilerinden (gesitli deterjanlar, safra tuzlari, metilen
mavisi) korumaktadir. Lipopolisakarit (LPS) yapiya sahiptir; lipid A, fosforillenmis ve
tekrarlayan yan oligosakkarit =zincirleri icerir. Bakteriler arasinda serogrup
tiplendirmede esas alinan O antijeni bu tekrarlayan oligosakkarit zincirlerdir. Bakteri
Olumiiyle ortama salinan yiiksek miktardaki endotoksine karsi konagin reaksiyonu

Jarex Hexhaimer reaksiyonu olarak adlandirilmistir (Murray PR, 2008; Jawetz, 2016).

2.1.6.Ekzotoksin

Protein yapisinda olup bakterilerce ortama salinan biyoaktif bir yapidir. Hedef
hiicrelere etkili, sSpesifik Ozellikleri olan toksik o6zelligi gosteren yapilardir.
Enterotoksinler, Shigatoksin ve Shigatoksin benzer toksinler hemolizinler ve
sideroforlar vb. ekzotoksinlerdir (Murray PR, 2008; Kumar, 2012).

2.1.7.Adhezinler ve Kapsiil

Enterobacteriaceae ailesinin bir¢ok iiyesinde var olan, konak hiicrelerine
dogrudan etkili, hiicre yilizeyine tutunmayi, hiicre i¢ine girmeyi ve fagositozdan
korunmay1 saglayan yapilardir. Kapsiil bakteriyi fagositozdan korur ve olduk¢a zayif
immunojendir. Kapsiil ve adhezinlerden baska bakteri dis yilizeyinde protein
parcaciklar1 heliks seklinde birleserek fimbrialar ve piluslart olusturmaktadir. Bu
yapilar enfeksiyonun patogenezinde ilk basamak olan bakteriyel tutunmay1 ve ortamda
hereketi olanakli kilar. Ayni zamanda piluslar bakteriler arasinda genetik materyelin
gegcisine de neden olmaktadirlar (Murray PR, 2008; Kumar, 2012; Jawetz, 2016).

K. pneumoniae’ nin en onemli virlilans faktorii onun polisakkarit kapsiil
yapisidir. Bakterinin mukoid koloni tipini belirleyen kapsiil 70 farkli antijenik yap1
gostermektedir (Kumar 2012).

Escherichia colii¢in genis kapsamda viriilans faktorleritanimlanmis olup ortak

viriilans faktorlerine ilaveten bazi 6zel viriilans faktorleri de bildirilmistir. Bu viriilans
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faktorlerinin genetik materyallerle (plazmid ve bakteryofaj DNA s1) alindig

kanitlanmistir. Tablo 2 deE.coli tiirlerine aitbazi viriilans faktorleri gosterilmistir.

Tablo 2. E.coli ’'nin baz: viriilans faktorleri

Bakteri

EAEC

EPEC

ETEC

EHEC

EIEC

Uropatojenler

Adhezinler

Aggregatif adherence
fimbria

(AAF/I, AAF/IL, AAF/IT)
“Bundle-forming pili”
(Bfp) ; intimin
Kolonizasyon  faktor
antijenleri
(CFAJL, CFA/IL, CFA/IIT)
Bfp; intimin

Invaziv plasmid antijen (Ipa)

P pili; fimbri

Ekzotoksinler

Enteroaggregatif 1siya dayanikli toksin (EAST);

Plazmid tarafindan kodlanan toksin (Pet)

Istya duyarli toksin (LT-1); Istya dayanikli toksin

(STa)

Shiga toksin (Stx-1, Stx-2)

Hemolizin (HIyA)

Kaynak:Kumar (2012); Mainii J (2013)

2.1.8.Epidemiyoloji

Dis ortamda yaygin bulunan mikroorganizmalar olarak toprakta, suda, bitkilerde,

hayvanlarda ve insan barsak florasinin iiyesi olarak bulunmaktadirlar. Birgok

hastaliklara neden olan bu bakteriler biitiin bakteriyemi olgularmin 1/3 kismindan,

iriner sistem enfeksiyonlarinin %70’inden daha fazlasindan sorumludurlar. Bazi

tiyeleri sirf patojen olarak bilinse de normal flora tiyeleri de vardir ki oportunistik

enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Bu bakterilerin bir kismi normal bireylerde

orofarinkste nadir bulunurken hastanede yatanlarda %20 civarinda goriilmektedir.

Diskinin en 6nemli bulag kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Karaciger apsesi olugturan

onemli etkenlerin arasinda yer almaktadir. Nekroz ve kanamayla seyeden pnomoni

vakalar1 sik goriilmektedir. Pnomoni genellike desktuktif seyretme egilimindedir.



Akciger absesi, kaviter lezyonlar sik goriiliir. Ekstrapulmoner olarak enterit, menenjit,

tiriner sistem enfeksiyonlari septisemiye neden olabilmektedirler.
2.1.9. Klinik Tablolar

Enterobacteriaceae ailesinin bazi tiirler spesifik hastaliklara neden olabilir.
Insan viicudunun bircok bolgesinde dogal flora iiyesi olarak kabul edilmemesine
karsin barsak florasinda normal iiyedir. Bir¢ok tiir apse, pndmoni, menenjit, yara,
septisemi ve Uriner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bazi tiirler 6nemli
hastane enfeksiyonlarina yol agabilmektedirler (Murray PR, 2008; Jawetz, 2016).

Gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 bu cinse ait tiirlerde yaygin goriillmektedir.
Bu aileye ait dort tiir primer olarak diyare etkeni (enteropatojenik) vardir. Bu
bakteriler Esherichae, Salmonella, Shigella, Yersinia dir. Bu tiirlerle beraber bir ¢ok
tiir de diyare etkeni olarak karsimiza ¢ikabilir. Uriner sistem enfeksiyonlar1 olusturan
bir¢ok bakteri kolondan iiretraya ordan asendan yolla diger iiriner sistem organlarina
bulasarak enfeksyon etkeni olarak kabul edilebilir. E. coli, Klebsiella tiirleri en sik
toplumsal kokenli idrar yolu enfeksiyonu (IYE) karsimiza cikan tiirler oldugu gibi
hastanede yatan hastlarda bu tiirlere ek Enterobacter ve Serratia tiirleri de {iiriner
sistem enfeksiyonlar1 olusturmaktadir.

Septisemi olgularina genellikle iiriner ve gastrointestinal sistem kaynakli
enfeksiyonlar kaynak olustrmaktadir. Septisemi vakalari immunkompromize hastalar
ve primer olarak abdominal veya santral sinir sistemi enfeksiyonu olan vakalarda daha
mortal seyretmektedir (Greenwood, 2012; Rodriguez-Bano, 2014; Mandell, 2014).

Enterobacteriaceae tiirleri alt solunum yollar1 enfeksiyonlarinda da etken
olabilirler. Bronsit etkeni olarak taninan ve toplum, hastane kaynakli primer lober
pnomoni etkeni olarak K. pneumoniae tiirii alveolar nekrotik destriiksiyon, kavite
olusumu ve kanli balgam ile kasimiza c¢ikan enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Enterobacteriaceae tiirleri gesitli intraabdominal enfeksiyonlara da neden olmaktadir.
Ozellikle karaciger absesi ve safra kanali enfeksiyonlar1 en sik goriilenler arasindadir.
Daha az yayginlikta ise yara enfeksiyonlar1 ve diger hastane kaynakli enfeksiyonlara

neden olmaktadirlar (Mandell, 2014).
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2.2 EnterobacteriaceaeTiirlerinin Laboratuvar Tanisi

2.2.1. Kiiltiir

Enterobacteriaceae tiirlerin dogru bir sekilde iiretilmesi, duyarliliklarinin ve
direncin tespiti i¢in klinik O6rneklerin dogru zamanda ve uygun yontemle alinmasi,
uygun sekilde laboratuvara ulastirilmasi ¢ok 6nemlidir. Bakteriler genel olarak genel
kullanim besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. Ornekte bakterinin tahmin edilen
miktarma gore zenginlestiren besiyerleri kulamlip kullanilmayabilir. Ozellikle disk1
barsak oOrnekleri disindaki 6rnekler icin zenginlestirici besiyerlerinin kullanilmasi
gereksizdir. Digk1 6rnekler icin Stuart, Carry—Blair, Amies, gliserdllii tamponlanmis
tuzlu su gibi besiyerinde tasinmasi veya saklanmasi Onerilmektedir. Zenginlestirici
besiyeri olarak ise siklikla selenit F besiyeri kullanilmakta. Klinik 6rnekler %5 kanlh
agar ve EMB agara yapilarak iireyen bakterilerin tanimlanmasina yardime1 olmaktadir.
Normal atmosferli etiivlerde, 35-37°C 1sida bir¢ok Enterobacteriaceae tiirli iireme
gosterir. Ozellikle 1-5°C gibi soguk ortamlarda i{ireme gosteren tiirlerde (Serratia ve
Yersinia) vardir. Koyun (%5) kanli agarda iiretildikleri zaman genellikle hemoliz
yapmayan diizgiin kenarli yuvarlak koloniler yapmaktadirlar. Sadece gii¢lii hemolizin
tireten baz1 E. coli suslar1 genis hemoliz yapan koloniler olusturular. MacConkey agar
siklikla bu tiirlerin izolasyonunda kullanilabilen bir diger besiyeridir. Az bakteri
olmasi diisiiniilen orneklerde zenginlestirici selenitli besiyerlerinde 6n enkiibasyon
yapilabilir. Bu besiyerlerinin yaninda xylose—lysine—deoxycholate (XLD) agar veya
hektoen enteric agar kullanilabilir. Sorbitol igeren MacConkey agar Shiga toksin
ireten O157:H7 E. coli izolayonunu artirmak i¢in kullanilmasi Onerilmektedir

(Murray PR, 2008; Kumar 2012;Jawetz 2016 ).

2.2.2. Tiirlerin Tamimlanmasi

Enterobacteriaceae  tiirlerininkanli agarda kirli gri S tipi koloniler
olustururken bazi suslarin hemoliz zonu da olusturdugu gozlemlenmistir. Laktoz
negatif olan bu bakteri EMB agarda kirmizi koloniler olusturur. IMVIC grubu
biyokimyasal testleri kullanilarak aileye ait diger tiirlerden ayrilabilir. Gelismis
modern tanisal yontemlerden olan otomatize sistemler ve Matrix Assisted Laser

Desorption ionsation Time of Flight (MALDI TOF) tani i¢in olumlu sonuglar
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vermekte ve konvansiyonel testler yerlerini tarihin tozlu raflarinda almakta (Murray
PR; 2008, De Florio, 2018)

Steril viicut sivilarindan veya viicudun steril bolgelerinde enfeksiyon olusturan
etkenin izolasyonu zorluklar ¢ikarmamaktadir. Lakin kontamine bolgelerden ve gevre
orneklerinden bakterinin izolasyonu igin &zel besiyerleri gerekebilmektedir. Ornek
olarak, klinik seyre uyan orneklerden (balgam, trakeal aspirat, akciger biyopsi drnegi,
plevral sivi, diski, safra, duodenal aspirat, kan, kateter ucglari, orta akim idrar,
suprapubik idrar aspirati, yara) kolaylikla izole edilebilmektedirler. Alinmig 6rnekler
icin en ¢ok kullanilan biyokimyasal testler indol, Ornitin Dekarboksilaz, Voges—
Proskauer, o—nitrofenil-p—D—galaktopiranozid, sitrat, iire, hareket testleridir (Murray
PR, 2008; Kumar, 2012).

2.3. EnterobacteriaceaeTiirlerinin Neden Oldugu Enfeksiyonlarin Tedavisi

2.3.1.Antibyotiklere Duyarhhk
Enterobacteriaceae’larin neden oldugu enfeksiyonlarinin  tedavisinde
genellikle B-laktam ve B-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, aminoglikozitler,
kinolonlar, kloramfenikol, rifampisin, ve trimetoprim-siilfametoksazol  gibi
antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir. Enterobacteriaceae tiileri, ilk antibiyotiklerin
kullanima basladiginda pek ¢ok antibiyotige duyarli iken genis spektrumlu
antibiyotiklerin uygunsuz kullanilmasi1 diren¢li bakteri enfeksiyon sayisinda artiga
sebep olmustur. Glinlimiizde yiiksek diizeyde direng sergileyen suslar tanimlanmistir.
Kullanima giren her yeni antibiyotige kars1 direng gelisimi ve bu direncin tasinabilir
plazmidlerle tiirler, cinsler ve hatta aileler arasindaki yayilimi s6z konusudur. Bazi
suslar ise baz1 antibiyotiklere karsin dogal olarak direnglidirler. Bu suslarda var olan
intrensek  direng, dogal olarak kromozomalarla kodlanir. Hazirda c¢esitli
antibiyotiklerin kullanimina bagli gelisen direncin tespiti zorluklara neden olmaktadir.
Direngli Enterobacteriaceaeenfeksiyonlarinin tedavisi zordur. Uygun tedavi ile
mortalite oranlar1 azalmakta ve tedaviden dnce duyarlilik sonucuna gore uygun tedavi
segeneklerinin gézden gecirilmesi gerekmektedir (Murray PR, 2008; Mandell 2018).
Duyarlilik tespiti icin ¢esitli yontemlerin olmasina ragmen genel kullanimda
uygulanma kolayligindan dolayr disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon yaygin

kullanilmaktadir. Bakterilerin  duyarliliginin  ortaya konmasi ayni zamanda

11



epidemiyolojik caligmalara da yol gosterici olmaktadir. Antibiyotiklerin secici ¢evre
etkisi degistiginde salgin yapabilecek suslarin direng paternlerinde de degisiklik
olacaktir. Bu degisimler aylar siiren salginlarla belgelendirilmistir. Epidemik ¢alismalar
yanisira duyarlilik ¢aligmalar1 bakterileri tanimlama amagli olarakta kullanilabilmekte

(Potter ve ark., 2016).

2.3.2. Antibyotiklere Diren¢ Gelisimi ve Mekanizmalari

Son yillarda giderek artan antibiyotik direnci Enterobacteriaceae’ larin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemlerin yogunlukla tercih edilmesine
neden olmustur. Bu grup antibiyotiklere gelisen diren¢ ise mortalite ile sonuglanan
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle karbapenemler 6nemli antibakteriyel ilag
grubudur. Nozokomiyal Enterobacteriaceae izolatlarinin diren¢ mekanizmalari
siklikla beta laktamaz {iretimi, efluks pompasi ve porinlerdeki degisikliklerdir. Ayrica
antibiyotikleri parcalayarak degistiren enzimler, hedef bolge mutasyonlari, ribozomal
mutasyonlar veya degisiklikler, bilinen diger antibiyotik diren¢ mekanizmalaridir
(Murray PR, 2008; Mandell, 2014).

2.3.3.Aminoglikozid Direnci

Bakterilerde ribozomun 30S ve 50S alt iinitelerine baglanarak mRNA (mesajci
riboniikleik asit) protein sentezini olumsuz etkileyerek yanlis protein sentezlenmesine
sebep olarak bakteri Oliimiine neden olmaktadir. Enterobacteriaceae’lar
aminoglikozidlere kars1 ¢ogunlukla modifiye edici enzimler iireterek direng gelistirler.
Bunun yaninda hedef ribozomal protein degisiklikleri ve hiicre i¢ine tasinmada
bozukluk ortaya ¢ikmasi da diger dire¢ mekanizmalaridir (Murray PR, 2008; Mandell
2014).

2.3.4. Kinolon Direnci

Enterobacteriaceae’larkinolonlara karsi siklikla DNA giraz (topoizomeraz II)
veya topoizomeraz IV’te yapisal degisiklik yaparak direnc gelistiriler. Bu direng
mekanzimas1 genler iizerinde tasmir ve diger tiirlere aktarilabilir. Ilag
permeabilitesinde ve/veya efluks pompasindaki degisiklikler de diren¢ olusumuna
neden olabilmektedir (Mandell 2014).
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2.3.5. Polimiksin Direnci

Enterobacteriaceae’lar  kolistine  kars1 yapisindaki lipopolisakkaritte
modifikasyon yaparak ortaya ¢ikmaktadir. Nadir bir direngtir (Murray PR, 2008;
Mandell, 2014; Munita, 2016).

2.3.6. Beta-Laktam Direnci
Enterobacteriaceae’larin neden oldugu enfeksiyonlarinin tedavisinde oldukga

sik kullanilan bu grup antibiyotiklere kars1i gelisen direngte mortalite orani
artmaktadir. Penisilin ve sefalosporin grubu uzun yillardir kullanimda oldugu igin
giderek ylikselen direng sdzkonusudur. Bu direng genelde antibiyotigin hiicre igine
aliminda azalma, hiicre disina atilma ve mutasyonlar sonucunda bakteri yapisinda
antibiyotiklere direng olusturmaktadir. Bu mekanizmalarin disinda
Enterobacteriaceae’lar antibiyotiklere karsi gelistirdikleri en sik kullandigi direng
mekanizmasi bakterinin salgiladigi enzimlerle olmaktadir. Bu enzimlere beta-laktamaz
denilmektedir.  Betalaktamazlarin sentezi kromozom, plazmid veya transpozon
kontroliindedir (Murray PR, 2008; Mandell, 2014).

Karbapenem simifit antibiyotikler yiizlerce ¢esit olusturan beta laktam
antibiyotikler arasinda kritik 6nem arz eden bir gruptur. Betalaktam antibiyotiklere
kars1 artan direng sebebiyle Enterobacteriaceae larinneden oldugu
enfeksyonlardakarbapenemler yaygin olarak kullanilmaya basglanmistir. Bu durum
diinyada giderek yayginlasan Enterobacteriaceae karbapenemaz direncine neden
olmustur. Bu nedenle karbapenemaz iiretmeyen karbapenem direngli izolatlar toplum
saglig1 acisindan daha az 6nem arz etmektedir (Nordmann P ve ark., 2012).0Ozellikle
cok ilaca direncli enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemlerin diger antibiyotiklerle
basarili kombinasyonlar1 arastirmalarca gosterilmis, bu kombinasyonlarin sinrejistik,
additif ve olas1 antagonistik etkileri incelenmistir (Murray PR, 2008; Mandell, 2014;
Munita 2016). ilk karbapenem direnci olarak 1993 yilinda Enterobacteriaceae ailesine
ait E. cloaceae klinik izolatinda kromozomal kodlanan NmcA karbapenemazi
tanimlanmstir (Nordmann P ve ark., 2012). Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz
enzimlerin  siniflandirmasinda  en ¢ok Ambler ve Bush-Jacoby-Medeiros
simiflandirmalart kullanilmaktadir. Ambler beta-laktamazlari molekiiler yapilarina

gore siniflandirmistir (Mandell 2014; Munita 2016).

13



2.3.7. Ambler siiflamasina gore Beta laktamazlar

Smmif A: Penisilinleri hidrolize eden enzimlerdir. Gram negatif basillerde
yaygin olarak bulunan, indiiklenebilen, klavulonik asit ile inhibe olmayan
sefalosporinazlardir. Bir¢ogu kromozomal bir kismi ise plazmidlerle kodlanirlar. Bazi
karbapenemazlar kromozomal kodlanirken (IMI-1, NMC-A, SME, SHV-38 ve SFC-1)
bazilar1 plazmitle kodlanmakta (KPC, GES, IMI-2). Ik defa 1996 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde tanimlanan KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase) A
smifi arasinda en yaygin raslanan karbapenemazdir. Bu karbapenemazi {ireten
bakteriler sadece birkag antibiyotige duyarhidir (kolistin, tigesiklin ve bazi
aminoglikozitler). Bu karbapenemazlar endemik olarak ABD, Cin, italya, Polonya,
Yunanistan, Israil, Brezilya, Arjantin, Kolombiya ve Tayvanda goriilmektedir.
Sporadik olarak bir¢ok avrupa iilkesinde — Ispanya, Fransa, Almanya, Irlanda, Birlesik
Krallik, Belgika, Isvicre, Finlanda yanisira Asya-Pasifik iilkelerinden Giiney Kore ve
Avustralyada da raslanmaktadir. ABD’de 2007 ve 2009 arasinda KPC pozitif
izolatlarin prevalansi relatif olarak sabit olmakla birlikte sirasiyla 9%5.9 ve %5.7
seklinde olmustur. KPC iireten Enterobacteriaceae ilk olarak 2001’de Kuzey
Karolina’da bir klinik 6rnekte bildirilmistir (Murray PR, 2008; Kumarasamy KK,
2010; Miriagou V, 2010; Nordmann P ve ark., 2012; Tzouvelekis LS ve ark., 2012).
Yunanistanda ilk defa KPC iireten Klebsiella pneumoniae 2007 yilinda izole edilmis
ve 2003 yilinda nerdeyse hi¢ goriilmeyen KPC f{ireten izolatlarin prevalansi %38.3
oranina yiikselmistir. Yunanistan’da genellikle KPC-2 geni tagiyan K. pneumoniae
izolatlar1 genotip analizi sonucunda goriilmiistiir. Farkli K. pneumoniae klonlarinin
goriilmesine karsin ST11 klonunun prevalent olmasi en son g¢alismalarca bu Klonun
karbapenemlerle inaktivasyona direngli olmasi sebep olarak ongoriilmekte (Miriagou
V ve ark., 2010; Tzouvelekis LS ve ark., 2012).

Simif B: Aktif bolgelerinde ¢inko bulunan metallo-betalaktamazlardir (MBL).
Bu grupta aktivitasyon igin metal iyonuna (ginko) gereksinim duyan
metallobetalaktamazlar yer almaktadir. EDTA veya dipikolinik asit ile inhibe olurken
betalaktamaz inhibitorleri ile inhibe olmazlar. Bu gruba ait karbapenemazlar en
yiiksek karbapenemaz aktivitesi sergilemekte olan en onemli karbapenemazlardir.
(Murray PR, 2008; Martinez-Martinez, 2014). Enterobacteriaceae suslarinda yaygin

goriilen karbapenemazlardan Verona Integron Encoded MBL (VIM), Imipenemase
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(IMP), New Dehli MBL-1 (NDM-1) dir. VIM pozitif K. pneumoniae ilk olarak 2001-
2003’te Giiney Avrupa’da gozlenmistir (Cornaglia G ve ark., 2011). K.
pneumoniae’nin, VIM direnc geni 1990’larda ilk defa Japonya’da ve sonra uzak
doguda bazi bakteri tiirlerinde saptand1 (Queenan AM ve Bush K, 2007; Tzouvelekis
LS ve ark., 2012). NDM-1 ilk kez Hindistan’in baskenti New Delhi’ye gitmis olan
Isvegli bir hastadan izole edilen K. pneumoniae’de tanimlanmistir (Munoz-Bellido JL
ve ark., 1999). Hindistan’da bir hastadan NDM-4 ve NDM-5 enzimine sahip E. coli
izole edilmistir. Bu enzimler karbapenemaz aktivitesi yiiksek olup karbapenemlere
yiiksek diizeyde direng gostermektedir (Poeylaut-Palena ve ark., 2007; Cornaglia G ve
ark., 2011). Cesitli integron birimlerinde yer alan bu tip genler 6zellikle plazmit ve
transpozonlarla ilisikli olduklarindan kolaylikla bakteriler arasinda yayilim
gosterebilmektedirler. En genis etki spektrumuna sahip bu grup karbapenemazlar tiim
penisilinlere, sefalosporinlere, karbapenemlere hidrolitik etki gostermekle beraber bir
monobaktam olan aztreonama etkisizdir (Yigit H ve ark., 2001; Kumarasamy KK ve
ark., 2010).

Simf C: Aktif bolgelerinde serin bulunan sefalosporinazlardir. AmpC tipi
enzimler olarak da adlandirilirlar. Bu grup penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini,
karbenesilini, karbapenemleri ve monobaktamlari hidroliz etmelerine gore alti gruba
ayrilirlar. Bu grupta yer alan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri“genis spektrumlu”
enzimlerdir. Karbapenemlere sinirli etki gosterirler veya etkisizdirler. Beta-laktam
maruziyetine yanit olarak indiiklenebilirler (Rodriguez-Bafio J ve ark., 2018).

Simif D: Bu grubu oksasilinazlar (OXA) olusturmaktadir.Bu grup enzimlerin
aktif bolgelerinde serin bulunur. Enterobacter ailesinde daha siklikla goriilen
karbapenemaz OXA-48 olarak literatiire gegmistir. 2001’de karbapenemaz aktivitesine
belirgin olan OXA-48, K. pneumoniae’de tanimlanmistir. K. pneumoniae’de OXA-
48’in nokta mutasyonlar sonucu olusan diger karbapenem hidrolize eden OXA-163,
OXA-181 ve OXA-181 varyantlart vardir (Nordmann P ve ark., 2012; Lund BA ve
ark., 2017). Centers of Diesease Control (CDC) 2017 yilindaki raporunda karbapenem
direngli Enterobacteriace’larin toplum saglhigi acisindan giincel tehtit olusturan
mikroorganizmalar ~ olarak  agiklanmigtir.  Multirezistan ~ Enterobacteriaceae
izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan karbapenemlere son

on yil iginde diinya ¢apinda artan direng paterni dikkat ¢ekmektedir (Nordmann P,
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2012). Bu antibiyotiklerin dogru ve uygun kullanimi i¢in direngli bakterilerin erken

tespiti onenmlidir. Giivenilir ve erken tespit kaynak izolasyonu ve salgin tespiti igin

hayati 6nem tasimaktadir. Bu konuda yapilan arastirmalarda cesitli direng tespit

yontemleri orataya konmustur (Pitout JD, 2008 ).

Tablo 3.Enterobacteriaceae’de bazi plazmit kokenli karbapenemazlar

Tiirler

K. pneumoniae, E. coli, K.
oxytoca, S. marcescens,
Enterobacter spp., C. freundii,
Salmonella enterica, Raultella

Spp.

K. pneumoniae, E. coli, K.
oxytoca, S. marcescens, Serratia
liquefaciens, Enterobacter spp.,
C. freundii, Morganella
morganii, Proteus stuartii, P.

mirabilis

K. pneumoniae, E. coli, K.
oxytoca, S. marcescens,
Enterobacter spp., Citrobacter
spp., P. mirabilis, Proteus
stuartii, Shigella flexneri, M.

morganii

K. pneumoniae, E. coli,
Enterobacter spp., K. oxytoca, C.
freundii, M. morganii,

Providencia spp.

K. pneumoniae, E. coli, C.
freundii, P. mirabilis

Tip

KPC

VIM

IMP

NDM

OXA

Molekiiler

sumf

B(B1)

B(B1)

B(B1)

Varyantlar

2f

3a

3a

3a

2df

Fonksiyonel

grup

KPC-2-13

VIM-1,-2,-4,-5,-
6

VIM-11,-12,-
13,-19,-23

VIM-24,-25,-
26,-27,-32

IMP -1,-3,-4,-
6,-8

IMP-11,-24,-27

NDM-1,-4,-5,-6

OXA-48,-163,-
181

Kaynak: Martinez-Martinez (2014); van Duin (2017)

2.4. Karbapenemazlarin Tanisinda Kullanilan Yontemler
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Enterobacteriacea tiirlerindeki karbapenemazlarin tespitinde bazi zorluklar
bulunmaktadir. Karbapenemaz iireten bazi suslarda karbapenemlere direng
saptanmamaktadir. Bazilarinda ise sadece karbapenem MIK diizeylerinde az bir artis
goriilmekte. Bunun yamisira porin kaybi, GSBL, Amp-C beta laktamaz ve
karbapenemaz varlig1 gibi nedenlerden dolayr bu direnglerin sadece antibiyogram
yapilarak birbirinden ayirmak zordur. CLSI, karbapenemaz tireten Enterobacteriacea
tiirleri genellikle, bir veya daha fazla karbapeneme orta derece duyarlilik veya direng
bunun yaninda bir veya daha fazla {iglinci kusak sefalosporine (sefoperazon,
sefotaksim, seftazidim, seftizoksim, seftriakson) diren¢ gosterdiklerinden Modifiye
Hodge testi (MHT) ile bu tespiti yaparak saptamayr oOnermistir (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2017). Ertapenem direnci karbapenemaz iiretiminin en
duyarli gostergesi oldugu ancak o6zgilliigliniin diisik oldugu belirtilmektedir.
Ozgiilliigii yiiksek bir diger test olan molekiiler yontemlerin ise her laboratuvar da
calisilmasi maliyet ve uygulama agisindan zordur. Karbapenamaz tespitinin zor olmasi
nedeniyle ucuz, giivenilir basit test arayislar1 devam etmektedir. Bu nedenle farkli
metot ve yoOntemler karbapenemaz tespiti i¢in gelistirilmistir. Cogu kurumda,

karbapenemaz tayini enfeksiyon kontrol amaglari igin yapilmaktadir.

2.4.1. Modifiye Hodge Testi

Karbapenemaz iireten bakteriler i¢in gelistirilen bu testin diger adi yonca
yapragi testidir. Bakterilerin  in vitro karbapenemaz {iretimini otaya c¢ikarmay1
amagclayan fenotipik bir testtir (Clinical and Laboratory Standards Institute). CLSI
tarafindan Enterobacteriaceae’larda KPC tip karbapenemaz tayininde Onerilmistir.
Duyarlilik ve 6zgiilliigii diisiik olmakla birlikte yorumlanmasi gii¢ oldugu icin EUCAST
tarafindan onerilmemektedir (Giske CG ve ark., 2012). Bu yontem, karbapenemazlarin
tip tayinini yapmaz ve CTX-M tipi GSBL veya artmig sefalosporinaz nedeniyle yanlis
pozitif sonug¢ verebilmektedir (Nordmann P ve ark., 2012; Giske CG ve ark., 2011,
Giske CG ve ark., 2012). Hazirda laboratuvarlarda karbapenemaz tespiti amaglt tek
yontem olarak kullanilmasi Onerilmemekte, diger yoOntemlere yardimci olarak

onerilmeketdir (Giske CG ve ark., 2011).
2.4.2. Inhibitor Bazh Testler

KPC Tespiti I¢in Kullamlan Yéntemler
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In vitro olarak Enterobacteriaceae tiirlerinin KPC iiretiminin fenotipik tespitini
saglayan bir testtir. KPC’ler boronik asit ve tiirevleri ile inhibe olurlar. Bu temele
dayali olarak kombine disk testi ile boronik asit kullanilarak elde edilen sonuglar
yorumlanir (Pasteran FG ve ark., 2008). Aymi agarda sadece meropenem ve
PBA-+meropenem diskleri kullanilir. Kombine diskinin gevresinde >5 mm’lik artig
olmas1 KPC {iretimini var oldugu anlamina gelmektedir. Ancak hem KPC, hem MBL
tipi karbapenemaz iireten bakterilerin taininde sorun yasanmakatadir. EUCAST sik
goriilen direng profilleri i¢in Alfa Fenil Boronik Asit (APBA) + Dipikolinik Asit
(DPA) kombinasyonunun kullanimin1 6nermistir. Ancak dogrulugu yeterince test
edilemedigi belirtilmektedir (Nordmann P ve ark., 2011; Nordmann P ve ark., 2012).
Bu test sadece KPC iireten K. pneumoniae ile kisithdir. Boronik asit tiirevlerinin
AmpC tipi beta-laktamaz (sefalosporinaz) inda potansiyel inhibitorleri oldugu
unutulmamaliudir. DPA yaninda es zamanli kloksasilin kullanilmasi da 6nerilmeketdir
(Giske CG ve ark., 2011). Ayrica VIM beta-laktamaz ortak tiretimi olan KPC pozitif
K. pneumoniae suslarda yine basarisiz kalacagi unutulmamalidir (Giakkoupi P ve ark.,
2009).

MBL Tespiti icin Kullanilan Yéntemler

MBL fiireten suslarin fenotipik tayininde kullanilan MBL’lerin EDTA ile
spesifik inhibisyon temeline dayanan bir testtir. Ayrica, 2-merkaptopropionik ve
merkaptoasetik asit gibi tiyol bilesiklerinin yan1 sira DPA ve 1,10-fenantrolin gibi
diger selator ajanlarin kullanildigr cesitli teknikler de gelistirilmisttir. Duyarliligin
artmasi i¢in EDTA ile birlikte 2-merkaptopropionik asit kullanimi da Onerilmistir.
Selatorlerle kombinasyon icin en yaygin olarak seftazidim (seftazidim/EDTA,2-
merkaptopropionik asit) iceren diskler kullamilir. Imipenem ve EDTA igeren stripler
de kullanilabilir. Bu testin yorumlamasi zor olmakta ve kantitatif sonu¢ varmez. E.
coli ve K. pneumoniae’de iyi sonuglar gostermesine ragmen, diger Enterobacteriaceae

tiirleri i¢in dah fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir (Osano E ve Miriagou, 2010).

2.4.3. MAST Disk MastID Testi
Test ticari olarak hazir sunulan ve karbapenemazlarin tanisinda kullanilan bir
testtir. Kombine disk yOntemine benzer olarak hazirlanmistir. Birinci disk A’da

karbapenem (meropenem, 10 ug) iceren; ikinci disk B de meropenem (10 pg) ve bir
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MBL inhibitdrii, iiclinci disk C de bir KPC inhibitorii ile meropenem (10 pg)
icermektedir. Temosillin diski zop ¢ap1 ile OXA aktivitesi incelebilmektedir. Boylece
ayni anda bir bakteride MBL, KPC, OXA aktivitesi arastirilma imkani sunmaktadir
(Doyle ve ark., 2012).

2.4.4. Biyokimyasal metotlar — CarbaNPTesti

CarbaNP testi ticari olarak hazirlanan imipenemin in vitro hidrolizine dayanan
biyokimyasal bir testir. Imipenem hidrolizi ile ortam pH degisikligine bagli olarak
kullanilan fenol kirmizisi indikatériinde  renk degisimi saptanir (kirmizidan
sartya/turuncuya). Testin duyarlilig1 ve 6zgilliigii molekiiler tekniklere benzer olarak
%100’e yakindir. Enterobacteriaceae tiirlerininbilinen tiim karbapenemazlarin
yaninda yeni ortaya ¢ikan karbapenemazlari da tanima kapasitesi vardir. Bu hizlhi
sonu¢ veren (<2 saat), kolay ve pahali olmayan teknik diinya capinda her
laboratuvarda uygulanabilir. Ayrica 6zel ekipman gerektirmez. EUCAST tarafindan
Enterobacteriaceae tiirlerinin karbapenemaz tespitinde Onerilen bir testtir (Giske CG
ve ark., 2012).

2.4.5. Karbapenemaz Aktivitesinin Spektrofotometri ile Tayini

Karbapenemaz enzimlerinin Matriksle Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon Ucgus Zamani Kitle Spektrometresi — MALDI TOF
yontemiye tespiti ve Ol¢limiine dayanir. Oldukga pahali cihaz, deneyimli personel
gerektirmesi ve uygulanmasi zor bir yontem oldugu i¢in kullanimi kistlidir (Lucia De
Florio ve ark., 2012).

2.4.6. Kromojenik Besiyerleri

Test ticari olarak hazirlanan besiyeleri ile karbapenemaz iireten bakterilerin
tespiti yapilir. Bu tarama yontemi ile besiyerine direkt Orneklerin ekilmesi ve
inkiibasyon sonrasi degerlendirme yapilmaktadir. Digk1 veya rektal siiriintii 6rnekler
icin uygun bir yontemdir. Yiiksek diizey karbapenemaz saliniminda etkilidirler.
Duyarliligr diisiik ve ozgiilliik yiiksektir. Iceriginde sefpodoksim iceren besiyeri
(ChromID ESBL [bioMerieux, Marcy-I’Etoile, Fransa]) ile karbapenem igeren bir
besiyeri (CHROMagar KPC) karbapenemaz ireticilerinin taranmasi igin
gelistirilmistir. Her iki besiyeri de Enterobacteriaceae tiirlerinin taninmasini saglayan

kromojenik molekiiller icerir. CHROMagar KPC sadece yiiksek diizey karbapenem
19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doyle%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22993175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Florio%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30154783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Florio%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30154783

direnci gosteren karbapenemaz {ireticilerini saptar. Bu nedenle ana dezavantaji
duyarliliginin diigiik olmasidir. Son dénemde ¢inko, kloksasilin ve OXA-48 dahil tiim
karbapenemaz {ireticilerinin saptanmasinda duyarliligr ve 6zgiilliigli yiiksek olan bir
karbapenem molekiilii igeren bir besiyeri (SUPERcarba) gelistirilmistir Bu kiiltiir bazl
testlerin hicbiri karbapenemazin tipini idantifiye etmeyecektir. Ekim yapildiktan sonra
48 saat inkubasyona tabi tutulur (Garcia-Quintanilla M ve ark., 2018).

2.5. Karbapenemazlarin Tamisinda Kullanilan Genotipik Yontemler

Fenotipik yontemlerin duyarlilik ve ozgiilliikle ilgili sorunlar1 ¢ézmek icin
karbapenemaz genlerinin tepitine dayanan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bazli
yontemler vardir. Tek bir karbapenemaz tipini hedefleyen tekli PZR yontemleri veya
birden ¢ok karbapenemaz gen tespiti igin kullanilan multipleks PZR yontemleri vardir
(Tzouvelekis ve ark., 2012). Bu yontemler igin iiretilmis kitler (6rnegin Hyplex MBL
ID ve Hyplex CarbOxa ID kits [BAG Health Care, Lich, Almanya]) ticari olrak
satilmaktadir. Microarray yontemi ayni anda birgok karbapenemaz genlerini tespit
imkani tanimaktadir (Cuzon G ve ark., 2012). Molekiiler yontemlerde sorun;

saptanacak diren¢ genlerinin 6nceden tanimlanmasi gerekliligidir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bakterilerin Eldesi ve Tanimlanmasi

Calismamiza Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarina 1.01.2016- 30.09.2016 tarihlerinde gelen hasta orneklerinden izole
edilen toplam 120 Enterobacteriaceae susu alindi. Bu suslar her hangi bir karbapenem
siifi antibiyotige direnci molekiiler (multipleks PZR) olarak kanitlanmis suslardi.

Suslarin PZR sonuglar1 Tablo 4 de verilmistir

Tablo 4. Kullanilan suslarin multipleks PZR sonuglari

PZR Sus sayist (%)
Negatif 40 (36,6)
Pozitif 70 (63,4)
Toplam 110 (100)

Calismada incelenen suslarin drneklerin servis dagilimi tablo 5 de verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan suslarin izole edildigi servis/poliklinikler

No Servis/PolikInik ismi Sus sayisi1 (%0)
1 Cocuk hastanesi 15 (13,6)

2 I¢ hastalilar1 ve Yogun bakim 44 (40)

3 Cerrahi birimler 16 (14,5)

4 Enfeksiyon hastaliklari 4 (3,7)

5 Acil ve ilkyardim 6 (5,5)

6 Noroloji 13 (11,8)

7 Diger 12 (10,9)

Toplam 110
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Calismada kullanilan suslar koleksiyon suslar1 olup daha dénceden duyarlilik ve
PZR gen analizi yapilmistir. Suslar saklama besiyerinden ¢o6ziinerek tekrar
canlandirildi. Onceden hazirlanmis %5 Koyun kanli agara ve Eozin Metilen Blue

(EMB) agara (Orbak, Turkiye) ekilerek 24 saat +37 °C enkiibe edildi.

Tablo 6. Kullanilan suslarin tiirlerinin ve PZR sonuglarinin dagilimi

PZR sonuclari

No Bakteri tiirii Sus sayisi (%) Pozitif Negatif
1 E. coli 15 (13,6) 6 10
2 Klebsiella spp. 91 (92,7)

K. pneumoniae 87 60 26

K. oxytoca 4 8 1
3 Proterus spp. 3(2,7) 0 3

Proteus mirabilis 2 0 2

Proteus vulgaris 1 0 1
4 Enterobacter aerogenes 1(1) 1 0

Toplam 110 70 40

3.1.1. Modifiye Hodge Testi

Bir gece inkiibe edilmis E. coli ATCC 25922 taze kiiltiiriinden 0.5 McFarland
bulaniklifinda suspansiyon hazirlandi. Bu suspansiyon 1/10 oraninda serum
fizyolojikle sulandirilarak steril ekiivyonla MHA besiyerine esit sekilde inokiile edildi.
Petrinin tam ortasina gelecek sekilde Meropenem (10 pg) diski yerlestirilerek test
izolatlarinin her birinden steril 0zeyle petrinin kenarindan merkeze dogru ekim

yapildi. Ekim kesisme noktasi degerlendirilerek sonuglar kaydedildi.
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Sekil 1. Modifiye Hodge Testi

3.1.2. CarbaNP Testi

Bu test asagida belitildigi gibi liretici firma Onerileri dogrultusunda calisildi.

1.

Bir gece inkiibe edilmis taze bakteri kiiltiirti kullanildi

2. Calisilacak test stripleri onceden oda 1sina gelecek sekilde bekletildi
3.
4

Stripler ambalajindan ¢ikarilarak sus numaralar1 yazildi

Her stripde olan A, B ve C kuyucuguna testle birlikte sunulan soliisyondan 100
ml konarak sonrasinda plastik ¢ubukla B kuyucugu karistirildi

C kuyucuguna bakteri kolonileri plastik c¢ubukcuklarla konarak B
kuyucugundaki yogunluk esdegeri elde edildi.

30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilerek sonrasinda C kuyucugundan D ve E
kuyucuguna 25 plL eklendi

Sonradan A kuyucugundan 25 pL D ve E kuyucuguna eklendi

Stripler 37 °C etiivde inkiibe edildi ve sonuglar 30 ve 120 dakika sonra
degerlendirildi.

Sonuglar kaydedildi.
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Sekil 2. RAPIDEC CarbaNP testi

3.1.3. MAST ID Mast Disk Testi

Bu test iiretici firma Onerileri dogrultusunda galigildi.Bir gece inkiibe edilmis
taze bakteri kiiltlirlinden 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlandi. Steril
ekiivyonla MHA (HiMedia, Hindistan) besiyerine suspansiyondan esit sekilde inokiile
edildi. Steril penset kullanarak Mast diskleri besiyeri {izerine yerlestirilerek +37 °C
normal atmosferli etiivde 16-20 saat inkiibe edildi. Inhibisyon zonlar1 kayedilerek
sonuclar degerlendirildi. A ve B diski, A ve C diski zon caplar karistirilarak aradaki
farkin A ve B i¢in 5 mm ve iizeri olmasi, A ve C i¢inse 4 mm ve {izeri olmast uygun

olarak KPC ve MBL olarak kabul edildi.
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Sekil 3.MAST disk testi

3.1.4. Kromojenik Besiyerleri

Kromojenik besiyeri toz maddesi (HiChrome KPC Agar Base - HiMedia,
Hindistan) hazir sekilde ticari olarak alindi. Toz madde distile suda ¢oziinerek
otoklavda steril edildi ve sonrasinda 55 °C kadar soguduktan sonra iizerine suplement
eklenerek 90 mm lik steril petrilere dagitildi. Tam soguduktan ve sertlestikten sonra
petriler kullanim zamanma kadar 4 °C muhafaza edildi. Saf bakteri kolonilerinden
kromojenik agara tek kullanimlik 6zelerle inokule edilerek 37 °C etiivde 18-20 saat
inkiibe edildikten sonra bakterinin spesifik renk olusturma o6zelligi incelendi ve
sonuclar kaydedildi.
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Sekil 4. HiChrome KPC kromojenik besiyeri testi — sagda KPC pozitif, solda KPC negatif sus

3.2Kalite Kontrol
Calismada kalite kontrol amagli E.coli ATCC 25922 standart susu kullanildi.

3.3. Gerecler

Calisma icin Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim dali envanteri kullanildu.
Incelenecek bakteri izolatlar1 Bakteriyoloji laboratuvarinda diizey II biyogiivenlik
kabini (Jouan MSC 9-NF-X44-201, Fransa) kullanilarak inokiile edildi. Izolatlarm tiir
diizeyinde tanimlanmasi i¢in MALDI-TOF (VITEK MS, BioMerieux, Fransa) cihazi
kullanildi. izole edilen suslar daha sonraki kullanima kadar -80° C saklama
dolaplarinda (Panasonic MDF-U5386S-PE, Japonya) muhafaza edildi. Calisma igin
kullanilan besiyerleri laboratuvarin hazirlik odasinda taze olarak hazirlandi. FiratMED
(Turkiye) tiretimi 90 mm steril petriler kullanildi. Ticari olarak alinan Kanli Agar baz
maddesi (HiMedia Blood Agar Base, Hindistan), MHA (HiMedia, Hindistan) toz
maddesi ve HiChrome KPC AGAR (HiMedia, Hindistan) toz meddesi ile birlikte
koyun kani kullanilidi. Koyun kani1 Pendik EA dan temin edildi. Analitik tart1 (Axis,
Tiirkiye) ile tartilarak toz maddeye distile su eklendi. Hazirlik odasinin tam otomatik
otoklavi (HIRAYAMA HMC, Japonya) kullanildi. Besiyerilerine eklenecek 1siya
duyarli Triinlerin eklenmesi i¢in benmari (Niive ST-402, Tiirkiye) kullanildi.
Hazirlanmig besiyerleri kullanim zamanina kadar +4° C ortamda (Arcelik No-Frost,

Tiirkiye) muhafaza edildi. Tekrar kullanilacak izolatlar steril tek kullanimlik 6ze
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(Kalip San LTD STI) kullanilarak 6nceden hazirlanmis Koyun Kanli Agar ve
ticaretten hazir temin edilmis EMB agara (Orbak, Tiirkiye) inokule edildi. Caligmada
72 saatlik tiremeni gegmemis taze koloniler kullanildi. Biyogiivenlik diizey Il kabini
(Jouan MSC 9-NF-X44-201, Fransa) i¢inde ¢alisma siirdiiriildii. Saf {ireme olan
kolonilerden plastik ¢ubuklu steril ekiivyon yardimiyla cam tiiplerde steril edilmis SF
(Neofleks %0.9 NaCl 250 ml) li slispansiyonlar1 hazirlanarak dansitometri cihazinda
(BioSan DEN-1B) 0.5 tiirbidite ayarlanma igin kullanildi. Pipetleme i¢in otomatik
pipet (Boeco, Almanya) ve steril edilmis pipet uclar1 kullanildi. Inkiibasyon igin
normal atmosferli etiiv (Mipro, Tiirkiye) kullanildi. Modifiye Hodge Testi i¢in
Meropenem diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi.

Sekil 5. -80 °C saklama dolab1

Sekil 6. Benmari
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Sekil 7. Otomatik pipet

Sekil 8. Etiiv

Sekil 9. Otoklav
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Sekil 10. MALDI TOF VITEK MS

3.4. Besiyerleri

Calismada koyun kanli agar, Eosin Methylen Blue agar, Mueller Hinton Agar
ve kromojenik agar toz maddesi kullanildi. Kanli agar toz maddesi distille suda
coziinerek otoklavda steril edildikten sonra +55 °C sicakliga ulasana kadar benmaride
bekletildi ve koyun kani eklendi. Agar 90 mm steril petrilere dagitilarak +4° C ortama
alindi. EMB agar ticaretten hazir temin edildi. MHT agar toz maddesi distille suda
coziindiikten sonra otoklavda steril edilerek +55 °C 1s1ya geldikten sonra 90 mm steril

petrilere dagitlarak soguduktan sonra +4 °C ortamda muhafazaya alindu.
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Calismada kromojenik besiyeri olarak HiMedia tiretimi (HiChrome KPC Agar
Base - HiMedia, Hindistan) besiyeri toz maddesi ve suplementi kullanildi. Toz madde
distile suyla ¢oziinerek +121 °C 15 PSI basingla otomatik otoklavda steril edilerek
sonradan benmaride +55°C gelmesi beklendi ve HiChrome KPC suplementi eklenerek
90 mm steril petrilere dagitildi. Kurumasi beklenerek petriler bi sonraki kullanima
kadar +4 °C kaldirildi. Saf iireme olan 72 saatden taze kiiltiirler steril tek kullanimlik
Ozeler kullanilarak besiyerme inokiile edilerek normal atmosferli etiivde +37 °C
inkiibe edildi. 24 saat inkiibasyondan sonra iiremis kolonilerin renk degisimi
degerlendirilerek koyu mavi-turkuaz koloniler KPC pozitif, kirmizi-mor renkli

koloniler negatif kabiil edilmistir.
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4, BULGULAR
Calismaya dahil edilen 110 susun 78’inde (%70,9) Modifiye Hodge testi

pozitif, 32’si (%29,1) negatif bulunmustur. PZR testi sonuglarina gore Modifiye

Hodge testi sonuglarinin karsilastirmasi ve tlirlere gore dagilimi tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Modifiye Hodge test sonuglari

MHT

PZR Pozitif Pozitif

n:70 Negatif

PZRNegatif Pozitif

n:40 Negatif

Toplam

n(%)

58(82,9)

12(17,1)

20(50)

20(50)

110

E. coli

15

Klepsiella spp.

50

10

16

15

91

Proterus Enterobacte spp
spp.

0 1

0 0

1 0

2

3 1

MHT: Modifiye Hodge Test; n: Sus sayisi

Calismaya dahil edilen 110 susta CarbaNP testiyle 82 (%74,5)’si pozitif, 28

(%25,5) sus negatif bulunmustur. PZR testi sonuglarmma goére CarbaNP testi

sonuglariin karsilastirmasi ve tiirlere gore dagilimi tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. RAPIDEC CarbaNP test sonuglari

CarbaNP n(%o) E.coli  Klepsiella Proterus Enterobacter
spp. Spp. spp
PZR Pozitif Pozitif 64(91,4) 8 55 0 1
n:70 Negatif 6(8,6) 1 5 0 0
PZR Negatif Pozitif 7 1 6 0 0
n:40 Negatif 33 5 25 3 0
Toplam 110 15 91 3 1

CarbaNP: RAPIDEC CarbaNP testi, n: Sus sayisi

Calismaya dahil edilen 110 susta kromojenik besiyeri kullanilarak yapilan test
sonucuna gore 73 (%66,4) sus pozitif, 37 (%33,6) sus negatif bulunmustur. PZR testi
sonuclarina gore kromojenik besiyeri testi sonuglarinin karsilagtirmasi ve tiirlere gore

dagilimi tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. HiChrome KPC kromojenik besiyeri test sonuglari

HiChrome n(%o) E.coli  Klepsiella Proterus Enterobacter
Agar spp. Spp. spp
PZR Pozitif Pozitif 58 6 51 0 1
n:70 Negatif 12 3 9 0 0
PZR Negatif Pozitif 15 2 13 0 0
n:40 Negatif 25 4 18 3 -
Toplam 110 15 91 3 1

Nn: Sus sayisi

Calismaya dahil edilen 110 susta MAST disk test sonucuna gore 74(%67,3) sus
pozitif, 13(%32,7) sus negatif bulunmustur. PZR pozitif suslarin 67(%95,7)’sinde
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MAST disk testinde pozitif saptandi. Bu teste gore ¢alismaya dahil ettigimiz suslarda
en fazla OXA-48 (%87,1) karbapenemaz tiirii saptandi. PZR negatif suslardan PZR
testi sonuglarina gére MAST disk testi sonuglarinin karsilastirmasi ve tespit edilen

enzim tiirine goére dagilimi tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. MAST disk testi ile tespit edilen karbapenemaz tiirlerinin dagilimi

Karbapenemaz n(%o) E. Klepsiella  Proterus Enterobacter
tiirii coli  spp. spp. spp
PZR MBL 28 25
Pozitif KPC 9 8
OXA-48 61 53
n:70 KPC+MBL 8 7
KPC+OXA 7 6
MBL+OXA 24 22
MBL+OXA+KPC 6 5
PZRNegatif MBL 3 2
KPC 2 2
OXA-48 2 1
n:40 KPC+MBL 2 2
MBL+OXA 1 1
OXA+KPC - -
Nn: Sus sayisi

Calismamizda kulandigimiz dort farkli metodu birbiriyle karsilsatirdigimizda

siras1 ile sensitivite ile spesifitesleri ve PPD ile NPD’leri en yiiksek olan testler
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CarbaNP ile MAST disk olmustur. Diger testlerin ayrintili ve Kkarsilastirmali
dagilimlar1 Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. Calisilan yontemlerin karsilastirmali sonuglari

Testler Sensitivite (%0) Spesivite (%) PPD(%) NPD(%)
MHT 90 75 80.7 78.1
CarbaNP 91,4 82,5 90,1 84,6
Kromojenik BY 89.7 62.5 79,5 67,6
MAST disk 95,7 82,5 90,5 91,6

MHT: Modifiye Hodge testi; PPD: Pozitif prediktif deger; NPD: Negatif prediktif deger.

Mast Disk sonuglarina gore, calismada enfeksiyon hastaliklar1 klinigi ¢ocuk
hastanesinden gelen orneklerde iireyen suslarda KPC karbapenemaz saptanmamustir.
Diger sevislerde sirasiyla OXA-48, MBL ve KPC karbapenemaz saptanmistir.

Karbapenemazlarin dagilimi tablo 12°de verildi.

Tablo 12. Caligilan susglarin servis/poliklinik dagilimi ve Mast Disk test diren¢ geni bulgulari

No  Servis/Poliklnik ismi Sus sayisi (%) MBL KPC OXA
1  Cocuk hastanesi 15 (13,6) 4 - 9
2 I hastaliklar1 ve Yogun bakim 44 (40) 14 4 26
3 Cerrahi birimler 16 (14,5) 2 1 6
4 Enfeksiyon hastaliklari 4(3,7) 1 - 2
5  Acil ve ilkyardim 6 (5,5) 4 3 4
6  Noroloji 13 (11,8) 2 1 8
7  Diger 12 (10,9) 2 1 6
Toplam 110
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5. TARTISMA

Enfeksiyon hastaliklar1 ve Klinik mikrobiyolojinin son yillardaki en biiyiik
problemi mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi gelistirdikleri direnctir. Bakterilerin
antibiyotiklere karsin gelistirmis olduklar1 diren¢ mekanizmalarinin arasririlmasi ve
bunlara karsi ¢oziim tretilmesi mikrobiyoloji laboratuvarlarinin 6nemli bir ugrasisi
haline gelmistir. Bu laboratuvarlar gecmis yillarda tanida etkenlerin ortaya konmasi ve
tanimlanmasiyla ugrasirken arttk bu ihtiyacin yaninda tanimlama yapilan
mikroroganizmlarin tiir diizeyinde, yakin iliskide bulundugu mikroorganzimlarin
yaninda direngli olduklari antibiyotikler ve bu diren¢ mekanizmalarinin yaninda bu
direncin ortaya konmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Gram negatif bakteriler hem
toplumda hemde hastanede yatan hastalarda neden olduklar1 enfeksiyon bakimindan
onemli bir grup bakteridir (Giiran M ve ark., 2016).

Enterobacteriaceae ailesinin bazi tiirleri spesifik hastaliklara neden olabilir.
Insan viicudunun bircok bolgesinde normal flora olarak kabul edilmemesine karsin
normal barsak florasinda normal {iyedir. Birgogu apse, pnomoni, menenjit, yara,
septisemi ve iriner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir. (Murray PR, 2008;
Jawetz 2016). Gastrointestinal sistem enfeksiyonlart bu cinse ait tiirlerde yaygin
goriilmektedir. Septisemi vakalart immunkompromize hastalar ve primer olarak
abdominal veya santral sinir sistemi enfeksiyonu olan vakalarda daha mortal
seyretmektedir (Rodriguez-Bafio ve ark., 2012; Mandell, 2014).

Gram negatif bakterileri grubu iginde en biiyiikk aile Enterobacteriaceae
ailesidir. Cevremizde olduk¢a yaygin olarak bulunabilen bu bakteri tiirlerinin neden
olduklar1 enfeksiyonlarin tedavisi gilinlimiizde antibiyotiklere karsi giderek artan
direng¢ s6zkonusur. Bu direncin tiirler arasinda da yayilmasindan sonra son zamanlarda
nerdeyse kullanimda olan antibiyotiklere direncli hale gelmislerdir. Bu durum insan
saghigi i¢in ciddi tehdit olusturmaktadir. Karbapenemlerin Enterobacteriaceae
tirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan en etkili ilag grubudur.
Ancak  bakterilerde antibiyotiklere karsit  kazandiklar1 diren¢ nedeniyle
Enterobacteriaceae infeksiyonlarinin tedavisinde karbapenem grubu (imipenem,
meropenem, ertapenem) antibiyotiklerin yogun olarak tercih edilmesine neden
olmustur. Bu antibiyotiklere kars1 gelisen direng ise ciddi sorun olusturmakta ve tedavi

seceneklerini oldukca kisitlamistir (Murray PR, 2008 ).
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Enterobacteriaceae  spp. Suslarinda  karbapenem  direnci  ¢ogunlukla
karbapenamaz 6zelligi olan beta-laktamaz iiretimi ile gelismektedir. Karbapenemazlar,
karbapenemlerin hidrolizine ve bunun sonucunda karbapenem minimum inhibit6r
konsantrasyon (MIK) degerlerinde yiikselmeye neden olan betalaktamazlardir.
Karbapenem direncinde, karbapenemazlara gore daha kisitli olan diger mekanizmalar,
efluks, impermeabilite ve buna eslik eden AmpC veya GSBL iiretimidir. Karbapenem
direncinin baslica sorumlusu olan karbapenemazlarin tespiti rutin laboratuvar
calismalarda 6nemini koruyarak zorluklara neden olmaktadir (Giiran M ve ark., 2016).

Karbapenemaz varligi klinik laboratuvarlarda yapilan bir dizi yontemlerle tespit
edilebilir. Bunlar otomatize sistemler veya disk diflizyon, MIK, selektif besiyerleri,
Karbapenemaz Inaktivasyon Testi (KIT), MHT, sinerji testleri, spektrometri, gen
dizilimi tespiti ve molekiiler yontemlerdir. Karbapenemaz {iretimini kontrol eden
genlerin ¢ogunlugu plazmidler tarafindan aktarilir. Giiniimiizde bu enzimlerin tespiti
farkli mekanizmalarin olusu ve bir¢ok klinik laboratuvarlarda altin standart kabul edilen
molekiiler yontemlerin kullanilamamasi nedeniyle zordur. Ote yandan klavulanik asit,
tazobaktam, sulbaktam gibi genis spektrumlu beta-laktamaz inhibitorlerinin
karbapenemler ile kombine kullanimi bakteriyel izolatlarda karbapenemaz iiretiminin
fenotipik tespiti igin yeterince giivenilir degildir. Karbapenemaz enzim iiretiminin
saptanmasinda ilk basamak testleri disk diflizyon veya otomatize sistemlerdir. Bu
duyarhilik testlerinden Once bakteriyel patojenler i¢in iki gilin siiren bakteriyel tiir
tanimlamas1 gerekmektedir ve yiiksek derecede dogru olmasina ragmen, kazanilmis ve
intrensek diren¢ ayriminda dogal problemler vardir (Giiran Mve ark., 2016).

Karbapenemazlarin fenotipik yontemler ile saptanmasi da molekiiler yontemler
kadar zorluklarla iligkili olup bu enzimin tipine, karbapenemaz enzimi bulunan bakteri
tiirline, enzimi kodlayan genin ekspresyon diizeyine, karbapenemazlar disinda bakteri
hiicre duvart gecirgenlik azalmasi ve/veya atim pompasi (efluks pompasi) ve/veya
AmpC ve GSBL’ler gibi diger diren¢ mekanizmalarimin varligina bagli olarak
degistiginden oldukca zordur. Molekiiler yontemlerlekiyaslaninca ucuz olmasi,
deneyimli personel gerektirmemesi ve uyugulanabilir olmasi temel avantajlaridir
(Nordman ve ark., 2012).

Enterobacteriaceae  toplumda o6zellikle hastanede yatan hastalarda en sik

enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikan gram negatif bakteri tlirlidiir. Dogru tedavi
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hastalarin hastanede yatis siirelerini kisaltacak, mortalite ve morbititseni azaltacaktir.
Cesitli nedenlerle giderek artan direncli suslar nedeniyle bu bakterilerin etken olduklar
enfeksiyonlarin tedavi secgenekleri kisitlanmakatadir. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde
karbapenemlerin ¢ok 6nemli bir yeri vardir. Karbapenem direngli suslar igin ise ¢ok
kisitl  segeneklerle tedaviler denenmektedir (Eisenstein Bl ve ark., 2014).
Enterobacteriaceae tirettikleri karbapenemaz enzimleri ile karbapenemlere karsi direng
gelistirmektedirler. Bu direncin dogru, hizli ve kolay bir sekilde ortaya konmasi
klinisyenin dogru tedaviyi erken zaman i¢inde tercih etmesine yardimci olacaktir (Saito
ve ark., 2015). Bu konuda ¢esitli calismalar yapilmis, daha duyarli, hizli ve 6zgiil farkli
ticari kitler gelistirilmeye g¢alisilmistir. Bu testlerin farkli olmasi her laboratuvar igin
kendi imaknalar1 dogrultusunda birini se¢gme imkani tanimistir. Ama literatiirdeki farkli
sonuglar kafa karisikliginda neden olmaktadir. Calismamizda Enterobacteriaceae
tiirlerinin karbapenemaz direncinin tespitinde kullanilan dort farkli test karsilagtirilmis
ve laboratuvarimiz i¢in en uygun test arastilima imkani olmustur. Ayn1 zamanda bu
calisma bolgemizde bu konuda yapilan en kapsamli ¢alismadir. Ayrica bdlgenin 6n
biiylik hastanesinde hizmet veren ve karbapenamaz iiretimi tespit edilen suslarin
salgiladiklar1 karbapenemaz tiirlinii fenotipik yontemlerle tespit eden bir ¢caligsmadir.
Calismamizda kullanilan Enterobacteriaceae tiirlerinde en sik karbapenemaz tiirii
siras1 ile OXA-48, MBL, KPC olarak tespit edilmistir. Ulkemizden yapilan galismalarda
en sik OXA-48 karbapenemaz tiiriiniin tespit edilmistir (Cakar A ve ark., 2016). Yakin
komsu {ilkelerde ise OXA-48 ve KPC tespit edilmistir. Calisamamizda tespit etmis
oldugumuz karbapenemaz tiirleri iilkemizde Enterobacteriaceae tiirlerinde en sik
goriilen karbapenemazlardir (Cakar A ve ark., 2016; Bayramoglu G ve ark., 2016).
Ulkemizi ve diinyada birgok iilkeyi de igine alan g¢aligmalarda bolgelere gére bu
karbapenemaz tiirtiniin degistigi goriilmektedir. Tablo 13°te 2014-2015 yillarinini

kapsayan epidemyolojik goriiniim verilmistir.
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Tablo 13.Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae Avrupa iilkelerinde karbapenemaz

tiplerine gore epidemiyolojik durum: 2014-2015

Ulkeler KPC OXA-48 VIM

pd
o
<

IMP

Almanya
Arnavutluk
Avusturya
Belgika
Birlesik Krallik
Bosna-Hersek
Bulgaristan
Cek Cumbhuriyeti
Danimarka
Estonya
Finlandiya
Fransa
Hirvatistan
Hollanda
Irlanda
Ispanya

Israil Isveg
Italya

Izlanda
Karadag
Kibris
Kosova
Letonya
Litvanya
Macaristan
Makedonya
Norveg
Polonya
Portekiz
Romanya
Sirbistan
Slovakya Slovenya
Tiirkiye
Yunanistan

OO 0O 00O O0OPFrRPROFRPRFRPPPPPOOODODOOOOOR

0
Bilinmiyor 1
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Bu tablodan anlasilacagi ilizere farkli bolgelerde farkli karbapenemaz sikligi
tespit edilmistir. Ulkemizde bu karbapenemazlar tiirlerinin de izolasyonu séz

konusudur. Ancak iilkemiznde i¢inde bulundugu ¢ografla ve komsu iilkelerde OXA-48
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ve KPC karbapenemaz tiirlerinin daha siklikla goriildiigii bakteri tiirleri saptanmistir
(Albiger B ve ark., 2015, Giiran M ve ark., 2016)

MAST disk testinin duyarlihigi ve Ozgilligi ile ilgili yapilan g¢aligmalara
baktigimizda Van Dijk ve ark. (2013) calismalarinda Enterobacteriaceae tiirlerinde
karbapenemazlarin tespitinde icin %90’nin {izerinde spesifite, %95’in iizerinde,
sensitivite bulduklarini raporlamislardir. Saito ve ark. (2015) calismalarinda yaptiklar
calismada ise Enterobacteriaceae tiirinde MAST disk testi i¢in spesifite %100,
sensitivite %91 olarak raporlamislardir. Sakanashi ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada
Enterobacteriaceae tiir bakterilerde MAST disk testi i¢in kullanilan suslarin tiiriine
bagli olarak degigsmekle birlikte %28’in iizerinde spesifite raporlamislardir. Karatuna ve
ark. calismalarinda MAST disk ve Rosco kitlerini karsilastirarak 12 OXA-48, 16 NDM-
1, 11 OXA-48 ve NDM-1, iki KPC ve bir OXA-48 ve VIM eksprese eden 11 E. coli ve
34 K. pneumoniae izolatin1 incelemistir. Sonug olarak tek karbapenemaz eksprese eden
izolatlarda MAST disk testi %78,8, Rosco Kiti ise %84,8 sonucu yakalamstir. Tki farkl
karbapenemaz iireten suslardan sirasiyla MAST disk testi ve Rosco kiti %75 ve %100
MBL pozitif seklinde sonug¢ vermistir. Yazarlar kombine diren¢ paterlerinin testlerin
tespit giiclinli olunmsuz etkileyecegini, lakin rutin laboratuvarda kullanimda fikir
olustura bilecegine isaret etmisler. Sabtcheva ve ark. da ¢aligmlalarinda MAST disk ve
KPC&MBL&OXA-48 disk kitini molekiiler metotlarla karsilastirmistir. MAST disk
testiyle Temosillin diski birlikte KPC&MBL&OXA-48 disk kitinin sonuglarini
giivenilir bulmuglardir. Calismalarinda VIM karbapenemazlarin tespitinde yontemleri
yetersiz bulmus, dider metorlarin degerlendirilebilecegine isaret etmisler. 58 izolatin
incelendigi caligmada 17 KPC pozitiv K. pneumoniae, ii¢ OXA-48pozitiv K.
pneumoniae, 11 NDM pozitiv (4 Escherichia coli ve yedi K. pneumoniae), vedokuz
VIM -pozitiv sus (altt Proteus mirabilis, iki Serratia marcescens, vebir K.
pneumoniae).Biitlin bunara ek olarak 18 negatif kontrol ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismamizda ise MAST disk testinin duyarliligi i¢in %96,4, 6zgilligi %77,5
olarak saptandi. Calismalara bakildiginda alinan bu farkli sonuglarin nedeni suslara gore
ve enzim tiirlerine gore degismektedir.

Carba NP testini degerlendiren bazi ¢alismalar incelendiginde Cunningham ve ark
(2017) Enterobacteriaceae tiirii bakteriler igin %93 spesifite, %90 sensitivite

raporlamiglardir.  Cunningham SA ve ark (2017) vyaptiklart  g¢alismada
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Enterobacteriaceae tiir bakterin Carba NP testi igin spesifite %100, sensitivite %77,7
olarak raporlamiglardir (2017). Calismamizda Carba NP testinin duyarliligi (%91,4),
ozgulligi (9%82,5) literatiirle uyumlu saptandi. Serap ve ark calismalarinda Carba NP
testi ve Karbapenemaz Inaktivasyon Testini (KIT) karsilastirarak toplam 83 direng geni
kanitlanmis susu ve 30 negatif kontrol susu incelemisler (Serp ve ark. 2017). Calismada
74 OXA- 48 ve 9 OXA- 48 ve NDM geni eksprese eden sus her iki testle pozitif olarak
saptanmistir. CarbaNP testiyle sadece OXA-48 geni olan dokuz izolat negatif
bulunmustur. Iki izolat KiT ile yanlis nagatif olarak tespit edilmistir. CarbaNP ve KIiT
testi sensitivite %89,16, %97,59 seklinde olup her iki test i¢in sensitivite %100 olarak
gorilmiistir.

HiChrome KPC kromojenik besiyeri kullanilarak Enterobacteriaceae’da
karbapenemaz varliginin taranmasi ile ilgili ¢alismalara baktigimizda Simner ve ark
ChromID Carba besiyeri ile yaptiklari c¢alismada Enterobacteriaceae tiirlerinde
ortalama %75 sensitivite, % 85’in Tlizerinde oldugunu spesivite raporlamislardir
(Simner, 2016). Zarakolu ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada ChromID carba sensitivite %57.,6,
spesivite %98.9, olarak raporlamislar (Zarakolu ve ark, 2015). Calismamizda HiChrome
KPC kromojenik besiyeri testinin duyarliliginin literatiirle uyumlu (%89,7),
Ozgilligini ise literatiire gore diisiik (%62,5) olarak saptadik.

MHT testi ile ilgili baz1 calismalar incelendiginde, Dijk ve ark yaptiklari
calisgmada Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz varhigimi arastirmada %59
spesifite, %99 sensitivite raporlamiglar (Dijk ve ark., 2013). Saito ve ark (2015) ise ise
bu grup bakterilerde ayni test icin %87 sensitivite, %100 spesivite tespit etmislerdir.
Calismamizda ise Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz varhigr igin
kullandigimiz MHT testi ile %90 duyarlilik, %75 6zgiillik saptadik. Caligmamizda elde
ettigimiz sonug literatiir sonuglari ile karsilagtirdigimizda MHT testinin performansinin
1y1 oldugunu diistindiirmiistiir.

Calisamamizda ise Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz varliginin
aragtirmada kullandigimiz MAST diske ait PPD’inin (%90,5), Carba NAP testiyle
benzer; diger testlerden yiiksek saptanmasi her iki testin penformansinin birbirine yakin
oldugunu diisindiirmiistiir. Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz varliginin
arastirmada kullandigimiz MHT testinin PPD ve NPD, HiChrome KPC kromojenik
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besiyeri i¢in elde edilen sonuglardan yiiksek olmasi bu testin dnemini yirtirmedigi
gostermektedir.

Sonug olarak ¢alismamizda suslarimizda OXA-48 karbapenemaz tiiriiniin yiiksek
oldugunu, karbapenamaz tespiti i¢in kullandigimiz dort farkli testten MAST disk ve
Carba NP test sonuglarinin biririne yakin oldugunu, testler aras1 farkliligin giderek artan
ve sadece bir testle tespit edilemeyen farkli karbapenemaz varliginin oldugunu
distindiirmiistiir.  Yinede MAST disk veya Carba NP testinin herhangi birinin
labortauvarca kendi imkanlarinca tespiti, karbapenemaz tiiriiniin tespiti i¢in ise MAST

disk yonteminin tercihinin daha uygun olacag: kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. 110 sustan78 (%70,9)’inde Modifiye Hodge testi pozitif, 32 (%29,1)’i negatif
bulunmustur.

2. Modifiye Hodge testinin duyarlilig1r %90, 6zgiilligi %75, PPD %80,7, NPD
%78,1 olarak saptanmistir.

3. 110 susta CarbaNP testiyle 82 (%74,5)’sinde pozitif, 28 (%25,5)’inde negatif
bulunmustur.

4. CarbaNP testinin duyarlilign %91,4, 6zgilligi %82,5, PPD %90,1, NPD
%84,6 olarak saptandi.

5. 110 susta HiChrome KPC kromojenik besiyeri kullanilarak yapilan test
sonucuna gore 73 (%66,4) sus pozitif, 37 (%33,6) sus negatif saptandi.

6. HiChrome KPC kromojenik besiyeri testinin duyarliligi %89,7, 6zgilligi
%62,5, PPD %79,5, NPD %67,6 olarak saptandi.

7. 110 susta MAST disk test sonucuna gore 74(%67,3) sus pozitif, 13(%32,7)
sus negatif bulunmustur.

8. MAST disk testinin duyarlilig1 %96.4, 6zgiilliigii %77,5, PPD %90,5, NPD
%91,6 olarak saptandi.

9. MAST disk test sonuclari, CarbaNP testi sonuclari benzer benzerlik
gostermistir.

10. MHT sonuglari, HiChrome KPC kromojenik besiyeri testinin sonuglarina
gore performansi daha iyi saptanmustir.

11. MAST disk test sonuglarina gore suslarda siklik sirasina gére OXA-48, MBL
ve KPC karbapenemaz tiirli saptandi.

12. Calismada enfeksiyon hastaliklart klinigi g¢ocuk hastanesinden gelen
orneklerde iireyen suslarda KPC karbapenemaz saptanmamistir. Diger servislerde
sirasiyla OXA-48, MLB ve KPC karbapenemaz saptanmuistir.

13. En sik karbapenemaz tiirii Klepsiella tiilerinde tespit edilirken diger tiirler E

coli, Protesu ve Enterobacter orlmak tizere siralanmustir.
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Calismamizin biitce kisithiligimizdan dolayr daha genis izolat sayisini
calismaya dahil edemedik. Sonug¢ olarak calisma sonunda elde ettigimiz bilgilerle
hastanemizin ¢esitli birimlerinde karbapenem diren¢ profili kismen olsa da
belirlenmistir. Bu tedavi ve enfeksiyon kontrol 6nlemleri igin yol gosterici olacak, ileri

zamanda yiirlitiilecek ¢alismalara 151k tutacaktir
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