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1. OZET

Amag: Klinik oOrneklerden izole edilen karbapeneme direngli Klebsiella
pneumoniae suslarinda karbapenemaz varliginin fenotipik ve genotipik yontemlerle test
edilmesi, karbapenemaz enzim tiplerinin dagiliminin tespit edilmesi ve test yontemleri

arasindaki korelasyonun belirlenmesi amaglanmuistir.

Gerec ve Yontem: Mart 2021-Mart 2022 tarihleri arasinda Hitit Universitesi
Corum Erol Ol¢ok Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen klinik drneklerden izole edilen ve karbapenem grubu antibiyotiklerden en az
birine direngli 100 K. pneumoniae susu calismaya dahil edilmistir. Bakterilerin
tanimlanmasi1 ve antibiyogrami VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemi ile yapilmistir. Karbapenemaz direncini belirlemek amaciyla fenotipik yontem
olarak kombinasyon disk testi kullanilmistir. Genotipik yontem olarak ise en sik rastlanan
karbapenemaz direng genleri olan blakpc, blanowm, blaviv, blaive ve blaoxa-s’i hedefleyen

iki farkli multipleks polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmistir.

Bulgular: Kombinasyon disk testi ile tiim oOrneklerin karbapenemaz iirettigi
saptanmis olup 87 (%87) izolatta OXA-48 benzeri, 13 (%13) izolatta MBL pozitifligi
tespit edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile 91 izolatta pozitiflik saptanmis olup 76
(%76) izolat OXA-48, 13 (%13) izolat NDM, 2 (%2) izolat OXA-48 + NDM olarak
sonuclanmistir. 9 (%9) Ornekte arastirilan direng genlerine rastlanmamistir. Higbir
izolatta KPC, VIM ve IMP gdzlenmemistir. Iki test arasindaki uyum %89 olarak
saptanmistir. Kombinasyon disk testinin karbapenemaz varligini saptama agisindan
duyarliligr %100, pozitif prediktif degeri %91 olarak saptanmistir. Kombinasyon disk
testinin sadece OXA-48’e sahip izolatlar i¢in duyarlilig1 %100, 6zgilligi %54,1, pozitif
prediktif degeri %87,3, negatif prediktif degeri %100 olarak saptanmistir. Sadece
NDM’ye sahip izolatlar igin ise tiim degerler %100 olarak saptanmistir. OXA-48 +
NDM’ye sahip iki izolat kombinasyon disk testi ile OXA-48 benzeri olarak

yorumlanmustir.

Sonug: Tiirkiye’de OXA-48’in endemik oldugu diisiiniildiigiinde en sik saptanan

karbapenemazin OXA-48 olmasi beklenen bir sonu¢ olmustur. Kombinasyon disk testi
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ucuz maliyeti, uygulama kolayligi, karbapenemaz diren¢ mekanizmalarini
belirleyebilmesi ve polimeraz zincir reaksiyonu ile biiyiik 6l¢iide uyumlu olmasi

bakimindan laboratuvarlarda karbapenemaz direng genlerinin saptanmasi igin

kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: K. pneumoniae, Kombinasyon disk testi, Karbapenemaz,
Karbapenem direnci, OXA-48
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IV. ABSTRACT

Investigation of Carbapenem Resistance in Carbapenem-Resistant
Klebsiella pneumoniae Strains by Phenotypic and Genotypic Methods

Background: The aim of this study is to test the presence of carbapenemase in
carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae strains isolated from clinical specimens by
phenotypic and genotypic methods, to determine the distribution of carbapenemase
enzyme types and to determine the correlation between test methods.

Materials and Methods: 100 K. pneumoniae strains that were resistant to at least
one of the carbapenem group antibiotics and isolated from clinical samples sent to Hitit
University Corum Erol Olgok Training and Research Hospital Microbiology Laboratory
between March 2021 and March 2022 were included in the study. Identification and
antibiogram of bacteria were performed with the automated system VITEK 2 Compact
(bioM¢érieux, France). Combination disc test was used as a phenotypic method to
determine carbapenemase resistance. As a genotypic method, two different multiplex
polymerase chain reactions targeting the most common carbapenemase resistance genes,

blakpc, blanom, blavim, blaime and blaoxa-ss, were applied.

Results: It was determined that all samples produced carbapenemase by the
combination disc test, and OXA-48-like positivity was found in 87 (87%) isolates and
MBL positivity was found in 13 (13%) isolates. Polymerase chain reaction was positive
in 91 isolates and 76 (76%) isolates were OXA-48, 13 (13%) isolates were NDM, 2 (2%)
isolates were OXA-48 + NDM. In 9 (9%) samples, the investigated resistance genes were
not found. KPC, VIM, and IMP were not observed in any of the isolates. The agreement
between the two tests was 89%. The sensitivity of the combination disc test for detecting
the presence of carbapenemase was found to be 100%, and the positive predictive value
was 91%. The sensitivity of the combination disc test for isolates with only have OXA-
48 was found to be 100%, specificity 54.1%, positive predictive value 87.3%, negative

predictive value 100%. For isolates with only have NDM, all values were determined as
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100%. Two isolates with OXA-48 + NDM were interpreted as OXA-48-like by the

combination disc test.

Conclusion: Considering that OXA-48 is endemic in Turkey, the most common
carbapenemase detected was OXA-48, an expected result. The combination disc test can
be used for the detection of carbapenemase resistance genes in laboratories because of its
inexpensive cost, ease of administration, ability to identify carbapenemase resistance

mechanisms, and being highly compatible with polymerase chain reaction.

Keywords: K. pneumoniae, Combination disc test, Carbapenemase, Carbapenem
resistance, OXA-48
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1. GIRIS VE AMAC

Klebsiella pneumoniae dogada ¢ok c¢esitli ortamlarda yasayabilen, hareketsiz,
kapsiillii, Enterobacteriaceae ailesinden gram negatif bir basildir (1,2). Klebsiella tiirleri
insanlarda nazofarenks ve bagirsaklarda hastalik yapmadan yasayabilir (2). Kan dolagimi
enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu (IYE), cerrahi alan enfeksiyonu, pnémoni,
endokardit, septisemi, intraabdominal enfeksiyon ve menenjit gibi cesitli enfeksiyonlara

neden olan firsat¢i bir bakteridir (3-5).

K. pneumoniae dogal olarak ampisilin, amoksisilin, tikarsilin gibi beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize edebilen enzimlere sahiptir. Buna ek olarak plazmidler veya
aktarilabilir genetik elementler araciligiyla pek ¢ok antibiyotige direngli hale gelebilir (6).
K. pneumoniae genomlarinda 400’tn iizerinde kazanilmig direng geni mevcuttur ve
Escherichia coli ile kiyaslandiginda yaklasik 2 kat fazla direng genine sahip olabilecegi
bilinmektedir (7).

1980"lerin basinda penisiline direngli Enterobacteriaceae tedavisi igin {igiincii
kusak sefalosporinlerin kullanilmaya baslanmasi su anda diinya ¢apinda yaygin olan
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) denilen enzimlerin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. 1990’larda GSBL iireten K. pneumoniae tedavisinde karbapenemler siklikla
kullanilmaya baslanmistir ve o zamanlardan beri karbapenem direngli suslarin artmasi
endise uyandirmistir (6). Coklu ilaca direngli K. pneumoniae’da antimikrobiyal direncin
yonetimi bulagict hastaliklar alaninda biiyiik bir zorluk teskil etmektedir (8). 2017 yilinda
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) yeni antibiyotiklere acilen ihtiya¢ duyulan bakterilerin bir
listesini yaymlamis ve bunlar1 Onceliklerine gore kritik, yiliksek ve orta olarak
gruplandirmistir. Bu listeye gore karbapenem direngli Enterobacteriaceae kritik grupta
bulunmaktadir (5).

K. pneumoniae’da karbapenem direnci karbapenemleri pargalayabilen enzimleri
kodlayan karbapenemaz genlerinin kazanilmasi ve/veya porin ekspresyonunda azalma ile

beraber beta-laktamazlarin asir1 liretiminin kombinasyonu seklinde iki temel mekanizma
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tizerinden gergeklesmektedir (9,10). K. pneumoniae’da karbapenem direnci fenotipik ve
genotipik yontemlerle test edilebilir. Fenotipik olarak Modifiye Hodge testi (MHT),
CarbaNP testi, karbapenem inaktivasyon metodu, kombinasyon disk testi (KDT), matriks
ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanh kiitle spektrofotometresi
(MALDI-TOF MS) ve immunokromatografik testler kullanilmaktadir (11). Genotipik
olarak ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve mikroarray gibi teknikler
kullanilmaktadir ve bu testler altin standart olarak kabul edilmektedir (12). PCR ile
molekiiler tespit karbapenemazlarin belirlenmesi igin altin standart olmaya devam etse de
pratik olmayan klinik kullanim, yiiksek maliyet, ekipman gereksinimleri nedeniyle daha
az tercih edilmektedir (12,13).

Bu calismada Hitit Universitesi Corum FErol Olgok Egitim Ve Arastirma
Hastanesi’nde klinik orneklerden izole edilen karbapeneme direngli K. pneumoniae
suglarinda karbapenem diren¢ mekanizmasinin fenotipik olarak kombinasyon disk testi,
genotipik olarak en sik goriilen 5 karbapenem direng genini hedefleyen PCR yontemi ile
belirlenmesi, fenotipik ve genotipik testler arasinda korelasyonun saptanmasi,
hastanemizdeki epidemiyolojinin tespit edilmesi, yaygin enzim tipi/tiplerine yonelik

kullanilmas1 muhtemel tedavilerin belirlenmesine zemin hazirlamasi1 amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Klebsiella pneumoniae

2.1.1. Tarih¢e ve Taksonomi

Klebsiella cinsi ilk kez 1882’de bir rinoskleroma hastasindan izole edilmistir.
Daha sonra Friedlander 1882°de, pndmoniden 6len bir hastanin akcigerlerinden ayni
bakteriyi izole etmistir ve bu bakteri Friedlander basili olarak adlandiriimistir. Klebsiella
ismi, Trevisan tarafindan 1885’te Alman mikrobiyolog Edwin Klebs'i onurlandirmak i¢in

Friedlander basilinin yerine ilk kez kullanilmistir (14).

Klebsiella cinsi, Enterobacterales takiminin Enterobacteriaceae ailesine ait bir
bakteridir (15). Klebsiella cinsi, K. pneumoniae tiir kompleksine (KpSC) ait tiirler ve
KpSC ile ortalama %90 niikleotit benzerligi olan diger Klebsiella tiirleri dahil olmak
tizere ¢ok ¢esitli tiirler icermektedir. Gliniimiizde KpSC’ye ait K. pneumoniae (Kp1l), K.
quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2), K. variicola subsp. variicola (Kp3), K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4), K. variicola subsp. tropica (Kp5), K.
quasivariicola (Kp6) ve K. africana (Kp7) olmak iizere 7 filogrup bulunmaktadir ve K.
pneumoniae 1. filogrupta yer almaktadir (16-18). Eskiden KpSC’ye ait tiim tiirler
biyokimyasal veya proteomik testler tarafindan K. pneumoniae olarak isimlendirilse de
modern tiir tanimlama yontemlerinin kullanima girmesiyle birlikte KpSC bugiinkii halini
almistir (16). Kpl’e ait K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis, K. pneumoniae subsp. ozaenae olmak tizere 3 adet alt tiir
tanimlanmustir (18). K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ve K. pneumoniae subsp.
ozaenae, K. pneumoniae'dan tiiretilen klonlar olarak kabul edilmektedir (16). Tablo 1°de
KpSC tiir kompleksi ve iiyeleri, K. oxytoca tiir kompleksi ve iiyeleri ve tiplendirilmemis

Klebsiella tiirleri gosterilmistir.



Tablo 1. Klebsiella Tiir Kompleksleri ve Tiirleri (16-18)

Tiir Kompleksi

Tiir

K. pneumoniae tiir kompleksi (KpSC)

K. oxytoca tiir kompleksi

Tiplendirilmemis

K.

pneumoniae (Kpl)

. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2)
. variicola subsp. variicola (Kp3)

. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4)
. variicola subsp. tropica (Kp5)

. quasivariicola (Kp6)

. africana (Kp7)

. oxytoca

. grimontii

. huaxiensis

. michiganensis

. pasteurii

. spallanzanii

. aerogenes

. indica

2.1.2. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

K. pneumoniae, 0,3 ila 1,0 um genisliginde ve 0,6 ila 6,0 um uzunlugunda gram

negatif, fakiiltatif anaerobik bir basildir. Polisakkarit yapida kapsiilii vardir. Spor

formasyonu gostermez. Hareketsizdir (19).

5-10 °C’de iiremez, 25-37 °C arasinda iyi lireme gosterir. 41 °C’de iireyebilir.

MacConkey ve Eozin Metilen Blue (EMB) agarda tipik olarak biiyiik, mukoid ve nemli,

pembe-mor renkte opak koloniler olusturur (19).

Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi oldugu icin katalaz pozitif, oksidaz

negatiftir ve glikozu fermente eder. Ayrica laktoz ve siikroz fermentasyonu da gosterir ve

glikozdan gaz olusturur. Hidrojen siilfiir (H2S) tiretimi gézlenmez (20). Tablo 2’de K.
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pneumoniae nin 3 alt tiirii ve K. oxytoca’nin tanimlanmasi i¢in kullanilan biyokimyasal

testler ve sonuglar1 gosterilmistir.

Tablo 2. K. pneumoniae Alt Tiirleri ve K. oxytoca nmn Biyokimyasal Ozellikleri (20)

Biyokimyasal K. pneumoniae | K. pneumoniae | K. pneumoniae K. oxytoca
Test subs. subs. ozaenae subs.

pneumoniae rhinoscleromatis
Indol - - - +
Metil Red - + + D (%20 +)
Voges- + - _ n
Proskauer
Sitrat + D (%30 +) - +
Ureaz + - - +
Lizin + D (%40 +) - +
Dekarboksilaz
Ornitin - - - -
Dekarboksilaz
ONPG + D (%80 +) - +
Malonat + - + +

D: Degisken, ONPG: O-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozid

2.1.3. Viriilans Faktorleri

K. pneumoniae’nin kapsiil, lipopolisakkarit (LPS), fimbria, siderofor gibi ¢esitli

viriilans faktorleri bulunmaktadir (21-27). Sekil 1’de viriilans faktorleri gosterilmistir.



Klasik K. pneumoniae Hipervirllan K. pneumoniae

Kapsdl Hiperkapstil

Tip 1 fimbria Tip 1 fimbria

Tip 3 fimbria ' ' 4 9 Tip 3 fimbria

opolisakkarit

Sideroforlar o3
Enterobaktin — ®e @

s : @
Yersiniabaktin \AA: T Enterobaktin

Ada

x @2
*

**% Salmokelin

Aerobaktin

Sekil 1. K. pneumoniae Viriilans Faktorleri (24)

K. pneumoniae'nin klasik ve hiperviriilan olmak iizere 2 farkli patotipi vardir (21-
23,29). 1980'lerde Tayvan'da ilk kez endoftalmi ile birlikte karaciger apsesine neden olan
bir K. pneumoniae vakasi rapor edilmis ve etken organizma hiperviriilan K. pneumoniae
(hvKp) olarak tanimlanmistir. O zamandan beri hvKp, klasik K. pneumoniae (cKp)’ya ek
olarak hiperviriilans nedeniyle yiiksek patojenite ve mortalite ile iligkili bagka bir patotip
olarak kabul edilmistir (22). Tablo 3’te cKp ve hvKp arasindaki 6nemli farklar

gosterilmistir.

Sideroforlar

T~ Yersiniabaktin



Tablo 3. cKp ve hvKp Patotiplerinin Karsilastirilmasi (22,23)

Parametreler cKp hvKp

Enfeksiyonun Kaynagi Hastane Toplum

Konagin Durumu Bagisikligi baskilanmig Saglikli

Cografi Bolge Tiim diinya Glineydogu Asya

Enfeksiyon Alani Idrar yolu, akciger, kan Karaciger, gz, deri, meninks
dolagimi

Enfeksiyonun Yayilimi Yaygin degil Yaygin

Polimikrobiyal Enfeksiyon

Genelde polimikrobiyal

Genelde monomikrobiyal

Fenotip

Non-hipermukovisk6z

Hipermukovisk6z

Yaygin Serotipler

K1-K79

K1, K2, K5, K16, K20, K54,
K57, KN1

Sideroforlar

Enterobaktin, yersiniabaktin

Enterobaktin, yersiniabaktin,

salmokelin, aerobaktin

2.1.3.1. Kapsiil

Kapsiil, bakterinin en dis katmaninda bulunur ve konakei ile arasindaki ilk
etkilesimde yer alir (23). K. pneumoniae'nin yiizeyini g¢evreleyen kapsiil, bakteriye
mukoid bir fenotip kazandirir ve ana viriilans faktorlerinden biri olarak kabul edilir (22).
Kapsiil, bakteriyi dogustan gelen bagisiklik tepkisi mekanizmalarindan korumada ve
opsonizasyondan kaginmada, epitel hiicreleri ve fagositlere yapismayi azaltmada ve
antimikrobiyal peptitler ve kompleman kaskadi tarafindan pargalanmay1 engellemede ¢ok
onemli bir rol oynar (24,25). Kapsiil, asidik yapida polisakkaritlerden meydana gelir ve
patojenin smiflandirilmasi ve serotiplenmesi, kapsiiliin K antijenine dayanmaktadir.
Giiniimiizde bildirilen 79 farkli K antijen kapsiil serotipi mevcuttur (22,24). Kapsiiliin, ilk
yiizey yapismasi ve maturasyon dahil olmak iizere K. pneumoniae'da biyofilm
olusumunun farkli agamalarini etkiledigi gosterilmistir. Kapsiil iiretimi olmayan mutant

suslarda biyofilm olusumunun bozuldugu goriilmektedir (25).

K1 ve K2 serotipleri genellikle hvKp suslarinda bulunur. Buna ek olarak K5, K16,
K20, K54, K57, KN1 de hvKp suslarinda siklikla rastlanan serotiplerdir (22). Ayrica,
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hvKp suslarinin bir hiperkapsiil irettigi bilinmektedir, bu da kompleman aracili veya
fagosit aracili 6ldiirmeye kars1 artan dirence katkida bulunan hipermukoviskdz fenotipi
meydana getirir. Ancak, kalin hiperkapsiil fiziksel bir bariyer goérevi gorebilir ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) alimini bozabilir, sonu¢ olarak yatay gen transferi
smirlanabilir. Bu durum hvKp suslarindaki antimikrobiyal direng genlerinin cKp

suslariinkinden daha az olmasina sebep olabilmektedir (26).

2.1.3.2. Lipopolisakkarit (LPS)

LPS; lipid A, kor ve tekrarlayan oligosakkarit initelerinden olusan O
antijeninden meydana gelir ve hem cKp hem de hvKp’de 6nemli bir viriilans faktorii
olarak bulunur (22,25). Oligosakkarit tekrarlarindaki varyasyon, yapisal ve islevsel olarak
LPS tiplerinin temelini olusturur (24). O serotiplerinin siniflandirilmasi yillar ig¢inde
birgok kez revize edilmistir, ancak en son c¢aligmalar 11 O serotipi oldugunu
gostermektedir (27). O1, O2 ve O3 serotipleri tiim enfeksiyonlarin yaklasik %80’inden
sorumludur (25,28).

Endotoksin olarak da bilinen LPS, bakteriyel septik sokun en gii¢lii medyatorii
olarak kabul edilmektedir. LPS, konak hiicrede Toll-like receptor (TLR) 4 ile taninir ve
inflamasyona yol acar (25). Saglam LPS, saglam bir inflamatuar yanit ortaya g¢ikarir ve
Clg'nun bakterilere baglanmasini ve ardindan tamamlayici yolun aktivasyonunu onler.
LPS yapisindaki modifikasyonlar, bakterinin konak hiicre immiin yanitindan kagmasini

saglayabilir (29).

LPS ayrica biyofilm olusumunda O6nemli bir faktordiir. LPS’nin K.
pneumoniae’nin cansiz yiizeylere ilk baglanmasinda etkili oldugu, dolayisiyla biyofilm

olusumunun erken evrelerinde rol aldig1 gosterilmistir (30).

2.1.3.3. Fimbria

Fimbria, patojenin konak hiicre yiizeyine yapismasina yardimci olan 6nemli bir
virtilans faktoriidir (31). K. pneumoniae’da tip 1 ve tip 3 fimbria olmak tizere 2 adet
fimbria bulunmaktadir (28). Tip 1 fimbria mannoz igeren reseptorlere baglanir. Tip 3
fimbrianin kollajen yapilar ile etkilesime girdigi gosterilebilse de spesifik bir reseptorii

tamimlanmamustir. Tip 1 fimbria genelde tiroepitelyal hiicrelere yapismada etkilidir, tip 3
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fimbria ise trakeal epitel hiicreler, renal tiibiiler hiicreler ve akciger zar1 gibi farkli hiicre
tiplerine yapismada gorev alir (26,32). Tip 1 fimbria, IYE nin ilk olusumu i¢in gereklidir
ancak K. pneumoniae'nin bagirsakta kolonize olma veya akcigeri enfekte etme yetenegi

tizerinde higbir etkisi yoktur (33).

Tip 3 fimbrianin biyofilm olusumuyla yakindan iligkili oldugu gosterilmistir,
bununla birlikte tip 1 fimbrialarin biyofilm olusumundaki rolii daha karmasiktir ve

deneysel kosullara ve konak tipine gore farkliliklar géstermektedir (26).

2.1.3.4. Siderofor

Bakteriler i¢cin demir, temel metabolik siirecler i¢in gerekli kritik bir elementtir ve
hiicre disinda smirli miktarda demir bulunmasi, bakteriyel demir alimi igin bir zorluk
teskil etmektedir. Sideroforlar, bakterilerin ig¢inde sentezlenen ve hiicrelerin disina
salgilanan kiigiik demir baglayict molekiillerdir, ¢evresel demire baglanir ve onu
hiicrelere geri tasirlar (34). K. pneumoniae’da enterobaktin, yersiniabaktin, salmokelin ve
aerobaktin olmak tlizere 4 adet siderofor tanimlanmistir ve enterobaktin digerlerine
kiyaslandiginda demir iyonuna en yiiksek afinite gosteren ve en sik tUretilen siderofordur
(35). Demire afinitesi en diisiik olan siderofor ise aerobaktindir (36). K. pneumoniae
patotipleri sideroforlar bakimindan degisiklik gostermektedir, cKp’de enterobaktin ve
yersiniabaktinler 6n planda bulunurken, hvKp’de 4 siderofor da sentezlenmektedir (37).
Ayrica hvKp’nin cKp’ye kiyasla 6 ila 10 kat arasinda fazla siderofor iirettigi
bilinmektedir (38).

K. pneumoniae enfeksiyonu olan konakta enterobaktinin etkisini nétralize etmek
icin lipokalin-2 tiretimi olmaktadir (39). Lipokalin-2 enfeksiyon sirasinda nétrofiller dahil
olmak iizere bircok hiicre tipinden salinan antimikrobiyal 6zelliklere sahip bir proteindir

ve solunum yolu enfeksiyonlarinda yapimi artmaktadir (40).

Yersiniabaktin, enterobaktin ile birlikte solunum yolu enfeksiyonlarinda yapimi
artan bir siderofordur ve lipokalin-2 tarafindan nétralize edilemedigi i¢in solunum
yollarinda yiiksek bakteriyel ylik olusumuna katkida bulunmaktadir. Ancak hiicre
digindaki transferrin, yersiniabaktinin fonksiyonunu o6nemli Olgiide azaltmaktadir.
Dolayisiyla sadece yersiniabaktin tretimi hastalik olusumunu onemli Olgiide

engellemektedir (41).



Salmokelin, enterobaktinin glikozillenmis bir formudur ve lipokalin-2 ile
notralize olmaz (42). Salmokelinin, agirlikli olarak piyojenik karaciger apsesine neden

olan hvKp suslarinda eksprese edildigi gézlenmistir (43).

Aerobaktin varligi her zaman bir hiperkapsiil ile iligkilidir, ancak tim

hiperkapsiillii suslar bu siderofora sahip degildir (44).

2.1.4. Neden Oldugu Enfeksiyonlar

K. pneumoniae toplum kdkenli ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin yaygin bir
firsatg1 patojenidir ve sepsis, pndmoni, IYE, menenjit ve basta karaciger apsesi olmak
tizere ¢esitli viicut bolgelerinde piiriilan apse gibi genis bir enfeksiyon yelpazesine
sahiptir (45). Ilk olarak 1980'lerde tanimlanan hvKp, karaciger apseleri ve akciger, goz,
merkezi sinir sistemi, kas-iskelet sistemi ve idrar yollarinin metastatik enfeksiyonlari ile
karakterize toplum kokenli invaziv enfeksiyonlara neden olmasiyla 6nem kazanmistir

(1,46).

Ozellikle gelismis bati iilkelerinde, cKp kaynakli enfeksiyonlarin ¢ogu
hastanelerde ve uzun siireli bakim tesislerinde goriilmektedir (47). Ayrica cKp,
nozokomiyal kaynakli primer pndmoniye sebep olan nadir gram negatif basillerden biri
olmast ile 6n plana ¢ikmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ’nde hastane kaynakli
uriner sistem enfeksiyonlarinin da en sik sebeplerinden biridir. Bu tiir hastane
enfeksiyonlari, en ¢ok ileri yas veya altta yatan immiin yetmezligi olan hastalar arasinda
yaygindir ve cKp klasik olarak bu sekilde enfeksiyona yol acar (48). Ancak cKp’nin basta
alkoliklerde olmak iizere, toplum kokenli ciddi bir pndémoniye neden oldugu da
bilinmektedir. Bu durum hala Afrika ve Asya'da belirli siklikta gbzlense de Kuzey
Amerika ve Avrupa'da giderek daha nadir hale gelmistir (49).

Buna karsilik hvKp, tipik olarak toplum kdkenli ve giderek artan sekilde hastane
kokenli enfeksiyonlara da neden olma yetenegine sahip Onemli bir patojen olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. cKp'den farkli olarak hvKp, genellikle saglikli bireylerde

enfeksiyona neden olur (47).

K. pneumoniae’nin neden oldugu pnémoni, toplum kaynakli pnémoni (TKP) ve
hastane kaynakli pnomoni (HKP) olarak iki farkli sekilde incelenebilir. HKP daha sik

goriilmektedir. Pndmoni, nozokomiyal enfeksiyonlarin en sik goriilen ve en mortal
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seyreden tablolarindan birisidir ve K. pneumoniae’nin HKP’lerin %11,8’inden sorumlu
oldugu bildirilmistir (50). Asya'da bir ¢alisma, mekanik ventilasyon gerektiren TKP'lerin
en sik etyolojik ajami olarak K. pneumoniae’y: isaret etmekte ve baska bir ¢alisma,

hastanede yatan hastalarda %55'lik bir 6liim oran1 6ngérmektedir (51).

Hasta popiilasyonuna bagli olmakla birlikte cKp suslari, E. coli'den sonra
IYE!'lerin ikinci veya iigiincii en sik etkenidir (52). Tipik olarak, K. pneumoniae hastane
kaynakli IYE'lerin %2 ila 6'sindan ve toplum kaynakli IYE'lerin %4,3 ila 7'sinden
sorumludur (53,54).

Pndmoni ve IYE ile K. pneumoniae kana yayilarak bakteriyemiye neden olabilir
(55). Gram negatif patojenler arasinda K. pneumoniae hem toplum hem de hastane
kaynakl1 bakteriyemilerin etkeni olarak E. coli'den sonra ikinci sirada bulunmaktadir (2).
K. pneumoniae bakteriyemileri yiiksek 6lim oranina sahiptir ve K. pneumoniae
bakteriyemisini takiben mortalite, bakteriyeminin kaynagi ve konagin durumuna goére
degismekle birlikte %20’lere kadar ¢gikmaktadir (55).

2.1.5. Tedavi

K. pneumoniae ampisilin, amoksisilin ve tikarsilin gibi beta-laktam ajanlara kars1
kromozomal dirence sahiptir, dolayisiyla bu ajanlar tedavide kullanilamaz (6). Bununla
birlikte K. pneumoniae’da kazanilmig direng de siktir ve yillar gegtikge tedavisi zor bir
bakteri halini almistir. Subat 2017'de, yeni antibiyotiklerle ilgili arastirma ve gelistirmeye
odaklanmak ve rehberlik etmek amaciyla DSO, yeni antimikrobiyal gelistirmeye acilen
thtiyag duyulan patojenleri belirlemistir. Bu genis liste igerisinde ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) patojenleri 6ncelikli statii

olarak belirlenmistir (5).

GSBL’ler, ¢ogu penisilin ve sefalosporinleri ve aztreonami inaktive eden
enzimlerdir, ancak GSBL iireten suslar genellikle karbapenemlere duyarhidir. GSBL'ler
siprofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol, gentamisin gibi beta-laktam grubu olmayan
ajanlar ise inaktive etmezler. Bununla birlikte, GSBL genlerini tasiyan organizmalar,
genellikle genis bir antibiyotik yelpazesine karsi direng saglayan ek genler veya

mutasyonlara sahip olabilir. Herhangi bir gram negatif organizma, GSBL genlerini
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barindirma potansiyeline sahiptir, ancak bu durum en ¢ok Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve Proteus mirabilis'te yaygindir (56).

GSBL iireten K. pneumoniae’nin sebep oldugu komplike olmayan sistit
tedavisinde nitrofurantoin ve trimetoprim-siilfametoksazol giivenli ve etkili ajanlardir.
Buna ek olarak karbapenemler ve siprofloksasin ve levofloksasin gibi kinolonlar da ayni
amagla kullanilabilir. Amoksisilin-klavulanat ve tek doz aminoglikozid ise komplike
olmayan sistit i¢in alternatif tedavi segenekleridir. Piperasilin-tazobaktam, komplike
olmayan sistit tedavisinde ampirik tedavi olarak baglanirsa ve etken daha sonra GSBL
tireten K. pneumoniae olarak tanimlanirsa klinik yanit alinmasi halinde antibiyoterapinin
devami Onerilmektedir. Sefepim de ayni durumda klinik yanit alinmasi halinde komplike

olmamus sistitlerin tedavisinde kullanilabilir (56).

GSBL iireten K. pneumoniae’nin sebep oldugu pyelonefrit ve komplike IYE’de
siprofloksasin, levofloksasin ve trimetoprim-siilfametoksazol tercih edilebilir.
Karbapenemler ampirik baslanabilir, yukaridaki ajanlar duyarli bulunmasi halinde de-
eskalasyon yapilmasi onerilir. Aminoglikozidler nefrotoksisite riski degerlendirildikten

sonra alternatif olarak kullanilabilir (56).

Uriner sistem digindaki GSBL iireten K. pneumoniae enfeksiyonlarinin birinci
basamak tedavisinde karbapenem grubu bir antibiyotik onerilmektedir. Uygun klinik
yanit alindiktan sonra tedavinin devami oral trimetoprim-siilfametoksazol veya

kinolonlarla siirdiiriilebilir (56).

K. pneumoniae’nin tedavisi GSBL iiretiminin yan1 sira karbapenem direncinden
dolay1 da zorlasmaktadir. Karbapenem direngli K. pneumoniae (KdKp), en az bir
karbapenem grubu antibiyotige direngli veya karbapenemaz enzimi lireten suslari

tanimlar ve tedavilerinde daha genis spektrumlu ajanlar kullanilmasi gerekmektedir (56).

KdKp’ye bagh komplike olmamis sistit tedavisinde nitrofurantoin, trimetoprim-
stilfametoksazol, siprofloksasin, levofloksasin ve tez doz aminoglikozid segenekleri
idrarda yiiksek konsantrasyona sahip olan bu ilaglarin tedavide etkin olmalarmi
saglamaktadir. Meropeneme duyarli ise standart dozda tedavi uygulanabilir. Bu
ajanlardan hicbiri duyarli degilse, seftazidim-avibaktam, meropenem-vaborbaktam,
imipenem-silastatin-relebaktam ve sefiderokol komplike olmayan KdKp sistiti igin
kullanilmasi onerilen ajanlardir. Kolistin ise bagka hi¢bir duyarli antibiyotik duyarlilig

olmayan hastalarda son segenek olarak diisiiniilmelidir (56).
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KdKp’ye bagh pyelonefrit veya komplike IYE’de trimetoprim-siilfametoksazol,
siprofloksasin ve levofloksasin kullanimi &nerilmektedir. izolat ertapeneme direngli,
meropeneme duyarli ise meropenemin yiiksek doz uzamais infiizyonuyla tedavisi miimkiin
olabilir.  Seftazidim-avibaktam, meropenem-vaborbaktam, imipenem silastatin-
relebaktam ve sefiderokol alternatif olarak kullanilabilir. Aminoglikozidler nefrotoksisite

g0z oniinde bulundurularak tedavide disiiniilebilir (56).

Uriner sistem disindaki KdKp enfeksiyonlarinda meropeneme duyarli kalan suslar
yiiksek doz uzamig infiizyonla tedavi edilebilir. Karbapenemaz genine gore Onerilen
tedaviler degisiklik gosterir. Seftazidim-avibaktam KPC ve OXA-48 enzimi tireten KdKp
tedavisinde basar1 saglar. Meropenem-vaborbaktam ve imipenem-silastatin-relebaktam,
KPC enzimi iireten suslarin ¢oguna kars: etkindir, ancak OXA-48’e sahip olan suslarda
kullanimlar1 onerilmemektedir. Metallo-beta-laktamazlar icin seftazidim-avibaktam ve
aztreonam kombinasyonu etkilidir. Sefiderokoliin en sik goriilen 5 karbapenemaz genine
(KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-48) sahip suslarin hepsine karsi etkinligi yiiksektir.
Tigesiklin KdKp enfeksiyonlarinda yiiksek doz kullanilarak etkinlik saglayabilir,
eravasiklin alternatif olarak diisliniilebilir, her iki ajanin da idrar ve serumda
konsantrasyonu diisiik kaldigindan dolayr IYE ve kan dolasimi enfeksiyonlarinda

kullanimi 6nerilmemektedir (56).

2.2. Karbapenemler

Karbapenemler; penisilinler, sefalosporinler ve aztreonamin da i¢inde bulundugu
beta-laktam grubu antibiyotiklerdendir, ancak kimyasal yapilart bakimindan grubun diger
tiyelerinden farklilik gosterirler. 70 yili askin bir siiredir, beta-laktam antibiyotikler
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (57). Bununla birlikte
kullanima girmelerinden kisa bir siire sonra, beta-laktam halkasini hidrolize eden ve
ilaglar1 etkisiz hale getiren beta-laktamaz enzimlerinin ortaya ¢ikmast ve
yayginlagsmasiyla yeni antibiyotiklere ihtiya¢ artmistir. Bu amacla 1976°da Streptomyces
cattleya’dan tienamisin adli ilk karbapenem iiretilmistir (58). Kimyasal kararsizligi
nedeniyle, tienamisin terapétik bir ajan olarak kullanima girememistir, ancak beta-laktam
halkasinda yapilan degisikliklerle kararli hale getirilmis ve sonucunda klinik kullanima
ilk giren karbapenem olan imipenem gelistirilmistir. 1985’te Amerikan Gida ve Ilag

Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasindan sonra, 1996’da meropenem, 2001°de
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ertapenem, 2007’de doripenem de FDA onay1 almistir ve Karbapenemler tiim diinyada
kullanilmaya baslanmistir. 2001°de biapenem, 2009°da ise oral kullanilabilen tebipenem

Japonya’da klinik kullanima girmistir (57).

Penisilin, sefalosporin ve beta-laktam/beta-laktamaz inhibitori
kombinasyonlariyla kiyaslandiginda karbapenemlerin daha genis spektruma sahip oldugu
gosterilmistir  (59).  Karbapenemlerin  hemen hemen tamami diisik oral
biyoyararlanimlarina sahiptir ve gastrointestinal membranlar1 kolayca gegemedikleri i¢in
intravendz olarak kullanilmahdir. Imipenem-silastatin ve ertapenem intramuskiiler de

uygulanabilir. Tiim karbapenemler bobrekten atilirlar (60).

Karbapenemler, bakteri hiicre duvarina kolayca difiize olmazlar, gram negatif
bakterilere dig membran proteinleri iizerinden girerler. Periplazmik araliga ulastiklarinda
bakterilerin hiicre duvarinda peptidoglikan olusumunu katalize eden penisilin baglayan
proteinleri (PBP) kalic1 olarak agillerler. Sonug olarak peptitlerin ¢apraz baglanmasini ve
diger peptidaz reaksiyonlarini inhibe ederler. Hiicre duvari olusumu, olusum ve otolizin
ayni anda meydana geldigi dinamik bir ii¢ boyutlu siiregtir, PBP'ler inhibe edildiginde
denge otoliz yoniine kayar. Sonugta peptidoglikan tabakanin zayiflamasi ile hiicre duvari
biitiinliigli bozulur ve bakteri ozmotik basing etkisine karsi koyamaz ve bu durum
bakterinin 6liimiiyle sonuglanir. Karbapenemlerin etkinliginin 6nemli bir 6zelligi ¢cok
sayida farkli PBP’ye baglanabilme yetenegidir. Karbapenemler genel olarak gram negatif
bakterilerde PBP 2'ye giiclii bir sekilde baglanir, ancak ayni zamanda PBP 1a, 1b ve 3'e
de baglanabilir (57).

2.2.1. Ertapenem

Diger karbapenemler gibi ertapenem de ¢ok sayida gram pozitif ve gram negatif
aerobik ve anaerobik bakteriye karsi etkinligi olan genis spektrumlu bir beta-laktamdir.
Komplike IYE, komplike intraabdominal enfeksiyon, komplike deri ve deri ekleri
enfeksiyonlari, toplum kokenli pnomoni ve akut pelvik enfeksiyonlarda kullanimi
onerilmektedir. Ertapenem GSBL {lireten gram negatif bakteri enfeksiyonlarmna kars
etkili olarak kabul gérmektedir. Ayn1 zamanda, yiiksek ampisilinaz C (AmpC) beta-
laktamaz seviyelerine sahip olan izolatlarda her ne kadar minimum inhibitor

konsantrasyon (MIK) degerleri yiikselse de etkinligini siirdiirmektedir. Ancak
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ertapenemin P. aeruginosa, A. baumannii, S. maltophilia, B. cepacia, enterokoklar ve

metisiline direngli stafilokoklarda kullanim1 6nerilmemektedir (59,61).

Ertapenemin proteinlere baglanma orani yaklasik %94 tiir. Yaklasik 4 saatlik bir
yart Oomrii olmast sebebiyle giinde bir kez kullanilmasi avantaj yaratmaktadir.
Yetiskinlerdeki kullanim dozu giinde 1 gramdir. P-glikoprotein veya sitokrom P450
aracili ilag klirensini inhibe etmediginden ilag¢ etkilesimi nadirdir. En yaygin yan etkileri
ishal, bulanti, kusma, bas agrisi, tromboflebit, vajinit, aminotransferaz yiiksekligidir.

Nadiren ndbete neden olabilir (61).

2.2.2. Meropenem

Meropenem igin sinir degerler belirleyen kuruluslar menenjit tedavisini
meropenem ile sinirlamak disinda heniiz enfeksiyon bolgesini dikkate almamaktadir (60).
Meropenem  konsantrasyonlart akcigerde olduk¢a degiskenlik gostermektedir.
Meropenemin akcigerdeki konsantrasyonu serumdakinin %9 ila %70,1’1 arasinda
degiskenlik gosterebilir ve ortalama %25,4’tine karsilik gelmektedir (62). Pnémoni i¢in
optimal tedavi segilirken meropenemin akcigerlere nispeten zayif penetrasyonu
diistintilmelidir (60). 1 gram meropenemin 8 saatte bir 3 saatlik inflizyonla verilmesi
MIK’i 4 mg/I’ye kadar olan bakteriler igin etkiliyken, infiizyonun 4 saate gikarilmasi
MIK’i 8 mg/l olan suslarda da etkinlik saglamaktadir (63-65). Her 8 saatte bir 2 gram
meropenemin 4 saatlik infiizyonlar1, 16 mg/l'ye kadar MIK'leri olan organizmalar icin
yeterli olabilmektedir (63). Aralikli inflizyonlar i¢in (30 dakikalik infiizyon), 6 saatte bir
500 mg, MIK degeri <1-4 mg/l olan organizmalar i¢in yeterli maruziyet saglarken, 8
saatte bir 1 gram maruziyet, MiK degeri <1-2 mg/l olan organizmalar igin yeterli

maruziyet saglar (63,66).

Meropenemin yar1 émrii, kreatinin klerensi >30 ml/dk olan hastalarda 0,94-2,5
saat araliginda olup dogrudan bobrek fonksiyonu ile iliskilidir (60). Karin agrisi, bas

agrisi, ishal, kusma, dokiintii gibi yan etkiler goriilebilir (67).

2.2.3. Imipenem

Imipenem, polimikrobiyal sepsiste tercih edilen bir ajandir (59). 7 giinden uzun

stireli notropenisi olan hastalarda imipenemin sefepimden daha etkili oldugu
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gosterilmistir (68). Imipeneme duyarli olmayan coklu ilaca direngli A. baumannii
enfeksiyonlarinda imipenem ve kolistin kombinasyonun aktivitesini degerlendiren in
vitro bir ¢alismada imipenem direncinin énemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir. Kolistinin
tek basma kullanildiginda heterorezistans gelisimini ve kolistinin nefrotoksisite ve
norotoksisite gibi ciddi yan etkilerini azaltmak i¢in imipenem, kolistin ile kombine bir
sekilde kullamlabilir (69). Imipenemin Proteus, Providencia ve Morganella tiirlerinin
icinde bulundugu Morganellaceae ailesine karsi1 MIK degerlerinin yiiksek oldugu
bilinmektedir (70).

Yart 6mrii 1 ila 3 saat arasinda degisir (60). Dokulara ve viicut sivilarina yaygin
olarak dagilir. Dehidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimi tarafindan metabolize edildiginden
etkinliginin siirdiiriilebilmesi igin silastatin ile birlikte verilmelidir (57,59). Yan etki

olarak ishal, kusma ve dokiintii goriilebilir (67).

2.2.4. Doripenem

Gram pozitif bakterilerde imipeneme ve gram negatif bakterilerde meropeneme
benzer etkinlik gosterir. Genel olarak meropenemden daha giiclidiir. Gram negatif
bakterilere kars1 doripenemin aktivitesi meropenem ile benzerdir ancak imipenemden
daha iistiindiir. Doripenem komplike IYE, intraabdominal enfeksiyonlar i¢in FDA onay1
almustir, Avrupa’da ayrica ventilatdr iligkili pnomoni (VIP) dahil hastane kaynakli
pndmoni tedavisi igin lisanshidir (71). Doripenemin imipeneme kiyasla VIP tedavisinde
hastanede kalis siiresini daha kisa tuttugu gosterilmistir (72). 2011 yilinda doripenem,
Japonya'da pnomoni tedavisinde yiiksek dozlarda (ginde 3 g) verilmek {izere
onaylanmuistir ve yiiksek doz doripenemin etkili ve nispeten giivenli oldugu gosterilmistir
(73). Doripenemin in vitro etkinligini degerlendirmek i¢in yapilan bir calismada,
doripenemin E. coli, Acinetobacter spp. ve P. aeruginosa’ya karsi meropenem ile ayni
giice sahip oldugu gosterilmistir. Doripenemin imipeneme kiyasla E. coli'ye kars1 en az
iki kat daha potent oldugu ve daha fazla sayida P. aeruginosa susunun tiremesini inhibe
ettigi gosterilmistir (71). Enterobacteriaceae'ya karsi doripenemin etkinligi meropeneme
benzer veya daha yiiksek, imipenemden ise 4 kat daha yiiksektir. Doripenem, P.
aeruginosa'ya karsi imipenem ve meropenemden daha etkindir (74). Karbapeneme

direngli E. coli, P. aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae’da doripenemin de i¢inde
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bulundugu kombinasyonlarin in vitro %90 bakterisidal aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (75).

Yar1 omrii yaklasik 1 saattir (60). En sik goriilen yan etkileri arasinda bas agrisi,

ishal, bulant1, dokiintii ve flebit yer almaktadir (76).

2.3. K. pneumoniae’da Karbapenem Direnci

K. pneumoniae’da Kkarbapenem direnci ¢esitli mekanizmalar {izerinden
gerceklesebilmektedir. Direngten en sik karbapenemaz iiretimi sorumludur, bunun
haricinde porin kayb1 veya azalmasi, efluks pompalari ve GSBL/AmpC firetiminin diger

diren¢ mekanizmalariyla kombinasyonu da diren¢ olusumunda etkili mekanizmalardir

(77).

2.3.1. Karbapenemazlar

Karbapenemler, beta-laktam grubu antibiyotikler iginde en genis spektruma sahip
antibiyotiklerdir. Karbapenemazlar ise karbapenemlerin yani sira diger birgok beta-
laktam yapisina sahip antibiyotigi hidrolize edebilirler. Karbapenemaz aktivitesiyle
sefalosporinler ve/veya penisilinler karbapenemlerden daha verimli parcalanabilir (78).

Beta-laktamazlarin siniflandirmasi ilk kez 1968 yilinda Sawai ve ark. tarafindan
yapilmustir (79). Bunu 1970 yilinda Jack ve Richmond’in siniflandirmasi takip etmis ve
1973’te Richmond ve Sykes yeni bir smiflandirma daha olusturmustur (80). Enzim
sayisinin ve cesitliliginin artmasi yeni siiflamalar1 beraberinde getirmistir. 1980°de
Ambler, beta-laktamazlar1 aminoasit 6zelliklerine gore 4 smifa ayirdigr molekiiler bir
smiflama gelistirmistir (81). 1995°te Bush, Jacoby ve Medeiros tarafindan beta-
laktamazlarin fonksiyonel 6zelliklerini igeren ve molekiiler siniflama ile karsilagtirmasi
olan bir siniflandirma yapilmistir. 2009 yilinda Bush ve Jacoby 6nceki siniflandirmalarimi
gelistirerek glinlimiizde en sik kullanilan smiflandirmalardan birini olusturmustur.
Karbapenemazlar, Ambler siiflamasinda smif A, B ve D’de yer alirken, Bush-Jacoby
simiflamasinda 2df, 2f, 3a ve 3b’de yer alirlar (82). Tablo 4’te Bush-Jacoby siniflamasi

ve Ambler siniflamasinin karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Tablo 4. Bush-Jacoby ve Ambler Siniflamasi (82)

Bush- Molekdiler Hedef KA veya EDTA ile Enzimler
Jacoby Siniflama Antibiyotik TBile Inhibisyon
Siniflamast | (Ambler) Inhibisyon
E. coli AmpC, P99, ACT-1,
1 C Sefalosporinler - - CMY-2, FOX-1, MIR-1
le C Sefalosporinler - - GCl1, CMY-37
2a A Penisilinler + - PC1
Penisilinler,
2b A Dar Spektrumlu + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Sefalosporinler
Genislemis
2be A Spektrumlu " : TEM-3, SHV-2,
Sefalosporinler, CTX-M-15, PER-1, VEB-1
Monobaktamlar
2br A Penisilinler - - TEM-30, SHV-10
Genislemis
2ber A Spektrumlu : : TEM-50
Sefalosporinler,
Monobaktamlar
2c A Karbenisilin + - PSE-1, CARB-3
Karbenisilin,
2ce A Sefepim + - RTG-4
2d D Kloksasilin Degisken - OXA-1, OXA-10
Genislemis
2de D Spektrumlu Degisken - OXA-11, OXA-15
Sefalosporinler
2df D Karbapenemler | Degisken - OXA-23, OXA-48
Genislemis
2e A Spektrumlu + - CepA
Sefalosporinler
2f A Karbapenemler | Degisken - KPC-2, IMI-1, SME-1
IMP-1, VIM-1,
B (B1) CcrA, IND-1
3a Karbapenemler - + 1 CAU-L
B (B3) GOB1, FEZ-1
3b B (B2) Karbapenemler - + CphA, Sfh-1

EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit, KA: Klavulanik Asit, TB: Tazobaktam
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2.3.1.1. Simf A Karbapenemazlar

Bush-Jacoby smiflamasinda grup 2f’de yer alan bu karbapenemazlar 30 yildan
uzun sire 6nce kesfedilmislerdir. Bu beta-laktamazlar Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens ve Klebsiella spp.’de tek izolatta veya kiigiik salginlar halinde
gozlenmiglerdir. Smmf A’da KPC, GES, NMC/IMI, SME olmak iizere 4 ana
karbapenemaz ailesi yer almaktadir. Hepsi, penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler
ve aztreonam dahil olmak lizere ¢ok c¢esitli beta-laktamlar1 hidrolize etme yetenegine

sahiptir (83).

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) enzimleri plazmidlerde kodlanur.
KPC agirlikli olarak K. pneumoniae'da bulunur ancak Enterobacter spp. ve Salmonella
spp.’”de de KPC varligi gosterilmistir (84). KPC ilk olarak 1996 yilinda Kuzey
Carolina'dan bir K. pneumoniae klinik izolatinda tespit edilmistir ve bu enzim KPC-1
olarak isimlendirilmistir. Bu izolat, test edilen tiim beta-laktamlara diren¢li bulunmus
ancak klavulanat ile karbapenem MIK lerinde azalma saptanmustir (83). KPC-1’deki
nokta mutasyon sonucu olugan KPC-2, 2003 yilinda ABD’de 4 izolatta tanimlanmuistir.
Bu izolatlar, imipeneme duyarliliklar1 azalsa da Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (CLSI) kriterlerine gore direngli saptanmamustir (85). KPC-2’nin tek aminoasit
varyanti olan KPC-3, New York’ta 2000-2001 yillar1 arasindaki bir K. pneumoniae
salgininda rapor edilmistir. 2006°de ilk kez P. aeruginosa'da KPC-2 tespit edilmistir ve
Enterobacteriaceae disinda da karbapenemazlarin yayiliminin ciddiyeti artmustir.
ABD'de KPC sinifi karbapenemazlarin hizla yayilmasindan sonra diinyada da KPC igeren
suglar gozlenmeye baslanmistir. ABD harici ilk KPC iireten suslar 2004’te Cin’de,
2005’te Fransa, Kolombiya ve Israil’de izole edilmistir (83). Giiniimiizde 100’iin

tizerinde KPC varyanti tanimlanmustir (86).

KPC; nitrosefin, sefalotin, sefaloridin, benzilpenisilin, ampisilin ve piperasilini en
etkin bigimde hidroliz etme yetenegine sahip olmakla birlikte beta-laktam grubu
antibiyotiklerin tiim simiflarma karsi etkinlik gdstermektedir. Imipenem, meropenem,
sefotaksim ve aztreonam, penisilinler ve dar spektrumlu sefalosporinlerden on kat daha
az bicimde bu enzimden etkilenir. Sefoksitin ve seftazidimde zayif ancak olciilebilir
hidroliz gozlenir. Diger mekanizmalarin yoklugunda, KPC’ye sahip suslar,
karbapenemlere duyarliliklari azalmakla birlikte direng gostermeyebilir ve bazi fenotipik

testler, KPC’ye sahip bu izolatlart GSBL iireten suslar olarak yanlig tanimlayabilir (83).
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KPC plazmidler iizerinde aktarildigindan ve K. pneumoniae gibi yaygin goriilen
bir patojende siklikla bulundugundan dolayi biiyiik bir yayilma potansiyeline sahiptir. Ek
olarak cesitli salginlarda goriilen klonal yayilma bu enfeksiyon i¢in enfeksiyon
kontroliinde zorluk yaratmaktadir. KPC’ye sahip izolatlarin ¢oklu ilaca diren¢li olma

potansiyeli ve yiiksek mortaliteyle iliskili olmalari akilda tutulmalidir (87).

Guiana Extended Spectrum (GES) enzimi ilk kez 1998 yilinda Fransa’da, daha
once Fransiz Guyanasi'nda hastanede yatis oykiisii olan bir bebekten izole edilen K.

pneumoniae’da gozlenmistir ve bu enzim GES-1 olarak adlandirilmistir (88).

GES enzimlerini kodlayan genler plazmidlerdeki integronlarda bulunmaktadir.
GES, penisilinleri ve genis spektrumlu sefalosporinleri igeren genis bir hidroliz
spektrumuna sahip oldugundan baslangicta GSBL olarak degerlendirilmistir. GES-1'in
karbapenemaz aktivitesi diisiiktiir, fenotipik olarak GSBL {ireten izolatlarla siklikla
karisabilmektedir. 2001 yi1linda GES-2 igeren bir P. aeruginosa’nin imipenemi hidrolize
ettigi gozlenmistir. GES-2, GES-1’e gore imipenemi 100 kat daha iyi hidrolize etmesiyle
onem kazanmistir. GES-2, GES-4, GES-5 ve GES-6, GES-1"den farkli olarak imipenem
hidrolizi ile iligkili varyantlardir. Nadir olmasina ragmen Yunanistan, Fransa, Portekiz,
Giliney Afrika, Fransiz Guyanasi, Brezilya, Arjantin, Kore ve Japonya'dan gelen

raporlarla GES enzimleri diinya ¢apinda tanimlanmustir (83).

2.3.1.2. Simf B Karbapenemazlar

Sinif B karbapenemazlar metallo-beta-laktamaz (MBL) olarak da adlandirilir ve
genis bir beta-laktam hidroliz spektrumuna sahiptir. Aztreonam hari¢ hemen hemen tiim
beta-laktam antibiyotikleri hedef alabilir. Klavulanat, siilbaktam veya tazobaktam gibi
beta-laktamaz inhibitorlerine karsi dayanikli olmalariyla simif A karbapenemazlardan
ayrilirlar. Ayrica serin bazli sinif A, C ve D’de yer alan enzimlerin aksine, MBL'ler
EDTA gibi metal selatorler tarafindan inaktive edilir. Hidroliz yetenegi enzimin aktif

bolgesindeki ¢ginko iyonlari ile beta-laktamlarin etkilesimine baghdir (89).

Bulunan ilk MBL’ler Bacillus cereus, Aeromonas spp. ve Stenotrophomonas
maltophilia gibi patojenlerin kromozomal enzimleridir. Bu kromozomal enzimler
genellikle en az bir serin beta-laktamaz eksprese eden bakterilerde bulunur ve her iki beta-

laktamaz da beta-laktamlara maruz kaldiktan sonra indiiklenebilir. Hem kromozomal
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genlerin kolayca aktarilamamasi hem de bu genlerin S. maltophilia hari¢ genelde firsatgi

patojenlerde bulunmasi ciddi hastane enfeksiyonlarina sebep olmasini engellemistir (83).

Kromozomal MBL’lerin aksine 1990’l1 yillarda Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa, A. baumannii gibi gram negatif bakterilerde Verona Integron-encoded
Metallo-beta-lactamase (VIM) ve Imipenemase (IMP) gibi kazanilmis ve plazmid aracili
aktarilabilir MBL’lerin saptanmasi ve yayilmasinda ciddi bir artis olmustur (89).
Aktarilabilir imipenem direnci ilk olarak Japonya'da 1990 yilinda bir P. aeruginosa
izolatinda tespit edilmis, ardindan Bacillus fragilis'te aktarilabilir bir karbapenemaz
bulunmusgtur. Aktarilabilir B. fragilis enzimi Japonya'da yaygin klinik salginlara neden
olmamistir. Buna karsilik, P. aeruginosa’da bulunan IMP-1, Japonya'da Serratia

marcescens ve diger Enterobacteriaceae’larda da gozlenmistir (83).

Integronla iliskili MBL’lerin bir bagka yaygin ailesi VIM enzimlerinden olusur.
VIM-1 ilk olarak 1997'de Italya'nin Verona kentinde izole edilmistir. Bunu 1996°da
Fransa’da bulunan ancak sonradan raporlanan VIM-2 geni takip etmistir. Bu enzimlerin
her ikisi de baglangigta P. aeruginosa klinik izolatlarinda bulunmustur. 2006 yilina kadar
Italya ve Yunanistan'da VIM iireten P. aeruginosa'nin biiyiik salginlari ve ardindan VIM
tireten K. pneumoniae salginlari ile birlikte VIM Giiney Avrupa'ya yayilmistir. VIM-2,
diger VIM varyantlarina kiyasla diinya genelinde daha ¢ok yayilma firsati bulmustur (83).
2008 yilina kadar Yunanistan'daki karbapenemaz iiretimi esas olarak VIM kaynakli
olmustur. Giiniimiizde VIM, baslica K. pneumoniae ve E. cloacae komplekste
bulunmaktadir. IMP’lerden daha sik tanimlanmalarina ragmen, karbapenem direncli

patojenlerdeki tiim karbapenemazlarin azinligini temsil ederler (90).

Giiniimiizde Enterobacterales ve A. baumannii'de en yaygin MBL olan NDM
(New Delhi Metallo-beta-lactamase), ilk olarak 2008'de Hindistan'in Yeni Delhi
kentinden Isvec'e seyahat eden bir hastadan izole edilen K. pneumoniae ve E. coli
izolatlarinda tanimlanmustir (91). 2012'den 2014'e kadar iginde Tiirkiye’nin de bulundugu
40 tilkeden toplanan 46.000’den fazla Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa izolatlarinin
dahil edildigi bir silirveyans ¢alismasinda NDM tipi enzimlerin MBL iireten
Enterobacteriaceae'nin %44,2'sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (92). Hindistan'dan
gelen klinik izolatlarin retrospektif analizleri NDM-1’in 2006’da var oldugunu ortaya
koymustur. Birkag yil icinde NDM, Hindistan ve Pakistan'in tiim bolgelerine 6zgii hale

gelmis ve Kuzey Avrupa'ya yayillmaya baslamustir. ilk kez tanimlanmalarinin ardindan
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on yildan kisa bir slire gegmesine ragmen, NDM-1 tiim diinyaya yayilmis ve bir¢cok
Enterobacteriaceae’da, gida kaynakli patojenler olan Shigella spp. ve Vibrio cholerae'da
ve A. baumannii ve P. aeruginosa'da tespit edilmistir (90). NDM-1'i eksprese eden
izolatlar genellikle ¢oklu ilaca direnglidir. NDM-1'in, plazomisin dahil aminoglikozidlere
dirence yol agan ArmA, RmtB veya RmtC 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA)
metilazlar ile birlikteligi dikkat ¢ekmektedir (93). NDM iireten Enterobacteriaceae'nin
neden oldugu salginlar Yunanistan, Meksika ve Hollanda'daki hastanelerde ve Cin'deki

bir yenidogan tinitesinden bildirilmistir (90).

2.3.1.3. Simf D Karbapenemazlar

Simif D karbapenemazlar, A. baumannii ve Enterobacterales’te karbapenem
direncinin 6nemli enzimleri olan oksasilinaz (OXA) enzimlerini icerir. Bu enzimler
ozellikle aminopenisilin, karboksipenisilin ve tireidopenisilinler olmak iizere genel olarak
penisilinlere ve sefalotin gibi dar spektrumlu sefalosporinlere karst iyi etkinlik gosterirler.
Seftazidim, seftriakson, sefepim gibi genis spektrumlu sefalosporinlere, karbapenemlere

kars1 hidroliz yetenekleri diisiiktiir (94).

Filogenetik olarak iki gruba ayrilirlar. Grup 1 esas olarak A. baumannii‘de bulunur
ve 4 alt grup igerir. 1a alt grubu OXA-23 benzeri beta-laktamazlar olarak adlandirilir ve
OXA-23’lin yan1 sira, OXA-27, -49, -73, -102, -103, -133, -146, -165, -166, -167, -168,
-169, -170, -171, -225, -239, -366, -398, -422, -423, -435, -440, -481, -482, -483,-565’i
igerir. 1b alt grubu OXA-24/40 benzeri beta-laktamazlardir ve OXA-24, -25, -26, -72, -
139, -160, -207, -437’yi igerir. 1¢ alt grubunda OXA-51 benzeri beta-laktamazlar yer alir.
1d alt grubunda ise OXA-58 benzeri beta-laktamazlar bulunur, OXA-96, -97, -164, -397,
-420, -512 grubun diger iiyeleridir (94).

Grup 2, OXA-48 ile iliskili karbapenemazlardan olusur. OXA-48 benzeri
enzimler, diger D sinifi beta-laktamazlarla zayif bir sekilde iligkilidir ve diger OXA
tiyeleriyle %50'den az amino asit benzerligi gosterir. Kazanilmig OXA-48 tipi
karbapenemazlar, Enterobacterales arasinda karbapenemlere kars1 azalmis duyarliligin
onemli nedenleridir. Grup 2’de OXA-48’in disinda OXA-162, -181, -204, -232, -244, -
245, -247, -370, -436, -484, -519 gibi enzimler yer almaktadir (94). OXA-48 benzeri
enzimler olmalarina ragmen OXA-163, OXA-252, OXA-405 yeterli karbapenemaz
aktivitesine sahip degildir (95). Sirasiyla OXA-48, OXA-181, OXA-232, OXA-204,
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OXA-162 ve OXA-244, OXA-48 benzeri karbapenemazlar arasinda en yaygin goriilen
enzimlerdir (94).

Genel olarak OXA-48 benzeri enzimlerin karbapenemaz yetenekleri diisiiktiir ve
yiiksek diizeyde karbapenem direnci saglamak i¢cin GSBL'ler ve/veya porin mutasyonlari
ile birlikte bulunmalar gereklidir (96). Bununla birlikte OXA-48'in imipenemi hidroliz
etmedeki etkinligi, Acinetobacter spp.'de siklikla goriillen OXA-23 benzeri enzimlerden
yaklasik 10 kat daha yiiksektir (94).

OXA-48, ilk olarak 2001 yilinda Istanbul’da 54 yasindaki bir erkek hastada K.
pneumoniae’ya bagli IYE’de tanimlanmistir. Bu sus, meropenem ve imipenem dahil test
edilen tim beta-laktamlara ve aminoglikozidler, kloramfenikol, nalidiksik asit,
siprofloksasin, siilfonamidler ve tetrasikline kars1 direngli saptanmistir. Susun toplamda
5 farkli beta-laktamaz tirettigi tespit edilmistir (97). Tirkiye disinda OXA-48’in ilk
raporu, 2008 yilinda Belcika'nin Briiksel kentinde, lenfoma kemoterapisi goren bir
hastada K. pneumoniae’ya bagl IYE’de bildirilmistir. Daha sonra 2010 yilinda E. coli,
E. cloacae, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii gibi Enterobacterales tiyelerinde
de Liibnan, Misir, Fransa, Tunus ve Fas’tan OXA-48 bildirilmistir. 2011'de Israil,
Senegal, Hollanda, ispanya, Irlanda ve Slovenya'dan OXA-48 iireten Enterobacterales
bildirilmistir. Fransa, Belgika, Irlanda ve Ispanya’da ilk OXA-48 iireten suslarin
bildiriminden hemen sonra hastane salginlart meydana gelmistir. OXA-48 f{ireten
Enterobacterales su anda Tiirkiye'de, Liibnan, Urdiin, Umman, iran ve Suudi Arabistan
gibi Orta Dogu iilkelerinde ve Fas, Cezayir, Tunus ve Misir gibi Kuzey Afrika iilkelerinde
endemiktir ve hastane kaynakli salginlara sebep olmaktadir. Giinlimiizde OXA-48,
Antarktika kitas1 harig tiim kitalarda yayilima sahip olmustur (94).

OXA-181 en yaygin goriilen ikinci OXA-48 benzeri enzimdir ve ilk olarak 2006-
2007 yillarinda Hindistan’da siirveyans programinda 10 K. pneumoniae ve 1 E. cloacae
komplekste raporlanmistir (98). Daha sonra 2011°de Fransa, Hollanda, Umman ve Yeni
Zelanda’da C. freundii ve K. pneumoniae suslarinda gosterilmistir (94). Giiniimiizde
OXA-181 iireten Enterobacterales Giiney Hindistan’da endemiktir ve hastane kaynakli

salginlarin 6nemli nedenleri arasindadir (99).

OXA-181 ilk olarak bir K. pneumoniae izolatinda tanimlanmistir. K. pneumoniae
OXA-181 firetiminin en sik goriildiigi bakteridir. E. coli, C. freundii, Morganella

morganii, Proteus mirabilis de OXA-181 iirettigi gozlenen diger Enterobacterales
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tiyeleridir. Ayrica Aeromonas caviae ve P. aeruginosa’nin da OXA-181’e sahip suslari
bildirilmistir (94).

OXA-232 su anda en yaygin tiglincii OXA-48 benzeri enzimdir ve 2013 yilinda
Hindistan'a yakin zamanda seyahat Oykiisii olan 3 Fransiz hastadan alinan rektal
siiriintiilerde saptanmustir. izolatlardan 1°i E. coli, 2’si K. pneumoniae olarak bildirilmistir
(100). 2014-2015 yillarinda ABD, Malezya, Giiney Kore ve Meksika’da OXA-232 rapor
edilmis olup bu suslarin cogunun ayni1 zamanda NDM-1 {irettigi ve hastalarin Hindistan
alt kitasina seyahat 0ykiisii bulundugu bildirilmistir. 2015°ten sonra Avrupa’da Almanya
ve Ingiltere olmak iizere cesitli iilkeler, Asya’da Cin ve Tayland, Afrika’da Tunus gibi
tilkelerden de OXA-232 raporlanmistir. OXA-232 iireten Enterobacterales Hindistan’da
endemik kabul edilmektedir. Bildirilen suslar g6z 6niine alindiginda bu enzimin en sik E.

coli ve K. pneumoniae’da iretildigi gozlenmektedir (94).

OXA-204 nadiren bildirilen bir OXA-48 benzeri karbapenemazdir ve ilk olarak
2013 yilinda Tunus’ta idrar kiiltiiriinde iireyen ertapeneme azalmig duyarliliga sahip K.
pneumoniae’da tespit edilmistir. izolat meropenem ve imipeneme duyarl olmakla birlikte
penisilinlere, beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlarina ve genis spektrumlu

sefalosporinlere karsi direngli saptanmigtir (101).

OXA-162 ilk defa 2008 yilinda Tiirkiye’de K. pneumoniae’da tanimlanan nadir
goriilen bir karbapenemazdir. 2012°den beri Tiirkiye, Macaristan ve Yunanistan’dan K.

pneumoniae’da bildirimler yapilmigtir (94).

OXA-244, ilk defa 2011°de Ispanya’dan K. pneumoniae’da bildirilmis nadir
goriilen bir OXA-48 benzeri enzimdir. Almanya, Rusya, Fransa, Hollanda, Ingiltere
OXA-244’1 bildiren diger iilkelerdir. K. pneumoniae’nin yani sira E. coli ve Klebsiella

aerogenes OXA-244 iireten Enterobacterales olarak karsimiza ¢ikmaktadir (94).

2.3.2. Porin Kaybi/Azalmasi

K. pneumoniae’da porin kaybi veya azalmasinin karbapenem direncine etkisi
diisiiktiir. K. pneumoniae’nin dis membran proteinlerinden OmpK35 ve OmpK36’nin
yapiminda azalma karbapenem direncinden sorumlu olabilir. OmpK37'nin kayb1 veya

azalmasmin K. pneumoniae’da karbapenem direncinde kiiglik bir rolii oldugu
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kanitlanmistir. Ayn1 zamanda fosfat tasimada gorevli bir porin olan phoE’nin yapiminda
azalma da karbapenem direncine yol agabilir (102).

2.3.3. Efluks Pompalari

K. pneumoniae’da bulunan KpnGH efluks pompa sisteminin ertapenem ve
imipenem direncine sebep oldugu gosterilmistir (103). Ayrica AcrAB-TolC efluks

pompasinin asir1 ekspresyonu da karbapenem direncine sebep olmaktadir (104).

2.3.4. GSBL/AmpC Uretimi

GSBL veya AmpC iiretiminin, porin kayb1 veya azalmasi, efluks pompalarinin
asir1 ekspresyonu gibi diger karbapenem diren¢ mekanizmalariyla birlikte bulunmasi

karbapenem direncine yol agabilir (77).

2.4. Karbapenemaz Tespit Yontemleri

Karbapenemaz enzimlerin gesitliligi ve yontemlerin enzim tipine gore duyarlilik
ve  Ozgilliklerindeki  farkliliklar ~ karbapenemaz  tespitini  zorlagtirmaktadir.
Karbapenemaz tespit yonteminin se¢imi epidemiyoloji, tanisal performans, is giicii, sonug
alma siiresi, karmagsiklik ve maliyet gibi faktorlere gore yapilmaktadir. Karbapenemaz
tiretimine bagl karbapenem direncinin tespiti, hasta yonetimi, enfeksiyon kontrolii ve

halk sagligi i¢in 6nemlidir (105).

Karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da karbapenem MIK degerleri klinik sinir
degerlere gore duyarli veya artmis dozda duyarli kategorisinde kalabilir. Bu yilizden
epidemiyolojik sinir degerler (ECOFF) karbapenemaz iiretiminin saptanmasi igin
kullanilmalidir. Karbapenemaz iiretiminin saptanmasinda ertapenem, GSBL veya AmpC
iireten suslarin porin kayiplariyla birlikteligi sonucu olusan karbapenem direncinden de
etkilenebilecegi igin 6zgiilligi disiik kalmakla birlikte duyarlilig en iyi karbapenemdir.
Duyarlilik ve 6zgiilliik dengesi birlikte diisliniildiigiinde meropenem tercih edilecek en
iyi ajan olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Ozgiilliigii artirmak i¢in imipenem ve ertapenem
i¢cin kullanilmasi belirlenen tarama esik degerlerinin ECOFF ’tan bir diliisyon daha yiiksek

tutulmast Onerilmektedir. Rutin antibiyogramda karbapenem duyarliligi tarama esik
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degerinin iizerinde kalan suslarin karbapenemaz tiretiminin dogrulanmasi gerekmektedir.
Dogrulama i¢in kullanilan testler fenotipik ve genotipik yontemler olarak iki grupta
toplanabilir (106). Tablo 5’te Enterobacterales i¢in Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri Komitesi (EUCAST) onerilerine gére MIK veya disk difiizyon ydntemi

kullanilarak yapilan karbapenemaz taramasi icin esik degerler gosterilmistir.

Tablo 5. Karbapenemaz Ureten Enterobacterales icin Klinik Sinir Degerler ve Tarama Esik
Degerleri (106)

Karbapenem MIK (mg/L) Disk Difiizyon Zon Capi (mm)

(10 pg)

Duyarlhilik Klinik Tarama Egik Duyarhlik Klinik | Tarama Esik
Sinir Degeri Degeri Sinir Degeri Degeri
Meropenem <2 >0.12 >22 <25
Ertapenem <0.5 >0.12 >25 <25

Not: Meropenem disk difiizyon zon ¢ap1 25-27 mm olan suslar piperasilin-tazobaktama ve/veya

temosiline direngli ise tarama pozitif kabul edilir.

2.4.1. Fenotipik Yontemler

2.4.1.1. Modifiye Hodge Testi (MHT)

MHT, karbapenemaz tespiti i¢in en kapsamli sekilde tanimlanan testlerden biridir.
Karbapeneme duyarli E. coli American Type Culture Collection (ATCC) 25922 susunun
0,5 McFarland bulanikligindaki soliisyonu 10 kat diliie edilir ve Mueller-Hinton agara
(MHA) yogun ekimi yapilir. 3-10 dakika plagin kurumasi beklendikten sonra meropenem
veya ertapenemin 10 pg’lik diskleri plagin ortasina konulur. Test edilecek sustan 3-5
koloni alinir ve diskin kenarindan plagin disina dogru ¢izgi seklinde ekilir. Plak 35-37
°C’de 16-20 saatlik inkiibasyona birakilir. Karbapenem diskine bagli olusan inhibisyon
zonunun test edilen izolatin inokiilasyon hattina dogru girinti yapmasi veya yonca yapragi

seklinde bir goriintii olugmasi testin pozitif oldugunu gosterir (107).

26



MHT, KPC basta olmak lizere ¢ogu karbapenemaz icin i¢in kabul edilebilir
duyarlilik gosterir ancak MBL'ler i¢gin duyarlilig: diisiik kalmaktadir. GSBL veya AmpC
iiretiminin porin kayiplariyla kombinasyonuna sahip izolatlar yanls pozitif sonuglara yol
acabilmektedir. Bu test ucuz maliyet, her laboratuvarda kolaylikla bulunabilen
materyaller gerektirmesi ve uygulama kolayligi bakimindan avantaj saglamakla birlikte
antibiyotik duyarlilik sonucu elde edildikten sonra fazladan bir gecelik inkiibasyon
stiresine ihtiya¢ duyulmasi, yorumlamanin goreceli veya zor olmasi, karbapenemaz
tiirlerini tayin edememesi sebebiyle dezavantajlidir. Bu siirlamalar nedeniyle MHT,
2018'de CLSI M100 dokiimaninda oOnerilen karbapenemaz tespit yontemi olmaktan
cikarilmigtir (108). EUCAST tarafindan da o6zgillik ve duyarliligmin yetersizligi,

yorumlama zorlugu sebebiyle artik kullanimi 6nerilmemektedir (106).

2.4.1.2. Kombinasyon Disk Testi (KDT)

Karbapenemin tek basina ve karbapenem direncini ortadan kaldirmaya yonelik
karbapenemaz inhibitorii ile kombine halde kullanilmasi esasina dayanir (108).
Karbapenemaz inhibitorii olarak Ambler sinif A ve smif C i¢in boronik asit, sinif B i¢in
EDTA veya dipikolinik asit (DPA) kullanilmaktadir. AmpC ile iliskili karbapenem
direncine yonelik kloksasilin inhibitor olarak teste eklenmektedir. OXA-48 avibaktam ile
inhibe olmakla birlikte avibaktamin smif A ve sinif C’ye kars1 da inhibitor etkinligi
oldugu bilinmektedir. OXA-48 benzeri enzimlere yonelik herhangi spesifik bir inhibitor
bulunmamakla birlikte temosilin MiK degerinin >128 mg/L veya zon ¢apinin <11 mm
olmasi ve sinif A, B ve C igin spesifik inhibitorlerle sinerjinin saptanmamast OXA-48’e

sahip suslarin tespiti i¢in 6nerilmektedir (106).

KDT igin gelistirilmis ticari kitler mevcuttur. Mastdiscs combi Carba Plus (MAST
Diagnostics, Ingiltere) ve KPC + MBL Confirm ID kit (Rosco Diagnostica, Danimarka)
bu kitlere 6rnek olarak verilebilir. KDT, spesifik karbapenemazlarin tespiti i¢in basit,
ucuz ve dogrulugu yiiksek bir testtir. Bununla birlikte karbapenemaz tiiriiniin
belirlenmesindeki algoritma ve is akisi zorlayict olabilmektedir (108). Tablo 6’da KDT

ile karbapenem direncinin belirlenmesi i¢in kullanilan yontem gosterilmistir.
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Tablo 6. Kombinasyon Disk Testi ile Karbapenem Direncinin Belirlenmesi (106)

Sinerji Karbapenem Direnci
Sadece Boronik Asit Sinif A (KPC)
Sadece EDTA veya Dipikolinik Asit Sinif B (VIM, IMP, NDM)
Kloksasilin ve Boronik Asit AmpC + Porin Kayb1
Sinerji yok ve Temosilin Direngli OXA-48 benzeri
Sinerji yok ve Temosilin Duyarli GSBL + Porin Kaybi

2.4.1.3. Biyokimyasal Testler

Carbapenemase Nordmann-Poirel (Carba NP) testi, karbapenemaz iireten
bakterilerin ekstraktlarinda imipenemin in vitro hidrolizini ortamin pH degisikligini
saptayarak Olcen bir testtir. Imipenemin hidrolizi sonucu pH diiser ve fenol kirmizisi
indikatorii kirmizidan sariya doner. Bu yontemin duyarliliginin ve 6zgiilliigliniin yiiksek
oldugu gosterilmistir (108). OXA-48 iireten mukoid suslarda duyarlilik disiik
kalabilmektedir (106). 2 saat gibi kisa bir siirede sonug alinabilmesi testin en dnemli
avantajlarindan birisidir. Carba NP testi, organizmanin kati besiyerinde izole
edilmesinden Once bile pozitif sinyal veren kan kiiltiirlerinde karbapenemaz varligini
saptamak {izere basartyla kullanilabilmektedir (105). Modifiye Carba NP testi, pH’in 7,8
yerine 7,5 olarak ayarlandig1 ve lizis tamponu olarak %0,02 setil trimetil amonyum
bromiiriin kullanildig1 karbapenemaz iiretiminin daha iyi tanimlanmasini saglayan bir
varyanttir. Nitekim 191 Enterobacterales izolatiyla yapilan retrospektif bir ¢aligmada
klasik Carba NP testi %84 duyarlilik %100 6zgiilliik gosterirken, modifiye Carba NP
testinde duyarlilik %99 ve 6zgiilliik %100 bulunmustur. Baska bir ¢alismada OXA-48
tespitinde duyarliligin %54’e kiyasla %71 bulunmas1 modifiye Carba NP testinin klasik
Carba NP testinden daha iyi oldugunu gostermektedir. Carba NP I, hem karbapenemaz
tretimini belirlemek hem de karbapenemaz siniflarimi ayirt etmek igin gelistirilen bir
baska testtir. Bu testte KPC tespiti i¢in tazobaktam, MBL tespiti i¢in EDTA kullanimi1
yoluyla spesifik enzim inhibisyonu ile baglantili olarak imipenem hidrolizinden

kaynaklanan pH degisikliklerine gore sonuglar yorumlanir (108).

Blue-Carba testi, indikator olarak bromtimol mavisinin kullanildigi bir Carba NP

tirevidir. Lizise gerek duymadan dogrudan bakteri kolonilerinden uygulanabilmesi ile
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kolaylik saglamaktadir. Carba NP testinde oldugu gibi 2 saat i¢inde sonu¢ alinmaktadir.
Her izolat negatif kontrol ile birlikte karsilastirilarak degerlendirilmelidir. Negatif kontrol
mavi iken test edilen susun yesil veya sar1 olmasi, negatif kontrol yesil iken izolatin sar1
renkli olmasi karbapenemaz iiretimini gosterir. Smif A, B ve D’den karbapenemaz iireten
toplam 44 Enterobacterales’te duyarlilik ve 6zgiilliikk %100 olarak bildirilmistir. Carba
NP’ye gore maliyetinin daha uygun olmasi avantaj saglamaktadir. Ancak karbapenemaz
tipinin belirlenememesi Carba NP Il ile kiyaslandiginda dezavantaj olarak goziikmektedir
(109).

B-CARBA testi, 1 ila 3 koloninin reaktifler ile karistirildigir ve 30 dakika i¢inde
sonuclanan bir biyokimyasal testtir. Rengin saridan turuncu, kirmizi veya mora
doniismesi testin pozitif oldugunu gostermektedir. OXA-48 iireten suglarda 30 dakikalik
okuma siiresinin yetersiz olabilecegi bildirilmistir. Asir1 K1 tireten Klebsiella oxytoca’da
oldugu gibi diger beta-laktamazlarla bazi yanlis pozitifliklere dikkat edilmelidir (106).
Ayrica pozitif sinyal veren kan kiiltiirlerinde de bu test uygulanip daha hizli sonug elde
edilebilir. 70 adet karbapenemaz lireten ve negatif kontrol olarak 70 adet karbapenemaz
harici beta-laktamaz {ireten Enterobacteriaceae susunun pozitif sinyal veren kan
kiiltiirtinden izole edildigi bir calismada %100 duyarlilik ve %94,3 6zgiilliik bulunmustur
(110).

2.4.1.4. Karbapenemaz Inaktivasyon Metodu

Karbapenem inaktivasyon metodu (CIM) ilk defa 2015’te Carba NP testine
alternatif olarak tanimlanmistir. 10 pl 6ze dolusu test edilen bakteri kolonisiyle 10 pg
meropenem diskinin 400 pl suda 2 saat boyunca inkiibe edilmesi ve sonucunda
meropenemin hidrolize ugramasi esasina dayanir. Meropenem diski 0.5 McFarland
bulanikliginda E. coli ATCC 25922 susunun yogun ekiminin yapildigt MHA’ya
yerlestirilir Ve en az 6 saat olmak kaydiyla tercihen bir gecelik inkiibasyona birakilir. Eger
test edilen bakteri karbapenemaz iiretmiyorsa meropenemin etkinligini siirdiirmesi
beklenir ve belirgin bir inhibisyon zonu gdzlenir. Inhibisyon zonunun gézlenmemesi ise
test edilen susun karbapenemaz iirettigini gosterir. Bu testin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin
yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica uygulama ve yorumlama kolaylig1 ve ucuz maliyeti
ile 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak inkiibasyon siiresinin uzunlugu ve karbapenemaz tiir

tayininin yapilamamasi testin dezavantajlarindandir (111).
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Diisiik diizey karbapenemaz ekspresyonunun saptanmasindaki zorluk, MBL
enzimlerinin etkinlikleri i¢in divalan katyonlar gerektirmesi, OXA-48 benzeri enzimlerin
azalmis hidrolitik aktivitesi gibi sebeplerden dolayr CIM testi karbapenemaz tespitinde
kisitlt bir test olarak goriilmeye baslanmistir. Test edilecek bakteriden 1 pl 6ze dolusu
alimip triptik soy broth besiyerinde siispanse edilmesi ve inkiibasyonun 4 saate
uzatilmasiin testin karbapenemaz saptama yetenegini artirdigi gozlenmistir. CIM
testindeki bu degisiklik modifiye karbapenemaz inaktivasyon metodu (mCIM) olarak
tanimlanmistir. Yapilan caligmalarla CIM testiyle kiyaslandiginda mCIM testinin
duyarliligin daha yiliksek oldugu gosterilmistir. CIM gibi 1 gecelik inkiibasyon
gerektirmekte ve karbapenemaz tiir tayini yapilamamaktadir (108).

CIM ve mCIM testlerinin karbapenemaz tiirlerini belirleyememesi yeni bir
modifiye testin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bu yontemde mCIM testinde oldugu
gibi 1 pl 6ze dolusu bakteri triptik soy broth besiyerinde siispanse edilir, ayn1 sekilde
ikinci bir siispansiyon daha hazirlanir ve ikinci tiipe 5 mM EDTA eklenir ve bu ikinci tiip
eCIM testi olarak isimlendirilir. Her iki tiipe de 10 pg meropenem diski konulur ve 35
°C’de 4 saat £ 15 dakika inkiibe edilir. Diskler tiipten ¢ikartiip 0,5 McFarland
bulanikliginda E. coli ATCC 25922 susunun yogun ekiminin yapildigit MHA’ya
aralarinda belli bir uzaklik kalacak sekilde yerlestirilir ve plak 35 °C’de 18 + 2 saat inkiibe
edilir. Birinci tiipe ait meropenem diskinin inhibisyon zon ¢apt >19 mm ise mCIM
yoniinden test negatif kabul edilir. 6-15 mm arasinda ise veya 16-18 mm arasinda olup
inhibisyon zonunun i¢inde kii¢iik koloniler halinde lireme gézlenmesi durumunda mCIM
pozitif kabul edilir. Ikinci tiipe ait meropenem diskinin inhibisyon zon ¢apt mCIM’inkine
kiyasla >5 mm saptanirsa eCIM pozitif kabul edilir. Iki zon ¢ap1 arasindaki fark <4 mm
i1se eCIM testi negatif sonuclandirilir. mCIM testi pozitif ve eCIM testi negatif saptanirsa
serin beta-laktamaz tiretimini, mMCIM ve eCIM testinin her ikisinin de pozitifligi MBL
tiretimini gostermektedir. mCIM testi pozitif degilse eCIM testinin degerlendirilmesi
yapilamamaktadir. Ambler sinif A ve D karbapenemazlari birbirinden ayiramasa da MBL
varligini tespit edebilmesi bu testi KDT hari¢ diger fenotipik yontemler arasinda 6n plana

cikarmaktadir (112).
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2.4.1.5. MALDI-TOF MS

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakteri ve mantarlar1 cins ve tiir diizeyinde
tanimlamak amaciyla kullanimi siklikla artan bir yontemdir. Bu kullaniminin yani sira iki
ana yaklasim iizerinden karbapenemaz iiretiminin hizli tanimlanmasina olanak veren
MALDI-TOF MS, bu alanda gelecek vadetmektedir. ilki ve daha sik kullanilani
bakteriyel protein ekstraktlarinin karbapenem substrati ile inkiibe edildigi ve karbapenem
bozunma iiriinlerini tespit eden karbapenem hidroliz yaklasimidir. ikinci yaklasim bilinen

bir karbapenemaz tastyan plazmid ile iliskili protein pik noktasinin saptanmasidir (108).

Hidroliz yontemiyle ilgili olarak bir dizi protokol tanimlanmistir ancak
standardize bir yontem heniiz mevcut degildir. Yontemde kisaca, karbapenem bakteri
kolonileri ile inkiibe edilir, siispansiyon santrifiijlenir ve siipernatantlar MALDI-TOF MS
ile karbapenem hidrolizi i¢in analiz edilir. 4 saat i¢inde sonug alinabilmesi ile 6n plana
cikmaktadir. Test, bildirilen raporlarla %77 ila %100 aras1 duyarlilik ve %94 ila %100
arast Ozgillige sahiptir (108). OXA-48 benzeri enzimleri tanimlamada zorluklar
bildirilmistir. Reaksiyon tamponuna amonyum bikarbonat (NH4HCQO3) eklenmesinin
diger enzimlerin saptanma yetenegi etkilenmeden OXA-48-benzeri karbapenemaz
saptanmasinda duyarliligi artirdigi gosterilmistir (106,108). Teste OXA-48 benzeri
enzimlerin tespit duyarliligint artirmak i¢in temosilin, sinif A karbapenemazlar i¢in fenil
boronik asit (PBA), sinif B karbapenemazlar i¢in DPA eklenebilir. Temosiline ait 6zgiil
piklerin kaybolmasi1 OXA-48 i¢in, PBA veya DPA eklentisi ile karbapeneme ait 6zgiil
piklerin tekrardan gozlenmesi de sirasiyla simif A ve simif B karbapenemazlar icin

anlamlidir (113).

Plazmid ile iligkili protein pik noktasi tespiti, KPC-3 iireten K. pneumoniae
kaynakli bir hastane salgininin retrospektif degerlendirildigi bir calismada basariyla
uygulanmistir. blakpc tasiyan pKpQIL plazmidinin bir gen iriiniine karsilik gelen
yaklasik 11.109 Da agirhiginda bir kiitle spektrometri pik noktasi tanimlanmistir. 10
dakika gibi kisa bir siirede sonug¢ alinmasi hidroliz yontemlerine kiyasla 6nemli bir
avantaj saglamaktadir. blakpec tastyan140 Enterobacteriaceae izolatinda yapilan baska bir
calisma hem duyarlilik hem de 6zgiilliigli %95'in {izerinde bildirmistir. Karbapenem
direncine sebep olan diger plazmidler i¢in de 6zgil piklerin tanimlanmasi bu yontemin

uygulanma sikligini artirabilir (108).
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2.4.1.6. Lateral Akim

Lateral akim temelli gelistirilen kitler karbapenemazlarin hem varligini hem
tiirinii belirlemek i¢in kullanilan antikor temelli yontemlerdir. Epidemiyolojik 6nemi
olan karbapenemazlari saptayabilirler fakat daha nadir goriilen karbapenemaz tiirleri bu
yontemle tespit edilememektedir. 15 dakika iginde sonug¢ alinabilmesi, uygulama ve

yorumlama kolayligy, tiir tayin edebilme gibi avantajlara sahiptir (108).

KPC, VIM, NDM, IMP ve OXA-48 benzeri karbapenemazlart ayni anda
saptayabilen bir multipleks lateral akim karbapenemaz testi gelistirilmis ve 296
Enterobacteriaceae’da %100 duyarlilik ve %95 6zgillik gostermistir (114). OXA-48
benzeri karbapenemazlari saptamaya yonelik 4 dakikada sonug verebilen ve 75
Enterobacteriaceae’da %100 duyarlilik ve 6zgiillik gosteren bir kit de bulunmaktadir.
Bu kit ile pozitif sinyal veren kan Kkiiltiirlerinden de dogrudan degerlendirme

yapilabilmektedir ve duyarlilik ve 6zgiillik %100 olarak bildirilmistir (115).

2.4.1.7. Kromojenik Besiyerleri

Kolonize ve enfekte hastalarda karbapenem direngli suslarin tespiti igin
kromojenik besiyerleri kullanilabilir. CHROMagar KPC (CHROMagar Company,
Fransa) karbapenemlere kars1 yiiksek diizeyde direnci tespit eder. Hem KPC hem de VIM
tireten Enterobacterales i¢in yararl bir tarama besiyeridir. Ancak bu besiyerinin en biiyiik
dezavantaji OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten suslarin diisiik diizeyde direncini
tespit edememesidir. Brilliance CRE agar (Oxoid, Thermofisher Scientific, ingiltere) iki
kromojenik sistem kullanan ve E. coli’yi pembe, Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve
Citrobacter spp. izolatlarin1 mavi renkte gosteren bir besiyeridir. Testin genel duyarliligi
%76, ozgulligii ise %57 olarak bildirilmistir. Sinif A karbapenemazlar i¢in %85, sinif B
icin %78, siif D i¢in %69 duyarliliga sahiptir. Enterobacterales suslarinda CHROMID
Carba (bioMérieux, Fransa) %100 duyarlilik %93 6zgiilliikk, Colorex KPC (Biomed
Diagnostics, ABD) %97 duyarlilik %96 6zgiilliik géstermistir. SUPERCARBA besiyeri,
belli konsantrasyonda bir karbapenemin Drigalski agar ortamina eklenmesiyle elde edilir.
Besiyerinde ayrica yiiksek diizey sefalosporinaz sentezleyen bakterilerin iiretimini
baskilamak igin kloksasilin ve ¢inko stilfat (ZnSQO4) bulunmaktadir. Genel duyarlilig
%96 olmakla birlikte, KPC ve OXA-48 iireten suslarda %100 duyarlilik ve %67-82 arasi
ozgilliige sahiptir. Duyarlilik sinif A icin %100, sinif B i¢in %92-94, simif D i¢in %100
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olarak bildirilmistir. Genel olarak OXA-48’i kromojenik besiyerlerinde saptamak zor
oldugu halde SUPERCARBA bu konuda biiyiik basar1 gostermektedir. Rektal siiriintii ve
gaita Orneklerinde karbapenemaz taramasi i¢in de kullanilabilir. Diisiik diizey

karbapenem tiretimini saptamada da basarilidir (116).

2.4.1.8. Gradient Test

MBL’leri saptamak i¢in imipenem ve imipenem + EDTA kombinasyonunu igeren
gradient testler kullanilabilir. Diislik diizeydeki karbapenemaz aktivitelerinde testin

basaris1 digmektedir (117).

2.4.2. Genotipik Yoéntemler

Genotipik yontemler karbapenemaz saptanmasi ve tiirlerinin belirlenmesinde altin
standart yontemler olarak kabul edilmektedir (12,116-119). Genotipik yontemler baslica
PCR temelli testler ve mikroarray testlerinden olusur (12,117). Hizli sonug alma siiresi,
yiksek duyarlilik ve ozgiilliik genotipik testlerin avantajlar1 arasindadir. Ayrica
epidemiyolojik caligmalar i¢in 6nemli bir kaynak olustururlar (117,118). Ancak bu testler
fenotipik yontemlere kiyasla karmagsiktir, maliyetli ekipman ve egitimli personel
gerektirir (12,117-119). Hedef genlerdeki alel gesitliligi, tanimlanmamis yeni genlerin
veya nadir bulunan genlerin saptanamamasi genotipik yoOntemlerin  diger

dezavantajlaridir (117).

PCR temelli testler olarak geleneksel PCR ve multipleks PCR kullanilabilir. Real-
time PCR ile sonug¢ alma siiresi hizlandirilabilir. Kiiltiirde tiretilen bakterilerin yani sira
rektal siiriintii ve gaita gibi dogrudan klinik 6rneklerden sonug¢ alinabilir (117,118).
2006’dan 2012’ye kadar KPC, VIM, NDM, IMP ve OXA-48 gibi sik goriilen
karbapenemazlarin bir kisminin tespiti i¢in multipleks real-time PCR sistemi
gelistirilmistir (119). 2012°de NDM, KPC, GES, IMP, VIM ve OXA-48’i ayn1 anda
saptayabilen ve genomik DNA ekstraksiyonu dahil olmak iizere 3 saat igerisinde sonug
alinabilen multipleks real-time PCR yontemi Enterobacteriaceae, A. baumannii ve P.

aeruginosa izolatlarinda %100 duyarlilik ve %100 6zgilliik gostermistir (120).

Mikroarray, kisa silirede ¢ok sayida farkli geni ayni1 anda tespit edebilen umut

verici bir tanimlama yontemidir. Direng genlerinin karakterizasyonunda ve molekiiler
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epidemiyolojide 6nemi artmaktadir. Bu teknik, tek niikleotit polimorfizmlerinin hizli bir
sekilde tanimlanmasina ve ¢ok parametreli analizlere olanak tanidigindan ve ¢ok kiigiik
hacimli Ornekler kullanarak zaman ve maliyeti azalttigindan dolayr geleneksel
yontemlere gore 6nemli bir avantaja sahiptir. Check-MDR CT102 DNA Microarray
(Check-Points Health BV, Hollanda) SHV, TEM, CTX-M gibi GSBL gen aileleri ve
KPC, IMP, VIM, NDM, OXA-48 gibi en sik goriilen karbapenemazlar1 saptayabilen
mikroarray temelli ticari bir kittir. Yapilan ¢alismalar ¢ogu izolat i¢in %100 duyarlilik ve

Ozgiilliige sahip oldugunu gostermektedir (117).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismaya Alinan Ornekler

Calismaya 16 Mart 202112 Mart 2022 tarihleri arasinda Hitit Universitesi Corum
Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen kan, idrar, derin trakeal aspirat, balgam, kateter, yara, periton, doku biyopsi
orneklerinden izole edilen ve karbapenem grubu en az bir antibiyotige direngli 100 K.
pneumoniae susu dahil edildi. Ayn1 hastadan kiiltiir tiiri fark etmeden sadece tek 6rnek
calismaya alindu.

Suslar %15 gliserollii Brain Heart Infusion Broth besiyerine aktarildi ve ¢alisma

giiniine kadar -20 °C’de sakland.

3.1.1. Bakteri Tanimlamasi

Rutin olarak 6rnekler %5 koyun kanli agar ve EMB agara ekildi. Plaklar aerobik
etlivde 16-24 saat inkiibe edildi. Mukoid goriiniimlii ve EMB agarda laktoz pozitifligine
isaret eden opak koloniler VITEK 2 COMPACT (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemiyle tiir diizeyinde tanimlandi. Tanimlamada {iretici firmanin saglamis oldugu GN
kart1 kullanild1 ve saf iireyen koloniler 0,50-0,63 McFarland yogunlugunda %0,45 steril
serum fizyolojik igerisinde siispanse edildi ve cihaza aktarildi. Sistem tarafindan %99

dogrulukta K. pneumoniae olarak raporlanan suslar ¢alismaya dahil edildi.

3.1.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Bakteri tanimlamas1 yapmak amaciyla hazirlanan bakteri siispansiyonundan 145
uL almarak 3 ml %0,45 steril serum fizyolojik igerisine aktarildi. Uretici firmanin
saglamis oldugu AST-N325, AST-N326 ve AST-N327 antibiyogram kartlarindan biri
kullanilarak otomatize cihaza aktarildi. Sistem tarafindan raporlanan antibiyogram

sonuglart EUCAST tarafindan 6nerilen klinik sinir degerlere gore kontrol edildi (121).
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Meropenem, imipenem veya ertapenemden en az birine direncli bulunan suslar ¢alismaya

dahil edildi.

3.2. Kullanilan Besiyerleri

3.2.1. %5 Koyun Kanh Agar

Ticari olarak hazir besiyeri (RTA Laboratuvarlari, Tiirkiye) kullanildi.

3.2.2. Eozin Metilen Blue (EMB) Agar

Ticari olarak hazir besiyeri (RTA Laboratuvarlari, Tiirkiye) kullanildi.

3.2.3. Mueller Hinton Agar (MHA)

Ticari olarak satilan ve toz halinde bulunan Mueller Hinton Agar Il (Condalab,
Ispanya) firma 6nerileri dogrultusunda 38 gr/L olacak sekilde hassas terazide tartildi ve
distile suda ¢ozdiiriildii. 121 °C’de 1 atmosfer basing altinda 15 dakika boyunca otoklavda
(Hirayama HG-80, Japonya) sterilize edildi ve 50 °C’ye kadar sogumaya birakildi.
Sonrasinda biyogiivenlik kabininde 90 mm ¢apindaki bos petrilere besiyeri kalinlig1 4
mm olacak sekilde aseptik sartlarda 25 ml kadar dokiildii ve katilasmaya birakildi.
Hazirlanan besiyerinin {iretim tarihi not edildi ve besiyeri ¢alisma giinline kadar +4 °C’de

saklandi.

3.2.4. %15 Gliserollii Brain Heart Infusion Broth

Ticari olarak satilan ve toz halinde bulunan Brain Heart Infusion Broth (Condalab,
Ispanya) firma 6nerileri dogrultusunda 37 gr/L olacak sekilde hassas terazide tartildi ve

distile suda ¢ozdiiriildii. Uzerine toplam hacmin %15’si olacak sekilde gliserol tartilip
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eklendi ve karistirildi. 121 °C’de 1 atmosfer basing altinda 15 dakika boyunca otoklavda
sterilize edildi. Soguduktan sonra 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 1 ml olacak sekilde

aseptik sartlarda aktarildi. Hazirlanan besiyeri kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.

3.3. Suslarin Canlandirilmasi

-20 °C’de stok besiyerinde saklanan suslar buzdolabindan ¢ikarildi. Tiip igeriginin
erimesi beklenmeden tiipiin tist kismindan steril 6ze ile hafif kaziyarak birer 6ze dolusu
alind1 ve %5 koyun kanli1 agar ve EMB agara aseptik sartlarda tek koloni ekimi yapildi.
Suslarin saflig1 kontrol edildi.

3.4. Kombinasyon Disk Testi (KDT)

3.4.1. Testin Uygulanmasi

Taze kiiltiirden saf koloniler steril ekiivyon yardimiyla alind1 ve igerisinde steril
serum fizyolojik bulunan plastik tiiplere aktarildi. DensiCHEK Plus (bioMérieux, Fransa)
optik okuyucusu ile 0,5 McFarland bulanikligina esit siispansiyon hazirlandi. Steril
ekiivyon tiipiin dibine daldirilip ¢ikarildi ve fazla sivinin atilmasini saglamak i¢in tiipiin
kenarlarina bastirildi. Ekiivyon, MHAya bosluk kalmayacak sekilde yatay hareketlerle
ekildi. Plak iki kez 60° g¢evrildi ve ayni teknikle toplamda 3 kadranda ekildi. Besiyeri
ylizeyinin kurumasi beklendikten sonra meropenem (10 pg) diski, meropenem + boronik
asit (10/600 ng) diski, meropenem + dipikolinik asit (10/1000 pg) diski, meropenem +
kloksasilin (10/750 pg) diski ve temosilin (30 pg) diski (Bioanalyse, Tiirkiye) besiyerinin
yiizeyine yerlestirildi. Plak 35 °C’de 18-20 saat inkiibasyona birakildi.

3.4.2. Kalite Kontrol Suslarinin Cahsilmasi

Negatif kontrol amaciyla Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 (karbapenemaz
negatif) susu, KPC pozitif kontrol amaciyla Klebsiella pneumoniae Culture Collection
University of Gothenburg (CCUG) 56233, MBL pozitif kontrol amaciyla Klebsiella
pneumoniae National Collection of Type Cultures (NCTC) 13443 susu kullanildi.
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3.4.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Plaklar etiivden c¢ikartildi ve her bir diskin inhibisyon zon ¢aplar1 plagin
arkasindan 6lgiildii. Temosilin diski tek basina degerlendirildi ve 12 mm veya {izerinde
olmas1 durumunda duyarl olarak kabul edildi. Inhibitor iceren disklerin zon gaplari
meropenem diskiyle karsilastirildi. Tablo 7°de KDT sonuglarinin degerlendirilmesi

gosterilmistir.

Tablo 7. Kombinasyon Disk Testi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Meropeneme Kiyasla Zon Capinda Artig
Meropenem + Meropenem + Meropenem + Temosilin
Boronik Asit Dipikolinik Asit Kloksasilin

KPC >4 mm <3 mm <3 mm Degisken

MBL <4 mm >5 mm <3 mm Degisken

AmpC + Porin >4 mm <3 mm > 5 mm > 12 mm
Kaybi

GSBL + Porin <3 mm <3 mm <3 mm > 12 mm
Kaybi

OXA-48 benzeri <3 mm <3 mm <3 mm Zon yok

3.5. PCR Yontemi ile Karbapenemaz Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

3.5.1. Bakteriyel DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon amaciyla Bakteri Genomik DNA izolasyon Kiti (Hibrigen, Tiirkiye)
kullanildi. Liyofilize halde bulunan 90 mg Proteinaz K, 4500 pul Proteinaz K diliisyon
soliisyonu ile sulandirildi ve 20 mg/ml konsantrasyonunda Proteinaz K elde edildi.
Liyofilize halde bulunan 4 mg Riboniikleaz A (RNaz A), 200 ul RNaz A diliisyon
soliisyonu ile sulandirildi ve 20 mg/ml konsantrasyonunda RNaz A elde edildi. BDY
tamponunu kullanima hazir hale getirmek i¢cin 10 ml BDY soliisyonunun iizerine 40 ml

saf etanol eklendi. Firma Onerileri dogrultusunda sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:
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8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. Spin kolonlarin aktif hale gelmesi i¢in iizerine 800 ul BE tamponu eklendi ve

oda sicakliginda en az 30 dakika beklendi. Tiim sivinin siiziilmesi i¢in 10.900

x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipiindeki s1v1 atild.

. 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiiniin igerisine 0,5 ml steril serum fizyolojik ve 3

0ze dolusu bakteri kolonisi alind1 ve kisa siireli vorteks yapilda.

. 10.900 x g’de 2 dakika santrifiij yapildi. Stipernatant atild1.

. Pelet 500 pl LB1 tamponu igerisinde ¢ozdiiriildii. 2 ul RNaz A eklendi ve

vortekslendi.

. 45 ul Proteinaz K eklendi.
. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

. 175 ul LB2 tamponu eklendi ve kisa siireli vortekslendi.

50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

10 saniye vortekslendi ve stvinin tamami spin kolona aktarildi.

7600 x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki siv1 atildi.
500 ul BDY tamponu spin kolona eklendi.

10.900 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki s1v1 atildi.
Tekrardan 500 ul BDY tamponu spin kolona eklendi.

10.900 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki s1v1 atildu.

Higbir s1vi eklenmeden 10.900 x g’de 3 dakika santrifiij edildi ve toplama
tiipii atildu.

Spin kolon 1,5 mI’lik steril bir mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine gegirildi.
Dogrudan membran iizerine 70 ul BDE tamponu eklendi.

Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

10.900 x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve spin kolon atildi.

Elde edilen DNA’lar ¢aligma giiniine kadar -20 °C’de saklandi.
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3.5.2. PCR Yonteminin Uygulanmasi

3.5.2.1. Kullanilan Primerler

Calismada blakpc, blanom, blaviv, blaive ve blaoxa-4s gen bélgelerini hedefleyen 5 farkli
primer seti kullanildi. Primer dizileri blakpc, blanom Ve blaoxa-ss i¢in Doyle ve ark.’nin
(122), blaviv ve blamvp igin Ellington ve ark.’nin (123) yaptigi ¢alismaya uygun sekilde
secildi. Tablo 8’de primer dizileri ve bant biiyiikliikleri gosterilmistir.

Tablo 8. Kullanilan Primerler ve Bant Biiytikliikleri

Hedef Primer Ad1 | Primer Dizisi Bant
Gen Biiytikligii
(bg)
blakec KPC-F 5’>-TGTCACTGTATCGCCGTC-3’ 1011
KPC-R 5’>-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3’
blanpwm NDM-F 5’-GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC-3’ 782

NDM-R 5’-GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT-3’

blavim VIM-F 5’-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’ 390
VIM-R 5’-CGAATGCGCAGCACCAG-3’

blave IMP-F 5’-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCT-3 188
IMP-R 5’-CCAAACYACTASGTTATCT-3

blaoxa4s | OXA-48-F | 5’-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ 438

OXA-48-R | 5>-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3’

F: Forward, R: Reverse, b¢: baz ¢ifti

3.5.2.2. PCR i¢in Reaktiflerin Hazirlanmasi

Taq polimeraz olarak FIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne, Estonya), PCR
tamponu olarak FIREPol 10x Buffer B (Solis BioDyne, Estonya) kullanildi. Magnezyum
kloriir (MgCI2) (25 mM) ve ANTP set (100 mM) de ayn1 firmadan temin edildi. Liyofilize
halde bulunan 10 adet primer dizisi (Metabion, Almanya) her biri 10 uM (10 pmol/pul)

olacak sekilde firma onerileri dogrultusunda sulandirildi. 100 mM stok halinde bulunan
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dATP, dTTP, dCTP, dGTP soliisyonlar1 dNTP karigimi1 hazirlamak tizere tek bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve son konsantrasyon her biri i¢in 10 mM olacak sekilde
sulandirildi. Tiim sulandirma islemleri DNase/RNase free saf su ile yapildi. Tablo 9 ve
tablo 10°’da PCR karisiminda kullanilan reaktifler, reaksiyon basina hacimler ve

konsantrasyonlar gosterilmistir.

Tablo 9. blakec, blanpm Ve blaoxa.s Igin PCR Karisimi

Reaktif Hacim Konsantrasyon
(Bir Ornek I¢in) (Bir Ornek I¢in)
Taqg Polimeraz (5U/ul) 0,25 pl 0,05 U/ul
10x Buffer 2,5 ul 1X
MgCl, 1,5 pl 1,5 mM
dNTP Karigimi 1l 400 puM (her biri)
Primer-F (blaoxa-ss) 0,5 ul 200 nM
Primer-R (blaoxa-ss) 0,5 ul 200 nM
Primer-F (blanowm) 0,5 ul 200 nM
Primer-R (blanom) 0,5 ul 200 nM
Primer-F (blakec) 0,5 ul 200 nM
Primer-R (blaxec) 0,5 ul 200 nM
DNA 1l
DNase/RNase Free Saf Su 15,75 ul
Toplam Hacim 25 ul
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Tablo 10. blayiv ve blaywp Icin PCR Karigimi

Reaktif Hacim Konsantrasyon
(Bir Ornek Igin) (Bir Ornek Igin)
Taq Polimeraz (5U/ul) 0,25 ul 0,05 U/ul
10X Buffer 2,5 ul 1X
MgCl; 1,5l 1,5mM
dNTP Karigimi 1yl 400 uM (her biri)
Primer-F (blaviv) 0,5 ul 200 nM
Primer-R (blavim) 0,5 ul 200 nM
Primer-F (blaiwp) 0,5 ul 200 nM
Primer-R (blajup) 0,5 ul 200 nM
DNA 1l
DNase/RNase Free Saf Su 16,75 pl
Toplam Hacim 25 ul

3.5.2.3. Amplifikasyon

PCR protokolii Doyle ve ark.’nin (122) ve Ellington ve ark.’nin (123) yaptig1
calismaya uygun sekilde optimize edildi. Hazirlanan PCR karisimi 0,1 ml’lik
amplifikasyon tiiplerine aktarildi ve CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, ABD) cihazina yiiklendi. blakpc, blanom Ve blaoxa-ss i¢in 95 °C’de 5 dakika
ilk denatiirasyon sonrasinda 95 °C’de 45 saniye denatiirasyon, 60 °C’de 45 saniye primer
baglanmasi ve 72 °C’de 1 dakika elongasyon ile toplam 35 dongii ve son uzama olarak
72 °C’de 8 dakika olmak tizere multipleks PCR gergeklestirildi. blavim ve blamvp i¢in 94
°C’de 5 dakika ilk denatiirasyon sonrasinda 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 52 °C’de
40 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’de 50 saniye elongasyon ile toplam 36 dongii ve
son uzama olarak 72 °C’de 5 dakika olmak {izere multipleks PCR gergeklestirildi.
Amplifikasyon iirlinleri jel elektroforezinde yiiriitiilmek {izere +4 °C’de saklandi. PCR

protokolleri Tablo 11 ve Tablo 12’de gosterilmistir.
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Tablo 11. blaKPC, blanom ve blaoxa-as ic;in PCR Protokoli

Sicaklik Stire Dongli

95°C 5 dakika 1

95 °C 45 saniye

60 °C 45 saniye 35

72 °C 1 dakika

72 °C 8 dakika 1
Tablo 12. blayiv ve blaywe Icin PCR Protokolii

Sicaklik Siire Dongii

94 °C 5 dakika 1

94 °C 30 saniye

52°C 40 saniye 36

72 °C 50 saniye

72 °C 5 dakika 1

3.5.2.4. Kalite Kontrol Suslarinin Cahisilmasi

Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 negatif kontrol, Klebsiella pneumoniae
CCUG 56233 blakpc pozitif kontrol, Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 blavim pozitif

kontrol, Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 blanom pozitif kontrol, Escherichia coli

NCTC 13476 blamvp pozitif kontrol olarak kullanildi.

3.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

PCR ile amplifiye edilen iirlinlerin goriintiilenmesi igin yatay jel elektroforezi
kullanildi. Bu amacla %1,5’lik agaroz jel hazirlamak icin 2,4 gr agaroz hassas terazide
tartildi ve 160 ml 1X Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu ile erlenmayerde karistirildi.

Agarozun tamamen erimesi i¢cin mikrodalga firinda 3-4 dakika 1s1tildi. Karigimin yaklagik
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50 °C’ye kadar sogumasi beklendi. Ierisine son konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde
10 mg/ml’lik etidyum bromiirden 8 pl konuldu ve karistirildi.

Elektroforez yatagina ylikleme kuyucuklar1 olusturmak i¢in taraklar konuldu ve
karisim yavasca yataga dokiildii. Oda sicakliginda yaklasik 30 dakika katilagmaya
birakildi. Katilasan karigimin {izerinden taraklar ¢ikarildi ve yatak elektroforez tankina
(Bio-Rad, ABD) kuyucuklar katot tarafina yakin olacak sekilde yerlestirildi. Yatagin

lizerini tamamen kaplayacak sekilde 1X TAE tamponu eklendi.

Her uygulamada birinci ve sonuncu kuyucuga molekiiler belirteg olarak 100 bp
DNA Ladder Plus (Hibrigen, Tiirkiye) yiiklendi. Her bir 6rnekten 12,5 pl alindi ve 2,5 pl
6X jel yiikleme boyasi (Hibrigen, Tirkiye) ile karistirildi ve 15 upl’lik Srnekler
kuyucuklara yiiklendi. Pozitif ve negatif kontroller Orneklerle ayni hacimlerde
kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra tankin kapag: kapatildi ve

tank gii¢ kaynagina baglandu.

130 wvolt elektrik akiminda 60 dakika yiritilen &rnekler ultraviyole
transilliiminator (Major Science, ABD) goriintiileme cihazi ile incelendi. Olusan bantlarin

biiyiikliigiinii tayin etmek i¢in molekiiler belirtecle kiyaslama yapildi.

3.5.4. istatistiksel Analiz

Nicel veriler, yiizde, ortalama, standart sapma olarak belirtilmistir. KDT, altin
standart yontem olan PCR ile karsilastirilmig ve duyarlilik, 6zgilliik, pozitif prediktif
deger ve negatif prediktif degerler belirlenmistir. Kategorik verilerin karsilastirilmasinda
Fisher kesin ki-kare testi kullanilmistir. Verilerin analizinde SPSS 21 (SPSS Inc., ABD)

programi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi P <0,05 olarak belirlenmistir.

44



4. BULGULAR

4.1. Bakteri Suslarinin ve Hastalarin Genel Ozellikleri

Calisma 16 Mart 2021-12 Mart 2022 tarihleri arasinda Hitit Universitesi Corum
Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen ve karbapenem grubundaki en az bir antibiyotige direngli 100 K. pneumoniae

susunu icermektedir.

Orneklerin 62’si (%62) erkek, 38’i (%38) kadin hastalardan izole edilmistir.
Hastalarin yas1 18-95 arasinda degiskenlik gostermektedir ve yas ortalamasi 72,74 tiir.

Orneklerin gonderilen kliniklere gore dagilimi incelendiginde yogun bakim
iinitelerinin (YBU) biiyiik bir cogunlugu (%72) olusturdugu gozlenmektedir. Ikinci ve
ticlincii siklikta sirasiyla enfeksiyon hastaliklari (%10) ve gogiis hastaliklar1 servisi (%6)

gelmektedir. Sekil 2°de drneklerin kliniklere gore dagilimi gosterilmistir.

Orneklerin izole edildigi kiiltiir tiirlerine bakildiginda idrar (%41), kan (%28) ve
derin trakeal aspirat (%23) ornekleri biiylik ¢ogunlugu olusturmaktadir. Sekil 3’te

orneklerin kiiltiir tiiriine gore dagilimi gdsterilmistir.
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ool %1%1
% 01/ /_(y]_

%2
= Yogun Bakim
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= Enfeksiyon Hastaliklar
= GOgiis Hastaliklart

Nefroloji

= Uroloji

= Palyatif

= Dahiliye

= Diyabetik Ayak
= Ortopedi

= Acil

= Kardiyoloji

Sekil 2. Orneklerin Kliniklere Gore Dagilimi

0/2 %1/01 %1

Sekil 3. Orneklerin Kiiltiir Tiiriine Gére Dagilim1

= {drar

= Kan

= Derin Trakeal Aspirat
Yara

= Kateter

= Doku Biyopsi
® Periton Sivisi

= Balgam

4.2. Kombinasyon Disk Testi Sonuglari

Kalite kontrol amaciyla ¢alismaya alinan Klebsiella pneumoniae ATCC 25955

(karbapenemaz negatif) susunda meropenem inhibisyon zon ¢ap1 30 mm olarak Sl¢iilmiis
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ve meropeneme duyarli olarak bulunmustur. Inhibitdrle kombine disklerin meropenemle
kiyaslamasinda inhibisyon zon caplar1 arasindaki fark 3 mm’den az bulunmustur. Resim
1’de Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 susunun KDT uygulanan plak goriintiisii
gosterilmistir. Klebsiella pneumoniae CCUG 56233 (blakec pozitif) susunda meropenem
+ boronik asit diskinin inhibisyon zon ¢apt meropeneme kiyasla 4 mm fazla saptanmistir.
Resim 2’de plak goriintiisii gosterilmistir. Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 (blanom
pozitif) susunda meropenem + dipikolinik asit diskinin inhibisyon zon ¢ap1 meropeneme

kiyasla 6 mm fazla saptanmistir. Resim 3’te plak goriintiisii gosterilmistir.

Jeropepem + Kloksasilin

Jg ; Temosilin -
ngglcropcncm + Dipikolinik Asit

\§

o

Resim 2. Klebsiella pneumoniae CCUG 56233 KDT Plak Goriintiisii
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Resim 3. Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 KDT Plak Goriintiisii

Calisilan 6rneklerin 87’si (%87) OXA-48 benzeri, 13’1 (%13) MBL pozitif
olarak saptanmigtir. Resim 4’te OXA-48 benzeri, resim 5’te MBL pozitif 6rneklere ait

goriintliler gdsterilmistir.

Meropenem + Boronik

! ©

ot ]
¢ . Meropenem

(4]

Meropenem + Kloksasilin

>
4O

Meropeném + Dipikolinik Asit

e
N
pEY

Resim 4. OXA-48 Benzeri Pozitif Ornege Ait KDT Plak Gériintiisii
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Pl
Meropenem + Dipikolinik Asit

°

Meropenem + Kloksasilin

o

0 Meropenem
Temosilin 0 ,&.

Meropenem + Boronik Asit

Resim 5. MBL Pozitif Ornege Ait KDT Plak Gériintiisii

4.3. PCR Sonuclan

Calismaya alinan 100 6rnegin 76°s1(%76) blaoxa-4s, 1371 (%13) blanpm, 2’si (%2)
blaoxa-4s + blanpm pozitif olarak saptanmustir. Orneklerin higbirinde blakec, blavim ve
blaivp genleri saptanmamustir. 9 (%9) 6rnekte hedeflenen 5 direng geninin higbiri tespit
edilmemistir. Sekil 4’te PCR yontemine gore karbapenemaz genlerinin dagilimi
gosterilmistir. Agaroz jelde yiiriitiilen amplifikasyon iirlinleri molekiiler belirteg ile
kiyaslanmistir ve bant bliylikligline gore yorumlamistir. Resim 6 ve resim 7°de 15

Ornegin ultraviyole 151k altinda goriintiilenen bantlarina ait goriintii gosterilmistir.

%2

= OXA-48
= NDM
= NEGATIF

OXA-48 + NDM

Sekil 4. PCR Yontemine Gore Karbapenemaz Genlerinin Dagilinu
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Resim 6. Orneklerin Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi ve Yorumlanmasi-1

M: Molekiiler Belirteg, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, b¢: baz ¢ifti, [1-15]: Ornekler

11 12 13 14 15 NKNK PK M

1500 1500
1400 1400
1300 1300

1200 - 1200
1000
900

blayiv: 390 bg €= —

blapvp : 188 bg === -

Resim 7. Orneklerin Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi ve Yorumlanmasi-2

M: Molekiiler Belirteg, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, b¢: baz ¢ifti, [1-15]: Ornekler

Orneklerin gonderildigi klinik birimlere gére PCR’da saptanan genotip arasindaki
iliski incelendiginde hastalarin YBU veya serviste yatmasiyla direng genleri saptanma
siklig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (P = 0,204). Sekil 5’te

hastalarin yatis yerine gére PCR sonuglar1 gésterilmistir.
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Yatig Yeri

Sekil 5. Yatis Yerine Gore PCR Sonuglari

Orneklerin izole edildigi kiiltiir tiirii ile direng genleri saptanma siklig1 arasindaki
iligki aragtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P = 0,221). Sekil

6’da orneklerin izole edildigi kiiltiir tiiriine gére PCR sonuglar1 gosterilmistir.

35
30

m OXA-48

31
21 o
= NDM
# OXA-48 + NDM
10 NEGATIF
5.0 P 3
l: 2 B2 2 0 11 1 1
[ | || | | | |

N
o

Yiizde
H
ol

(6)]

0
Idrar Kan Derin Yara Kateter Doku Periton Balgam
Trakeal Biyopsi Sivist
Aspirat
Kiiltiir Trd

Sekil 6. Kiiltiir Tiirtine Gére PCR Sonuglari
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Cinsiyetin karbapenemaz genlerinin saptanma siklig1 arasindaki iliskiye
bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P = 0,505). Sekil 7°de

cinsiyete gore PCR sonugclar1 gosterilmistir.

50 a4
40
32
3 30 m OXA-48
B uNDM
> 20
10 OXA-48 + NDM
10 7 .
1 3 12 NEGATIF
0 [
Erkek Kadm
Cinsiyet

Sekil 7. Cinsiyete Gore PCR Sonuglari

Hastalarin yas1 18-45, 46-65, 66-80 ve 81-95 arasi olarak 4 gruba ayrildiginda
gruplarla karbapenemaz genlerinin saptanma siklig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (P = 0,204). Sekil 8’de yas gruplarina gére PCR sonuglari

gosterilmistir.

34
30
. 25 24 | | OXA'48
E 20 = NDM
13
15 OXA-48 + NDM
10 .
5 2 6 4 B NEGATIF
& B )
0 )

18-45 46-65 66-80 81-95
Yas Gruplari

Sekil 8. Yas Gruplarina Gore PCR Sonuglari
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4.4. Kombinasyon Disk Testi ile PCR Yonteminin Karsilastirilmasi

Calismada 100 KdKp susuna KDT ve PCR uygulanmistir. Karbapenemaz direng
genlerinin saptanmasinda PCR altin standart kabul edildiginden dolayr KDT, PCR ile
kiyaslanmistir ve KDT i¢in duyarlilik ve pozitif prediktif deger hesaplanmistir.
Karbapenem duyarli izolatlar calismaya dahil edilmedigi i¢in KDT nin genel 6zgilliigi

ve negatif prediktif degeri hesaplanmamustir.

KDT ile 100 6rnegin tamaminda pozitiflik saptanirken PCR ile 91 (%91) 6rnek
pozitif, 9 (%9) 6rnek negatif saptanmistir. Testlerin pozitif ve negatif oranlar1 tablo 13°te
gosterilmistir. Test yOntemlerinin kiyaslamasinda karbapenemaz varligini saptama
yoniinden KDT’nin duyarlilign %100, pozitif prediktif degeri ise %91 olarak

bulunmustur.

Tablo 13. Kombinasyon Disk Testi ve PCR Sonuglarinin Genel Karsilastirmasi

Yontem PCR
Sonuc¢ Pozitif Negatif Toplam
Kombinasyon [ pogitif 91 9 100
Disk Testi
Negatif - - -
(KDT)
Toplam 91 9 100

Iki testin ayrintili karsilastirilmasinda PCR ile OXA-48 pozitifligi saptanan 76
ornegin tamami KDT ile OXA-48 benzeri pozitif saptanmistir. PCR’1n NDM saptadigi
13 6rnegin tamami1 KDT ile MBL pozitif olarak saptanmistir. PCR ile OXA-48 + NDM
saptanan 2 ornek KDT ile OXA-48 benzeri pozitif olarak saptanmustir. Iki ydntem
arasindaki uyumluluk %89 olarak bulunmustur. Resim 7°de PCR’da OXA-48 + NDM
pozitif saptanan drnegin KDT plak goriintiisii gosterilmistir. PCR’da negatif sonuglanan
9 6rnegin tamami KDT ile OXA-48 benzeri pozitif olarak saptanmistir. Tablo 14’te KDT

ile PCR sonuglarinin genotip bazinda karsilagtirmasi gosterilmistir.
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Resim 8. PCR ile OXA-48 + NDM Pozitif Saptanan Orneklerin KDT Plak Gériintiisii

KDT’nin sadece OXA-48 pozitifligi olan izolatlardaki duyarliligt %100,
ozgulligl %54,1, pozitif prediktif degeri %87,3, negatif prediktif degeri %100 olarak
saptanmistir. Tablo 15°te OXA-48 icin degerler gosterilmistir. KDT nin yalnizca NDM
pozitif izolatlardaki duyarliligi %100, 6zgiilliigii %100, pozitif prediktif degeri %100,
negatif prediktif degeri %100 olarak bulunmustur. Tablo 16’da NDM i¢in degerler

gosterilmistir.

Tablo 14. Kombinasyon Disk Testi ve PCR Sonuglarinin Genotip Karsilastirmasi

Yontem PCR
Genotip OXA-48 | NDM | OXA-48 | Negatif | Toplam
+ NDM
OXA-48 benzeri 76 - 2 9 87
MBL - 13 - . 13

Kombinasyon
Disk Testi | OXA-48 benzeri - - - - -

(KDT) + MBL

Negatif - - - - -

Toplam 76 13 2 9 100
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Tablo 15. OXA-48 I¢in Kombinasyon Disk Testi ve PCR Sonuglarinin Karsilastirilmas:

Yontem PCR Duyarlilik ~ Ozgiilliik PPD NPD

Sonu¢ Pozitif Negatif

Kombinasyon iti
. _ Pozitif 76 11 %100 %54,1  %87,3 %100
Disk Testi
(KDT) Negatif - 13

PPD: Pozitif Prediktif Deger, NPD: Negatif Prediktif Deger

Tablo 16. NDM I¢in Kombinasyon Disk Testi ve PCR Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Yontem PCR Duyarlilk ~ Ozgiillik ~ PPD NPD

Sonu¢ Pozitif Negatif

Kombinasyon Pozitif 13

0 0, 0 0
Disk Testi %100 %100 %100 %100

(KDT) Negatif - 87

PPD: Pozitif Prediktif Deger, NPD: Negatif Prediktif Deger
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5. TARTISMA

K. pneumoniae hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir
nedenidir ve DSO tarafindan yeni antibiyotiklere acilen ihtiya¢ duyulan kritik ncelikli
antibiyotige direncli bakteriyel patojenlerden biri olarak kabul gérmektedir. Yapilan
calismalar karbapenem direngli K. pneumoniae'nin morbidite ve mortalite agisindan
Avrupa'da en hizli biiyliyen antibiyotik direnci tehdidini temsil ettigini gostermektedir.
K. pneumoniae'da karbapenem direncinin hizli genislemesi, genellikle son tercih
antibiyotikler olan karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz enzimlerinin degisen
derecelerde kazanilmasina baglanmistir. Sik goriilen karbapenemazlarin plazmid aracili
aktarilmasi direncin hizla yayilmasina yol agmaktadir. Kendi basina énemli bir patojen
olmasiin yani1 sira K. pneumoniae, antibiyotik direng genlerinin Enterobacterales takimi

arasinda yayilmasina da onciiliik etmektedir (124).

Murray ve ark.’min (125) 2022’de yayimmlanmis olan ve 88 patojen-ilag
kombinasyonunu i¢eren ¢alismasinda diinya genelinde 2019 yilinda dogrudan antibiyotik
direncine atfedilebilir toplam o6liim 1,27 milyon olarak belirlenmis ve antibiyotik
direncine sahip K. pneumoniae bu o6liimlerin  193.000’inden (%15,19) sorumlu
tutulmustur. Bu oran antibiyotik direnciyle dogrudan iligkili Oliimlerde K.
pneumoniae’nin E. coli’nin ardindan ikinci sirada oldugunu gostermektedir. Yine ayni
calismada karbapenem direnciyle dogrudan iligkili o6liimlere bakildiginda 243.000
Olimiin  55.700°4  (%22,92) K. pneumoniae’nin karbapenem direnciyle iliskili
bulunmustur. Bu oran karbapenem direnciyle dogrudan iliskili o6liimlerde K.
pneumoniae’nin Enterobacterales takimi iginde birinci, tiim bakteriler arasinda ise

Acinetobacter baumannii’nin arkasindan ikinci sirada yer aldigini gostermektedir.

DSO tarafindan 2022’de yaymmlanan ve Avrupa’da antibiyotik direng
siirveyansini ele alan ¢aligmada 41 iilke/bolgeden toplanan kan ve beyin omurilik sivisi

orneklerinde K. pneumoniae’da karbapenem (imipenem/meropenem) direnci 2016
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yilinda 26.241 6rnekte %8.,4, 2017 yilinda 27.686 ornekte %8,1, 2018 yilinda 32.548
ornekte %8,5, 2019 yilinda 35.439 6rnekte %9, 2020 yilinda 39.006 6rnekte %10 olarak
saptanmistir. Tiirkiye’ye bakildiginda ise 2016°da 2.836 6rnegin %29,5°1, 2017°de 3.165
ornegin %32,5’1, 2018’de 3.641 Ornegin %34,4°1, 2019°da 4.028 6rnegin %39,4’1 ve
2020’de 4.517 ornegin %48,2°si direngli bildirilmistir. Hem genel hem de Tiirkiye
oranlarina bakildiginda K. pneumoniae’da karbapenem direncinin yillar gegtikge artmasi
ve Tiirkiye’deki oranlarin genel oranlara gore oldukea yiiksek olmasi dikkat cekmektedir.
Direng sikliginin bolgelere dagilimina bakildiginda 2020°de Kuzey ve Bati Avrupa’daki
16 iilkede direng %1’in altinda, Belarus, Giircistan, Yunanistan, Moldova, Rusya ve

Ukrayna olmak tizere 6 iilkede %50’in {izerinde bulunmustur (126).

Ulusal Saglik Hizmeti iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi (USHIESA) 2021
raporlarina bakildiginda Tiirkiye’de 375 hastaneden pndmoni, iiriner sistem enfeksiyonu,
kan dolasimi1 enfeksiyonu ve cerrahi alan enfeksiyonuna sebep olan toplam 8.548 K.
pneumoniae susunda karbapenem (imipenem/meropenem) direnci %63,57 olarak
bulunmustur (127). 2020 ile kiyaslandiginda 8.174 ornekte %48,95 olan bu oranda
anlamli bir artis oldugu goézlenmektedir (128).

Karbapenemaz genlerinin epidemiyolojisi incelendiginde kitalar arasi biiyiik
farkliliklar goriilmektedir. Kuzey Amerika kitasina bakildiginda ABD’de en sik rastlanan
karbapenemazin KPC oldugu ve KPC’nin iilke genelinde bazi eyaletlerde endemik
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte OXA-48, NDM, VIM ve IMP iireten suslar da
daha az siklikta bildirilmektedir. Kanada’da KPC, NDM ve OXA-48 sporadik salginlar
halinde gozlenmistir. Gliney Amerika kitasinda Brezilya, Arjantin ve Kolombiya’da KPC
endemik olarak bulunmaktadir. Kitanin diger iilkelerinde de endemik olmasa da KPC
hakimiyeti vardir. Avustralya kitasinda NDM 06nemli salginlar yapmis ve bolgesel
yayilim gostermistir. IMP ve KPC ikinci ve {ligiincii siklikta bulunmaktadir. Asya kitasina
bakildiginda Japonya ve Tayvan’da IMP’nin, Banglades ve Hindistan’da NDM nin,
Cin’de KPC ve NDM’nin endemik oldugu goriilmektedir. Giiney Kore ve Tayvan’da
VIM bolgesel yayilim firsati bulmustur. Israil’”de KPC’nin endemik, Birlesik Arap
Emirlikleri, Suudi Arabistan ve Irak’ta NDM’nin, Liibnan’da ise OXA-48’in bolgesel
yayilimi1 oldugu gozlenmektedir. Afrika kitasinda OXA-48’in Fas’ta endemik,
Senegal’de bolgesel yayildigr bildirilmistir. Kenya ve Misir’da NDM hakimiyeti
gorilmektedir. Avrupa kitasinda Yunanistan IMP, KPC ve VIM bakimindan, Malta
OXA-48 bakimindan ve Italya KPC bakimindan endemiktir. Almanya ve Fransa’da KPC
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ve OXA-48, Ispanya’da bunlarin yaninda ek olarak VIM de bolgesel yayilima sahip
olmustur. ingiltere ve Belgika’da KPC, NDM, OXA-48 ve VIM bélgesel yayilima sahip
olup 6nemli salginlar yapmistir. Norve¢ ve Polonya’da KPC yayilimi 6n plandadir.
Hollanda’da NDM ve OXA-48 agirlikli olarak goriilmektedir. Tiirkiye OXA-48’in
tanimlandigr ilk tilke olarak OXA-48 endemisindedir. Diger 4 karbapenamaz geni de
tilkemizde ¢esitli ¢aligsmalarda bildirilmistir (129).

Grundmann ve ark.’nin (130) 2016’da yayimlanan ve Avrupa Karbapenemaz
Ureten Enterobacteriaceae Siirveyans: (EuSCAPE) programi verilerini inceledigi
calismasinda Avrupa’nin ¢esitli iilkelerinden Kasim 2013-Nisan 2014 arasinda toplanan
1203 karbapenem duyarli olmayan K. pneumoniae yer almistir. Suglarin 850’sinin
(%70,7) en sik goriilen 4 karbapenemaz geninden (KPC, NDM, VIM, OXA-48) en az
birine sahip oldugu ve 353{iniin (%29,3) bu genler disinda bir gene sahip oldugu veya
diger mekanizmalara bagli karbapeneme direng gelistirdigi goriilmiistiir. 850
karbapenemaz tireten K. pneumoniae’da en sik goriilen 4 karbapenemaz geninin sikliklari
belirlenmistir. Calismada KPC %31,5, NDM %7,7, VIM %5,7 ve OXA-48 %?25,8
oraninda bulunmustur. Italya’nin en ¢ok izolat génderen iilke olmasi ve izolatlarinin
%95,9’unun KPC pozitif olmasi KPC’nin birinci sirada olmasinda etkendir. Siirveyansa
Tiirkiye’den 17 hastanenin katildigi 124 karbapenem duyarli olmayan K. pneumoniae
dahil edilmis ve suslarin 112’sinde (%90,3) 4 diren¢ geninden biri saptanmistir.
Calismada NDM %7,3, VIM %4 ve OXA-48 %79, diger genlere veya mekanizmalara

bagli direng geligimi ise %9,7 olarak bulunmugstur. KPC ve IMP saptanmamustir.

Kazmierczak ve ark.’nin (131) 2012-2017 yillarin1 kapsayan meropenem duyarli
olmayan Enterobacterales global siirveyans programi verilerini inceledigi ¢alismasinda
5 cografik bolgeden 39 iilkenin izolatlar1 degerlendirilmistir. 2.666 meropenem duyarl
olmayan K. pneumoniae izolatt karbapenemaz direng¢ geni bakimindan
degerlendirilmistir. Tiirkiye’nin de dahil oldugu Avrupa kitasinda 1102 karbapenemaz
tireten K. pneumoniae’nin %54,3’i KPC, %31,4’ti OXA-48, %8,1°’1 NDM, %3,7’si VIM
olarak saptanmistir. IMP pozitif izolat bildirilmemistir. Latin Amerika bolgesinde 430
karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da %92,3 KPC, %5,5 NDM, %0,6 VIM pozitifligi
saptanmistir. IMP ve OXA-48 pozitif izolat bildirilmemistir. Asya/Pasifik bolgesinden
146 karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da %32,1 KPC, %3,4 OXA-48, %11,6 IMP,
%40,4 NDM pozitifligi olup VIM pozitif izolata rastlanmamistir. Orta Dogu/Afrika
bolgesinden 87 karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da %21,8 KPC, %5,7 OXA-48,
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%39 NDM, %1,1 VIM pozitif izolat saptanmis olup IMP {ireten susa rastlanmamustir.
Kuzey Amerika’dan 70 karbapenemaz tireten K. pneumoniae’da %95,7 KPC, %2,8 NDM

saptanmis olup diger {i¢ gene sahip izolat bildirilmemistir.

Literatiirden karbapenemaz diren¢ genlerinin diinya genelinde giincel
dagilimlarina bakildiginda; Emeraud ve ark.’nin (132) Fransa’da 2019-2021 yillari
arasindaki karbapenemaz direng genlerini arastirdigi ¢alismasinda 2.511 karbapenem
direngli K. pneumoniae’da OXA-48 %45,2, NDM %14,9, KPC %6, VIM %1,4 olarak
bulunmustur. En az iki gene sahip izolat oran1 ise %3,2 olarak bildirilmistir. Calismada
IMP geni hedeflenmemistir. Ilk iki siranin OXA-48 ve NDM olmastyla, iki gene sahip

izolat oraniyla bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Onorato ve ark. (133) tarafindan Italya’da 2020 yilinda izole edilen 154
karbapenem direngli K. pneumoniae’da KPC %72,7, VIM %11, OXA-48 %2,6, NDM
%1,3, IMP 9%0,6 oraninda saptanmis, orneklerin %11’inde arastirilan karbapenemaz
genlerine rastlanmamistir. Arastirilan 5 direng¢ geninin tespit edilemedigi izolat oranmi
bakimindan bizim ¢alismamizdaki %9’luk oranla benzerlik gostermektedir. Ayrica bu
calisma en sik izole edilen kiiltiir tiirleri bakimindan ilk {i¢ siranin her ne kadar siralamasi
degisse de kan, idrar ve solunum yolu Ornekleri olmasiyla bizim calismamizla ortak

yonlere sahiptir.

Garcia-Castillo ve ark.’min (134) caligmasinda Ispanya’da 2016 yilinda izole
edilen 166 karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da %89,1 OXA-48, %7,8 KPC, %1,8
VIM, %]1,2 NDM pozitifligi saptanmis olup IMP pozitif izolata rastlanmamistir. OXA-
48’in belirgin hakimiyeti ve IMP pozitif izolata rastlanmamasi bakimindan bizim

calismamizla benzerlik gostermektedir.

Castanheira ve ark.’nin (135) ABD’de 2016-2020 yillar1 arasinda 86 hastaneden
izole edilen 195 karbapeneme duyarli olmayan K. pneumoniae’da yaptigi galismada KPC
%80, NDM %1,5, OXA-48 %0,5 bildirilmistir. VIM ve IMP pozitif izolata
rastlanmamistir.  Suslarin = %15,8’inde  arastirilan  direng  genlerinin  higbirine
rastlanmamistir. VIM ve IMP’e rastlanmamasi ve PCR’1n negatiflik yiizdesi bakimindan

bizim ¢aligmamizla benzerlik gostermektedir.

Pourgholi ve ark.’nin (136) Iran’da 2014-2018 yillar1 arasindaki karbapenem
direngli K. pneumoniae izolatlarini igeren ¢alismasinda 71 izolatin %67,6’s1 OXA-48,
%39.4°1 VIM, %26,8’1 IMP, %18,3°1i NDM, %7’si KPC olarak bulunmus ve suslarin
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%12,6’sinda arastirilan direng genlerinin higbiri saptanmamustir. Orneklerin izole edildigi
kiiltiirlere bakildiginda %35,2 idrar, %35,2 trakeal aspirat, %8,5 kan oldugu goriilmiistiir.
Bizim ¢alismamizda da 6rneklerin ¢cogu (%92) idrar, kan ve trakeal aspirat kiiltiirlerinden
izole edilmistir. PCR’1in negatiflik yilizdesi bakimindan da g¢alismamizla benzerlik

gostermektedir.

Ramadan ve ark.’nin (137) 2020-2021 yillar1 arasinda Misir’da 52 karbapenem
direngli K. pneumoniae iizerinde yaptig1 ¢alismada KPC %11,5, NDM %32,7, OXA-48
%19,2, OXA-48 + NDM %]17,3 olarak saptanmis olup VIM ve IMP higbir izolatta
saptanmamustir.  Suslarin  %19,2’sinde ise arastirilan direng genlerinin  higbiri
saptanmamustir. Misir’dan baska bir calisma EI-Kady ve ark. (138) tarafindan 2020-2021
yillar1 arasinda 47 karbapenem direngli K. pneumoniae 'da yapilmistir. Calismada KPC
%42,6, OXA-48 %23,4, NDM %10,6, IMP %2,1, OXA-48 + NDM %12,7, KPC + NDM
%4,3, KPC + IMP %4,3 olarak saptanmis olup VIM pozitif 6rnege rastlanmamustir.

Fu ve ark.’nin (139) Cin’de 2016-2021 yillar1 arasinda 320 karbanepemaz iireten
K. pneumoniae’da yaptig1 ¢alismada NDM %52,6, KPC %45,1 ve IMP %2,3 oraninda
saptanmig, VIM ve OXA-48 ireten sus bulunmamistir. Klinik Orneklere gore
bakildiginda bizim ¢alismamizda oldugu gibi 6rneklerin biiyiik ¢ogunlugunun (%86,9)
alt solunum, idrar ve kandan izole edildigi goriilmiistiir. Cin’den baska bir ¢alismada Han
ve ark. (140) 2016-2018 yillar1 arasinda izole edilen 709 karbapenem direngli K.
pneumoniae’da KPC %64,5, NDM %?21,1, IMP %1,2 ve OXA-48 %0,3 oranlarini
bildirmistir. Orneklerin %2,3’linde arastirilan diren¢ genleri saptanmamustir. Cin ve
Misir’dan yapilan bu ¢aligmalar, karbapenemaz diren¢ genlerinin dagiliminin sadece
iilke/bolge bazinda degil, aymi iilkeden yakin tarihli yapilan caligmalar da bile farkl

olabilecegini gostermektedir.

Tiirkiye’de K. pneumoniae’da karbapenemaz direng genlerinin dagilimini
inceleyen calismalara bakildiginda; Cakar ve ark. (141) Tirkiye’de 2014°te 18
merkezden toplanan 134 K. pneumoniae’da OXA-48 %83,1, NDM %6,5, VIM %3,2,
IMP %1,6, OXA-48 + NDM %2,4, OXA-48 + VIM %2,4, VIM + NDM %0,8 sonug¢larini
bildirmistir. KPC pozitif izolat tespit edilmemistir. Calisilan izolatlarin %7,5’inde

arastirilan direng genlerine rastlanmamaistir.

Calik ve ark.’nin (142) calismasinda Istanbul’da 2020-2021 yillar1 arasinda izole
edilen 98 K. pneumoniae susunda OXA-48 + NDM %43, OXA-48 %38, KPC %7, NDM
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%2, KPC + OXA-48 %] olarak saptanmistir. VIM ve IMP hicbir izolatta bulunmamastir.
Suslarin %7’sinde arastirilan higbir direng geni saptanmamustir. Sagiroglu ve ark.’nin
(143) 2014-2016 yillar1 arasinda Istanbul’da 102 K. pneumoniae’da yaptig1 calismada
OXA-48 %39,2, NDM %52,9, OXA-48 + NDM %5,8, KPC %1,9 oraninda saptanmustir.
VIM ve IMP tespit edilmemistir. Durmus ve ark. (144) Istanbul’da 2015-2017 yillari
arasinda 87 K. pneumoniae’da %68,9 OXA-48/0XA-162, %22,9 NDM, %1,1 KPC, %5,7
OXA-48/0XA-162 + NDM oranlarin1 bildirmistir. VIM ve IMP rastlanmamis, %]1,1
susta arastirilan direng genlerine raslanmamstir. Erdem ve ark. (145) Istanbul’da 2012-
2016 yillart arasinda 50 K. pneumoniae’da %86 OXA-48, %14 NDM pozitifligi
bildirmistir. VIM, IMP ve KPC genleri saptanmamustir. Istanbul’da yapilan bu
calismalara bakildiginda NDM nin yillar gectikce artmasi dikkat ¢cekmektedir. Oyle ki
OXA-48’in endemik oldugu Tiirkiye’de ilk defa bir ¢calismada NDM’nin oraninin daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica Istanbul’da yillar gectikce OXA-48 + NDM

oranlarinda artis oldugu goriilmektedir.

Hosbul ve ark.’nin (146) yapmis oldugu calismada Ankara’da 2018-2021 yillar
arasinda izole edilen 150 karbapenem direngli K. pneumoniae susunda OXA-48 %71,3,
KPC %16,7, NDM %4,7, OXA-48 + KPC %6,7, OXA-48 + NDM %0,7 olarak bulunmus
olup VIM ve IMP iireten izolat saptanmamustir. Zarakolu ve ark.’nin (147) galismasinda
2017-2018 yillar1 arasina Ankara, Bursa ve Trabzon’da kan dolasimi enfeksiyonuyla
iliskili 131 karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da direng oranlart OXA-48 %62,5, KPC
%10,6, NDM %9,1, VIM %3,8, OXA-48 + NDM %6,8, OXA-48 + NDM + KPC %0,7,
OXA-48 + IMP %0,7, NDM + KPC + VIM %1,5, NDM + KPC %2,2, VIM + IMP %1,5
olarak saptanmustir. Bigakgigil ve ark.’nin (148) 2016-2018 yillar1 arasinda Ankara’da
132 K. pneumoniae’daki oranlarit OXA-48 %86,3, NDM %3,8, OXA-48 + NDM %6,1,
OXA-48 + VIM %3,8 olarak bildirilmis, KPC ve IMP pozitifligi saptanmamistir. Baran
ve ark. (149) 2013-2014 yillar1 arasinda Ankara’da 69 K. pneumoniae’da yaptigi
calismada OXA-48 %75,3, NDM %7,2, VIM %1,4 oranlarini bildirmistir. KPC ve IMP
pozitifligi  gdzlenmemistir. Orneklerin  %15,9’'unda  arastirilan  diren¢  genleri
saptanmamugstir. Kutlu ve ark. (150) Ankara’da 2010-2014 yillar1 arasinda toplanan 79
karbapenemaz iireten K. pneumoniae’da %81 OXA-48, %6,3 VIM, %2,5 NDM, %5,1
OXA-48 + VIM oranlarin1 bildirmistir. KPC ve IMP pozitifligi saptanmamagtir.

Yasar ve ark.’nin (151) calismasinda izmir’de 2017-2019 yillar1 arasinda 65 K.
pneumoniae’da OXA-48 %70,7, NDM %6,1, KPC %6,1, OXA-48 + NDM %16,9
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bildirilmis, VIM ve IMP saptanmamuistir. Bilik ve ark. (152) 2016-2017 yillar1 arasinda
Sanlurfa’da 74 K. pneumoniae’da %78,3 OXA-48, %4 NDM, %8,1 OXA-48 + NDM,
%1,3 OXA-48 + VIM + IMP oranlarmi bildirmistir. KPC pozitifligi saptanmamustir.
Suslarin %8,1’inde PCR negatif saptanmistir. Geng ve ark.’nin (153) 2015-2017 yillar
arasinda Kocaeli’de izole ettigi 100 karbapenem direngli K. pneumoniae’da direng
dagilimlarina bakildiginda OXA-48 %51, NDM %9, KPC %6, OXA-48 + NDM %25,
KPC + NDM %2, OXA-48 + KPC %1, VIM + NDM %]l olarak bulunmus, IMP higbir
izolatta saptanmamistir. Suslarin  %5’inde arastirilan direng genlerinin higbirine
rastlanmamustir. Ozdemir ve ark. (154) Malatya’da 2012-2014 yillar1 arasindaki 70 K.
pneumoniae’da OXA-48 %67,1, NDM %10, VIM %4,2, OXA-48 + NDM %5,7
oranlarin1 saptamistir. KPC ve IMP bildirilmemistir. Suslarin %12,8’inde PCR negatif
sonuglanmistir. Su ve ark. (155) 2010-2015 yillar1 arasinda Antalya’da 107 K.
pneumoniae’da OXA-48 %83,1, NDM %1,8 saptanmis, VIM, IMP ve KPC pozitifligi

bildirilmemistir.

Tiirkiye’den yapilan ¢alismalar {izerine genel bir degerlendirme yapildiginda
NDM ’nin tek basina ve OXA-48 ile kombine halde en sik goriildiigii istanbul’da yapilan
iki galisma hari¢ OXA-48’in belirgin hakimiyeti s6z konusudur. NDM ¢alismalarin
cogunda ikinci siklikta gézlenmekte ve sikligi %1,8 ila %52,9 arasinda degiskenlik
gostermektedir. IMP tek basina en yliksek %1,6, VIM tek basina en yiiksek %6,3, KPC
tek basma en yiiksek %10,6 oraninda saptanmis olup KPC, VIM, IMP pozitifligi
saptanmayan bir¢ok ¢alisma oldugu goriilmektedir. Birden fazla gene sahip izolatlarda en
sik birlikteligin OXA-48 + NDM oldugu goriilmektedir. 5 direng geninin higbirinin tespit
edilememesi en yiikksek %159 oraninda bildirilmistir. Tim bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, bizim ¢alismamiz karbapenemaz direng¢ genlerinin dagilimima

bakildiginda Tiirkiye’de yapilan diger calismalarla uyumlu géziitkmektedir.

Literatiirde KDT’nin PCR ile karsilastirildig1 ¢calismalara bakildiginda; Hoang ve
ark.’nin (156) ¢alismasinda %38 NDM pozitifligi iceren 50 K. pneumoniae’da NDM igin
KDT’nin duyarliligt %90,5, 6zgilliigii %100, pozitif prediktif degeri %100, negatif
prediktif degeri %93,6 olarak saptanmis olup bizim ¢alismamizdaki sonuglarla oldukga
benzerlik gostermektedir. Li ve ark. (157) 39 MBL pozitif Enterobacterales’te KDT’nin
duyarliligmi %97,6, ozgiillik ve pozitif prediktif degerini %100, negatif prediktif
degerini %98,4 olarak bildirmistir. Bu sonuglarin bizim ¢alismamizdaki oranlara oldukca

yakin oldugu goriilmektedir.
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Shaker ve ark.’nin (158) calismasinda 50 Enterobacterales’te KDT’nin OXA-48
icin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri sirasiyla
%97.,9, %50, %97,95 ve %73,95 olarak bildirilmistir. Bizim ¢alismamizdaki OXA-48
degerleri ile kiyaslandiginda duyarlilik, 6zgiilliikk ve pozitif prediktif deger oranlariyla
biiyiik benzerlik gostermektedir. Ayni calismada MBL i¢in degerler sirasiyla %87, %75,
%97,5 ve %33 bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise MBL i¢in tiim oranlar %100
saptanmis olup Ozellikle negatif prediktif deger bakimindan ciddi bir fark gozlenmistir.
Calismada birden fazla gene sahip izolat oran1 %80 saptanmistir. KDT nin PCR ile genel
karsilastirilmasinda duyarlilik %82,1, pozitif prediktif deger %91,6 bulunmus olup
duyarliligin bizim ¢alisgmamizdakinden c¢ok ciddi bir fark olmasa da daha az bulundugu
goriilmektedir. Birden fazla gene sahip izolatlarin KDT ile degerlendirilmesi degerlerin
diisiik ¢cikmasinda énemli bir etkendir. Ozellikle OXA-48 ile olan kombinasyonlar bizim
caligmamizdaki iki OXA-48 + NDM pozitif izolatin KDT ile OXA-48 benzeri pozitif
yorumlanmasi diigiiniildiigiinde, direng kombinasyonun OXA-48 haricindeki genlerini

saptamasinda KDT’nin basarisimi diisiirmektedir.

Bartolini ve ark.’nm (159) 93’ K. pneumoniae olan 101 karbapenemaz iireten
Enterobacterales’te KDT ile PCR sonuglarimi karsilastirdigi ¢alismasinda ¢ogunlugun
(%86,1) KPC oldugu orneklerde KDT’nin duyarlilifi %95, 6zgilligi %99 olarak
saptanmigtir. KPC + VIM igeren 3 izolatin hepsinde KDT sonucu OXA-48 olarak
saptanmistir. Bu sonuclar bizim c¢alismamizdaki duyarlilik sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. Ayrica iki gene sahip izolatlarin OXA-48 benzeri olarak yanlis

yorumlanmast ile de bizim sonuglarimizla uyumluluk gostermektedir.

Sattler ve ark.’nin (160) 106 karbapenemaz iireten ve 47 karbapenemaz negatif
toplam 153 Enterobacterales’te yaptigi calismada 3 farkli firmanin KDT yo6ntemi
kullanilmis ve her biri PCR ile kiyaslanmistir. 19 KPC, 48 MBL, 6 OXA-48 pozitif izolat
iceren calismada iki kitte duyarlhilik %86, 6zgiilliikk %98, diger kitte duyarlilik %96,
ozgillik %87 saptanmistir. MBL icin kitlerin duyarliligt %94, %67 ve %94 olarak
saptanmistir. MBL i¢in duyarliligin %67 saptandig kite bakildiginda 17 MBL pozitif K.
pneumoniae’da duyarliligin %82,3, sadece NDM baz alindiginda 11 NDM pozitif izolatta
duyarliligin %90,9 oldugu goriilmektedir. OXA-48 i¢in duyarliliklar %100, %83 ve
%100 olarak bulunmustur. Hem genel hem de genotip bazinda duyarhiliklar bizim
calismamizla karsilastirildiginda oldukga benzerlik goriilmektedir. iki direng genine

sahip 3 Ornegin 2’sinde ise KPC + VIM birlikteligi bulunan izolatlar bir kit ile yalanct
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negatif, diger iki kit ile OXA-48 pozitif olarak yorumlanmistir. Bu bakimdan da bizim
calismamizla uyumlu goriilmektedir. Calismada PCR ile OXA-48 saptanmayan ancak
OXA-48 benzeri genotipe sahip olan 17 izolatin 16’s1 her ii¢ kitte KDT ile OXA-48
benzeri pozitif olarak, geriye kalan bir izolat ise iki kitle OXA-48 benzeri pozitif olarak
bulunmustur. Bu durum bizim ¢alismamizdaki PCR’1 negatif ancak KDT ile OXA-48
benzeri pozitif saptanan 9 izolatin OXA-48 benzeri genler i¢in de PCR uygulanmasi

durumunda KDT’nin 6zgiilliigiiniin artabilecegini diisiindiirmektedir.

Doyle ve ark. (122) 114 karbapenemaz iireten ve 28 karbapenemaz negatif toplam
142 Enterobacterales’te iki farkli KDT kiti kullanmis ve kitlerin duyarliliklar1 %78 ve
%380 saptanmustir. Kitlerin OXA-48’1 saptamaya yonelik temosilin diski icermemesinden
dolay1r 14 OXA-48’teki basarisizligr duyarliligin az bulunmasinda etken olmustur. 27
NDM pozitif izolatta her iki kitte de tipki bizim c¢alismamizda oldugu gibi %100
duyarlilik ve %100 6zgiillik saptanmaistir.

Hojabri ve ark. (161) 20’si K. pneumoniae olan 27 NDM iireten
Enterobacterales’te KDT’nin NDM igin duyarliligini %92,5, 6zgilligini %100
bulmustur. NDM + OXA-48 birlikteligi gosteren iki K. pneumoniae KDT ile OXA-48
benzeri olarak yorumlanmistir. Bu bulgular bakimindan bizim ¢aligmamizla uyumluluk
gostermektedir. 39 OXA-48 iireten Enterobacterales’te ise duyarliligin %58,5,
ozgiilliigiin %100 olmast dikkat c¢ekicidir. Ancak duyarliligin diisiik olmasma K.
pneumoniae haricindeki izolatlarin sebep oldugu goriilmektedir. Ayrica galismada NDM
+ OXA-48 iireten izolatlarin ¢ogunlugunun KDT ile MBL saptanmis olmasmin da
duyarliligin diismesinde etkili oldugu sdylenebilir. KDT ile negatif ancak PCR ile OXA-
48 saptanan 31 Ornegin ¢ogunlugunun imipenem/meropeneme duyarli olmasi, OXA-
48’in karbapenemleri hidroliz etme yeteneginin goreceli diisiik olmas1 bilgisi
dogrultusunda PCR’in karbapeneme duyarli izolatlarda KDT yerine kullaniminin
onemini  gostermektedir. Ayrica PCR  negatif Orneklerin  ¢ogunlugunun
imipenem/meropeneme duyarli olmast ve KDT’nin de bu tip Orneklerde negatif
sonuglanmasi 6zgiilliigiin bizim c¢alismamizdaki %54,1°lik orandan yiliksek olmasini

aciklayabilir.

Giske ve ark. (162) 2 farkli KDT ile yaptigi ¢alismada 25 MBL pozitif K.
pneumoniae’da KDT’lerden birinin duyarlilik ve 6zgilliigiini %100, digerinin duyarlilik

ve Ozgilliglini sirasiyla %100 ve %98 olarak bildirmistir. Bu oranlarla bizim
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calismamizin oranlar1 Dbirbirine olduk¢a yakindir. Calismada temosilin diski
kullanilmadigi i¢in KDT’ler OXA-48 olarak yorumlanamamistir ancak 9 OXA-48’in
hi¢biri DPA ve/veya kloksasilinle sinerji gostermemis, bir izolatta aminofenilboronik
asitle sinerji saptanmistir. Bu verilerle OXA-48 i¢in degerlendirme her ne kadar kisith
olsa da bizim calismamizdaki OXA-48 iireten izolatlarin higbirinin DPA, kloksasilin

ve/veya boronik asitle sinerji gostermemesi bakimindan benzerlik goriilmektedir.

Ohsaki ve ark. (163) 14’4 K. pneumoniae olan 22 karbapenemaz iireten
Enterobacterales’te KDT’ nin duyarliligini bizim ¢alismamizda oldugu gibi %100 olarak
bildirmistir. Karbapenemaz iiretmeyen suslarla birlikte toplam 45 izolatta KDT’nin
ozgilligi %91,1 olarak saptanmustir. Calismada ayrica PCR ile OXA-181 saptanan iki
izolat KDT ile OXA-48 benzeri fenotipinde saptanmustir. Bizim ¢alismamizda PCR’in
OXA-48 negatif buldugu 9 6rnegin KDT ile OXA-48 benzeri pozitif saptanmasi,
KDT’nin 6zgilliigliniin disiik olarak yorumlanmasindan dnce PCR ile OXA-48 benzeri

genlerin arastirilmasinin gerekliligini gostermektedir.

Sakanashi ve ark. (164) 44 MBL pozitif Enterobacterales’te yaptigi ¢alismada
KDT’nin duyarliligini %34 bildirmislerdir. MBL’lerin ¢ogunlugunun (%90,9) IMP
olmasi ve IMP i¢in duyarliligin %28 olmas1 genel duyarliligin diisiik olmasinda etken
olarak goziikmektedir. 4 NDM pozitif izolatin hepsi KDT ile MBL olarak raporlanip
NDM i¢in duyarlilik bizim ¢aligmamizda oldugu gibi %100 olarak saptanmistir. 11 MBL
negatif 6rnegin hepsi KDT ile de negatif bildirilmis olup 6zgiilliik bizim ¢alismamizdaki
%100 degeriyle ayn1 bildirilmistir.

Dortet ve ark. (165) 124 Enterobacterales’te KDT’nin genel duyarliligint %95,8,
35’i MBL pozitif 117 Enterobacterales’te ise KDT nin duyarlilik ve 6zgiilliigiinii %100
olarak bildirmistir. Bizim ¢alismamizdaki oranlarla kiyaslandiginda sonuclarin ¢ok yakin

oldugu goriilmektedir.

Pantel ve ark. (166) 83’ii karbapenemaz iireten, 72’si karbapenemaz negatif
toplam 155 Enterobacterales’te yaptigi g¢alismada KDT’nin duyarliligint %98,8,
ozgilligiini %93, 1 bildirmistir. 52 OXA-48 pozitif izolat i¢in duyarlilik %100, 6zgiilliik
%97, 18 MBL pozitif izolat i¢in duyarlilik %94,4, 6zgiilliik %99,2 saptanmistir. Van Dijk
ve ark. (167) 99’u karbapenemaz iireten, 29’u karbapenemaz negatif toplam 128
Enterobacterales’te yaptigi calismada 31 MBL pozitif izolat saptamis ve MBL igin
KDT’nin duyarliligint %90, 6zgiilliigiinii %96 bildirmistir. 27 OXA-48 pozitif i¢in
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duyarlilik ve oOzgiilliigli %100 olarak bildirmislerdir. Tiirkiye’den KDT ve PCR
yontemlerinin karsilagtirildigr ilk ¢alismada Cakar ve ark. (141) 124’4 K. pneumoniae
olan 143 karbapenemaz iireten Enterobacterales’te KDT nin hem genel hem de MBL ve
OXA-48 i¢in duyarlilik ve o6zgilliigini %100 bildirmistir. Bu ii¢ calisma bizim
calismamizla kiyaslandiginda KDT’nin genel duyarliligi, MBL’nin duyarlilik ve
ozgiilliigii, OXA-48’in duyarlilig1 bakimindan olduk¢a benzerdir. Ug calismada da OXA-
48’in Ozgilligi bizim c¢alismamizdaki degerden yiiksek bulunmustur. Calismamizda
karbapenemaz iiretmeyen suslarin yer almamasi ve PCR ile OXA-48 benzeri genlerin

arastirilmamasi 6zgiilliigiin diisiikk olmasini agiklayabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Karbapenemaz direng genlerinin tiplerinin ve sikliginin belirlenmesi hem
epidemiyolojik olarak hem de dogru antibiyotik se¢imini etkilemesinden dolay1 biiyiik
bir 6neme sahiptir. Calismamiz ilimizde bu ama¢ dogrultusunda yapilmis ilk calisma
olma 6zelligini tasimaktadir ve direng genlerinin dagilimi Tirkiye’den yapilan birgok

calismayla uyumlu bulunmustur.

Karbapenemaz tipinden bagimsiz olarak sadece karbapenemaz varligini saptama

bakimindan KDT laboratuvarlarda giivenle kullanilabilir.

Sadece NDM pozitif 6rnekler icin KDT mitkemmel sonug vermektedir. OXA-48
pozitif drnekler icin KDT nin 6zgiilliigiiniin diisiikk olmasi géz onilinde bulundurularak

kullanilmas1 diistiniilebilir.

KDT ile birden fazla gene sahip izolatlarin dogru degerlendirilmesi zorluk teskil
etmektedir. Ozellikle OXA-48’in i¢inde oldugu direng kombinasyonlarinda KDT’nin
OXA-48 harici genleri saptama ihtimali diismektedir.

PCR’1n negatif, KDT nin OXA-48 benzeri pozitif olarak sonuclandigi durumlarda
PCR ile OXA-48 benzeri genlerin de hedeflenmesi gerekmektedir. Aksi halde KDT’nin

Ozgiilliigiiniin diisiik saptanmast muhtemeldir.

Sonug olarak KDT, uygun maliyetli ve uygulama kolaylig1 olmas1 bakimindan
genotipik testlere alternatif olabilir. Ayrica karbapenemaz diren¢ mekanizmasini da tespit
edebilme 6zelliginden dolay1 diger bircok fenotipik yonteme kiyasla 6nemli bir avantaja

sahiptir.
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