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1. GIRIS ve AMAC

Gram negatif bakterilerin beta laktam antibiyotiklere karsi gelistirdikleri direng,
Ozellikle hastane enfeksiyonlarmin tedavisinde biiyilkk sorun olusturmaktadir.
Enterobacteriaceae iiyelerinde siirekli degisim gosteren ve hiz kazanan direng
bi¢imleri son yillarda artan oranlarda bildirilmektedir (Chang, 2011). Direng
mekanizmalarmin ve tiirlerinin giderek artan ¢esitlilik géstermesi, ¢abuk yayilmasi
ve olusan bu direng tiplerinin farkli bakteriler arasinda kolaylikla aktarilabiliyor
olmas1 mevcut tedavi seceneklerini kisith hale getirmektedir. Bu tiir direngli gram
negatif basillerin etken oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarm tedavisinde karbapenem
grubu antibiyotikler antibakteriyel spektrumlarinin genisligi, AmpC ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerine dayanikli olmalar1 nedeniyle ilk
sirada kullanilan antibiyotik grubudur (Tasova, 2011). GSBL’lerin tiim diinyada
oldugu gibi iilkemiz hastanelerinde de prevelansinin %50’nin {izerinde degerlere
ulagmasi, karbapenem kullanimini artirmis ve sonucta karbapenemlere direng
gelisimine neden olmustur (Giilay, 2014). Ulkemizde karbapenem direncinin 2011
Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi verilerine gore %20°nin {izerinde

degerlere ulastig1 bildirilmistir (Jones, 2014).

Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direnci, yiiksek diizey AmpC ve
GSBL iiretimi ve porin kaybi gibi birlesik mekanizmalarla olusabilecegi gibi, temel
mekanizmanin karbapenemaz iiretimi oldugu bilinmektedir (Sari, 2005; Giilay,
2014). Karbapenemazlar, Enterobacteriaceae tiirlerininde dahil oldugu Gram negatif
mikroorganizmalar ~ arasmmda  artan  siklikla  karsimiza  ¢ikan  direng
mekanizmalarindandir. Farkli molekiiler sinifta yer alan ve plazmidler araciligiyla
aktarillan bu enzimler Ozellikle son birka¢ yildir tiim diinyadan bildirilmektedir.

Ulkemizde de IMP, VIM gibi metallo beta laktamazlarm yam sira daha yiiksek



oranlarda OXA karbapenemazlarin varligi bildirilmektedir. Son bir yil icerisinde
ilkemizden KPC-2 gen varligmmin bildirilmesi ve NDM’nin yayilimi ile
Enterobacteriaceae izolatlarinda karbapenem direng sorununun boyutlarinin artacagi

diistiniilmektedir (Karatuna, 2014).

Karbapenemaz iireten organizmalarin tanimlanmasi bdlgemizdeki direngli
izolatlarin yayilimi ve enfeksiyon kontrolii acisindan O6nem tasimaktadir. Bu
noktadan hareketle ¢alismamizda, hastanemiz Mikrobiyoloji laboratuvarinda son bir
yil icerisinde izole edilen, karbapenemlerden en az birine direngli ya da orta duyarlh
bulunan, enfeksiyon etkeni olarak en sik soyutlanan tiirleri igeren
Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem grubu antibiyotiklere direng oranlarmin
belirlenmesi ve bu direngten sorumlu molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi

amaclanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ailesi, tibbi dnemi olan gram-negatif basiller i¢inde en biiyiik ve
heterojen ailedir. Bu ailedeki bakterilerin birgogu insan ve hayvanlarin barsak veya
barsak dis1 floralarinda, bitkilerde, toprakta, suda; patojen, kommensal ve saprofit
olarak bulunmaktadir (Bilgehan, 2004). Insanda septisemi, menenjit, cerrahi yara
enfeksiyonlari, pnomoni, idrar yolu enfeksiyonlari gibi hemen her doku ve organi
tutan enfeksiyonlarda, bu aileden bir bakteri etken olarak izole edilebilir. Aile iginde
40’dan fazla cins ve 150°den fazla tiir bulunmaktadir. Bu tiirler biyokimyasal
Ozelliklerine, antijenik yapilarina, DNA-DNA hibridizasyon ve 16sRNA
dizilimlerine gore smiflandirilmislardir (Giir, 2009). Bu aile iginde bulunan tibbi
onemi olan baslica patojen cinsler Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella,
Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Yersinia, Morganella, Serratia, Providencia’dir.
Enterobacteriaceae ailesinin smiflandirilmasi: Tablo 2.1°de verilmistir (Ustagelebi,
1999). Genellikle homojen boyanan 2-3 um boyunda, 0,5-0,6 pm eninde spor
olusturmayan, gram negatif basillerdir. Tiim {iyeleri aerobik ve anaerobik ortamda
(fakiltatif anaerob), birgok segici ya da seg¢ici olmayan besiyerinde hizla iirerler.
Optimum iireme derecesi 37°C’dir. Cogu pigmentsiz olmasma ragmen, bazilar
kirmiz1 veya sar1 pigment yapabilir. Enterobacteriaceae tiirlerinin ¢ogu eritrositleri
eriten hemolizin salgilar. Hemolizin 16kositleri ve diger hiicreleri de etkileme 6zelligi
bulunmaktadir. D-glukozu ve diger karbonhidratlari gaz olusturarak veya gaz
olusturmadan fermente ederler. Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinin ii¢ ortak
ozelligi; glukozu fermente etmeleri, sitokrom oksidaz aktivitelerinin olmamasi ve
nitratlar1 nitrite indirgemeleridir. Bu bakterilerin oksidaz reaksiyonlar1 negatif,
katalaz pozitiftirler (Bilgehan, 2004). Enterobacteriaceae ailesinde bulunan

bakterilerin hiicre yiizeylerinde baslica {i¢ temel yap1 vardur.



Bunlar sitoplazma zari, peptidoglikan tabaka ve dis zardwr. Dis zar fosfolipit,
protein ve lipopolisakkarit (LPS) tabakalarindan meydana gelmistir. Hiicre
yiizeyinde ayrica mukoza yiizeylerine tutunmay1 saglayan pilus ve hareketi saglayan
flagellalar1 bulunur. Peptidoglikan, LPS ve fosfolipidler sitoplazma zar: tarafindan
sentezlenir. LPS tabakasi Lipid A, kor oligosakkarit ve tekrarlayan oligosakkarit yan
zincirler olmak {izere ¢ bolimden olusur. Kor poligosakkariti gram negatif
basillerin biiyiik bir grubunda ortaktir. Kor bolgesi bir taraftan poligosakkarit
zincirine, diger taraftan Lipid A’ya baghdir. Lipid A disakkarit yapidadir ve
endotoksin aktivitesinden sorumludur. Tekrarlayan oligosakkarit zinciri oldukca
heterojen bir yapidadir. Tiirler arasinda ve ayni tiir icinde de degisiklik gosterir. Bu
yapmin varligma ya da yokluguna gore koloni sekli diizgiin (S: smooth) veya
diizensizdir (R: rough). Kapsiillii tiirler M (mukoid) koloni yaparlar. Kapsiillerinde
M ve K olmak iizere iki ¢esit poligosakkarit bulunur. Bakteriyi kurumaya karsi
koruyan M antijeni veya kolanik asit cinsler arasinda ortaktir ve ¢apraz reaksiyona
sebep olmaktadir. K poligosakkarit antijeni serotipe 6zeldir ve bakteriyi fagositozdan
korur. O antijeni ile agliitinasyonu engelledigi i¢in 1sitilarak bakteriden uzaklastirilir

(Ozkuyumcu, 2009).

Enterobacteriaceae ailesi igindeki bakterilerin somatik (O), hareketli olanlarin
kirpik (H), kapsiillii olanlarm kapsiil (K) antijenleri vardir. Kirpik antijenleri tiirlerin

smiflandirilmasinda ve epidemiyolojik ¢alismalarda 6nemlidir (Murray, 2009).

Viriilanslarinda kapsiil, kirpik, toksin, fimbriya, enterotoksin, siderofor ve

diger faktorler rol oynamaktadir.



Tablo 2.1. Enterobacteriaceae Ailesinin Siniflandirilmasi

Familya

Cins

Tir

|. Escherichieae

|. Escherichiea

E. coli, E. blatae, E. vulneris, E. fergusonii, E.
hermannii

Il. Shigella S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei
Il. Edwardsiellae Edwardsiella E. tarda, E. hoshina, E. ictaluri
lll. Salmonelleae Salmonella S. typhi, S. choleraesuis, S. paratyphi A,
S. enteridis, S. gallinarum, S. Pullorum
IV. Citrobacteriaceae Citrobacter C. freundii, C. diversus, C. Amalonaticus
V. Klebsielleae I. Klebsiella K. pneumonaie, K. ozanae, K. oxytoca, K.
rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena, K.
omithinolytica
Il. Enterobacter E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E.
amnigenus, E. sakazakii, E. gergoviae, E.
dissolvens, E. taylorae, E. nimipressuvali, E.
nimipressuvalis, E. asburiae, E. hormaechei
I1l. Hafnia H. alvei
IV. Serratia S. marcencens, S. lique, S. liquefaciens, S.
rubidaea, S. fonticola, S. odorifera, S.
plymuthica, S. ficaria
VI. Proteeae |. Proteus P. mirabilis, P. wvulgaris, P. pennei, P.
myxofaciens
Il. Morganella M. morganii
I1l. Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P.
rustigianii
VII. Yersinieae I. Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y.
enterocolitica, Y. frederiksenii, Y. kristensenii,
Y. intermedia, Y. ruckeri, Y. aldovae
VIII. Erwinieae I. Erwiania E. amylovora, E. carotovora
Herhangi bir aile icine | Arsenophonus
Yerlestiriimemis Budvicia
cinsler Buttiauxella
Cedecea
Kluyvera
Leclercia
Leminorella
Moellerella
Obesumbacterium
Pantoea
Pragia
Rahnella
Tatumella
Xenorhabdus
Yokonella

Enterobacteriaceae ailesi nozokomiyal enfeksiyonlarin en biiyiikk sorumlular
arasinda gosterilmektedir. 2009-2010 National Healthcare Safety Network (NHSN)




raporlarina gore nozokomiyal iligkili enfeksiyon oranlarina bakildiginda gram negatif
bakteriler arasinda en ¢ok izole edilen tiirler Escherichia coli (%11,5), Klebsiella
spp.(%8), Enterobacter spp.(%4,7)’dir (Sievert, 2013).

2.1.1. Escherichia

Escherichia cinsinde tibbi 6nemi olan tiir E.coli’dir. E. coli 1885’de Escherich
tarafindan Bacterium coli commune adi ile tarif edilmis, daha sonra barsak dis1
enfeksiyonlarda da patojen olarak tanimlanmistir. 1919°da Castellani ve Chalmer
tarafindan Escherichia cins adi Onerilene kadar Bacterium coli adi kullanilmigtir
(Topgu, 2002). E.coli barsak florasi i¢inde bulunan en yaygm fakiiltatif anaerop
tiirdiir. Diger koliform bakterilerin aksine dogada bulunmazlar. Bu nedenle, su ve
besin maddeleri gibi ¢evreden alinan 6rneklerde E.coli’nin izole edilmesi test edilen
maddelerin diski ile kontaminasyonun bir isareti olarak bilinmektedir. E.coli toplum
kaynakli enfeksiyonlar olusturabildigi gibi nozokomiyal enfeksiyonlara da neden

oldugu bilinen firsatc1 bir patojendir (Ozkuyumcu, 2009).

2.1.1.1. Morfoloji ve Yap1

E.coli 1-1,5 um eninde, 2-6 pm boyunda diiz, u¢lar1 yuvarlak gram negatif
basillerdir. Graniil igermez ve homojen boyanirlar. Mikroskopta kapsiil olusumu
nadirdir, fakat bircok susta polisakkarit yapida M antijeni igeren bir mikrokapsiil
veya polisakkarit yapida K antijeni iceren slime tabaka bulunabilir. Bunlar
mikroskopta farkedilemeyen ama bu antijenlere kars1 hazirlanmig bagisik serumlarla
yapilan serolojik deneylerle saptanabilen yapilardir (Topgu, 2002). E.coli suslarinda
cogunlukla fimbria bulunur. Fimbrialar protein yapida olup hiicrelere tutunma
ozelligi ile yardimci viriilans faktorii olarak rol oynarlar. Cogu sus peritris kirpikleri

ile hareketlidir (Ozkuyumcu, 2009).



2.1.1.2. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikler

E.coli genel tiretim besiyerlerinde iireyebilir. Optimal iireme 37°C’de, ndtral ortamda
ve oksijen varliginda olur. Ancak 20°C-44°C arahiginda tireyebilirler. Buyyonda
homojen bulaniklik olustururlar. Basit besiyerlerinde 18-24 saatte 3-4 mm capinda S
tipi koloni, kapsiilli olanlar M tipi koloni yaparlar. Kanli agarda bazi suslar f-
hemoliz yaparlar. Mac Conkey agarda, etrafinda safra tuzlarmin olusturdugu pembe
alanlarla ¢evrili laktoz pozitif koloniler seklinde goézlenirler. Eozin Metilen Blue
(EMB) agarda suslarin ¢ogu, metalik refle veren yesil-siyah koloniler olusturur
(Ozkuyumcu, 2009).

E.coli metabolik olarak aktif bir bakteridir. Glukoz ve diger karbonhidratlara
etki ederek asit ve gaz olustururlar. Ayni zamanda laktoz, mannitol, sorbitol, maltoz,
ksiloz, trehaloz, arabinoz ve mannozu fermente ederken, inositol, adonitol, sellobioz
ve arabitol fermentasyonunu gergeklestiremez. E.coli suslarmin indol, metil-red testi,
lizin dekarboksilaz, O-nitrophenyl-beta-D-galactoside (ONPG) ve hareket testi
pozitif iken, VVoges-Prauskauer reaksiyonu, sitrat kullanimi, H,S olusumu, iire ve
jelatin hidrolizi, fenilalanin deaminaz, lipaz, DNaz, KCN’de ilireme ve malonat
kullanim1 negatiftir. E.coli’nin hareketsiz, laktozu fermente etmeyen, glukozdan gaz
olusturmayan suslar1 inaktif E.coli olarak tanimlanmaktadir (Bilgehan, 2004;
Bozkaya, 2005).

2.1.1.3. Antijenik Yap1

E.coli suslar1 O, H ve K antijenlerine gore tiplendirilirler. O antijenleri (somatik veya
hiicre duvar1 antijenleri) LPS’in polisakkarit kisminda bulunurlar. Bu antijenler
sicaga dayaniklidirlar ve pekc¢ok farkli Enterobacteriaceae cinslerinde ortak
olabilirler. O antijenlerinden, enterik gram negatif basillerin serolojik
tiplendirilmesinde yararlanilir. H antijenleri kirpik antijenleridir. E.coli gibi hareketli

Enterobacteriaceae iiyelerinde bulunur. K antijenleri genellikle kapsiille veya daha



az siklikla olmak iizere fimbriyalarla iligkili antijenlerdir. E.coli suslar1 arasinda
serolojik olarak farkli pek ¢ok O, H, K antijenleri vardir ve spesifik serotipler belirli
hastaliklar ile iligkilidir (Lipincott, 2010).

2.1.1.4. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

E.coli’nin major viriilans faktorleri kapsiil, enterotoksin ve salgiladigi enzimlerdir.
Konak hiicrelerine tutunmay1 saglayan fimbriyalar, antijenik ve fonksiyonel olmak
izere iki farkli ozellik gosterir. Tutunma ozelligine gore enfeksiyonun gelistigi
anatomik bolge farklidir. Antijenik Ozellige sahip kolonizasyon faktorleri
gastroenteritten sorumludur. Bazilar1 hemolizin salgilar. Sideroforlar ise bir diger
viriilans faktoridiir. Bu faktorler, gereksinim olan demiri konak organizmada
bulunan transferin ve laktoferin gibi demir baglayan molekiillerden saglar (Bozkaya,

2005).

E.coli’nin neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu endojen kaynakli olmasina
karsin gastroenterit olusturan suslar1 ekzojen kaynaklidir. Gastroenterit yapan E.coli
suglart 5 biiyik gruba ayrilmaktadir: Enterotoksijenik E.coli (ETEC),
Enteropatojenik E.coli (EPEC), Enteroagregatif E.coli (EAEC), Enterohemorajik
E.coli (EHEC), Enteroinvaziv E.coli (EIEC)’dir. Bunlardan ETEC, EPEC, EAEC
ince barsag: tutan sekretuvar diyare yaparken, EHEC ve EIEC primer olarak kalin

barsagi tutmaktadir (Murray, 2009).

ETEC: ETEC suslar1 ile gelisen enfeksiyonun patogenezinde adezin ve enterotoksin
olmak tizere iki dnemli viriilans faktorii rol alir. ETEC suslarinda plazmid tarafindan
kodlanan ve ince barsakta mikrovilluslardaki 6zel reseptorlere baglanan adezyon
molekiilleri bulunur. Kolonizan faktor antijenleri (CFA/I, CFA-II) sadece ETEC
suslarinda bulunur. Diger bir virulans faktorii ise enterotoksindir. ETEC suslarinda

1istya duyarli LT (labil toksin) ve 1siya direngli ST (stabil toksin) olmak tizere iki



toksin vardir. Iki tip LT (LT-1 ve LT-II) toksini bulunur. Her ikisi de ayn1 yap1 ve
etki mekanizmasina sahiptir. Fakat LT-II ETEC suslar1 tarafindan daha az tiretilir.
GM1 gangliyosidlerine baglanan B alt iinitesi toksinin A alt {initesinin hiicre i¢ine
girmesini saglar. A iinitesinin girdigi hiicrede adenilat siklaz aktivitesi uyarilarak
klorun hiicreden ¢ikis1 artar, sodyumun hiicre i¢ine girisi azalir. Sonug olarak barsaga
fazla sivi salgilanmasi sonucunda sekretuar diyare meydana gelmektedir
(Ozkuyumcu, 2009). ST’nin de STI (STa) ve STII (STb) olmak iizere iki tipi
bulunmaktadir. STa enterosit apikal membraninda guanil siklaz C’ye baglanir.
Reseptorii aktive eder ve siklik guanozin monofosfat olusumuna neden olarak sivi
kaybma yol acar. STb farkli bir etki mekanizmasma sahiptir. Domuzlardan izole
edilen suslarda rastlanmustir. insanlarda meydana gelen ETEC enfeksiyonlarinda LT-

I ve STa toksinleri rol alir (Topgu, 2002).

EPEC: EPEC suslar1 toksin olusturmaz ve invaziv Ozellik gostermezler. EPEC
suslar1 barsak hiicrelerine EspA filamanlar1 ile tutunur ve tiplIll sekresyon sistemini
kullanarak epitel hiicrelere intimin reseptor molekiiliinii enjekte eder. Dis
membranda eksprese olan intimin reseptoriine bakteride bulunan ve 6nemli bir
viriilans faktorii olarak kabul edilen intiminin baglanmasi hiicrede bir dizi olayinin
baslamasina neden olur. Hiicrede kalsiyum konsantrasyonu artar, hiicre proteinleri
fosforile olur ve sonugta tirozin protein kinaz aktivitesi tetiklenerek kalsiyum
salmimmi olusur. Bu durumda mikrovillus proteininin (villi) islevi bozulur ve
mikrovillus harabiyeti meydana gelir. Bunun sonucunda barsakta emilim bozulur ve

diyare meydana gelir (Murray, 2009; Ozkuyumcu, 2009).

EHEC: Verotoksin olugturan E.coli suslar1 olarak adlandirilabilir. Ayn1 zamanda
Shigella dysenteriae tipl’in olusturdugu toksin ile benzerlik gosterdigi i¢in toksin
Shiga benzeri toksin olarak da bilinmektedir. Verotoksin lizojenik bir faj tarafindan
kodlanir. Verotoksinin VT1 ve VT2 olmak iizere iki tipi bulunur. Toksinde bulunan

B alt {initesi konak hiicrede bulunan spesifik bir glikolipide baglanir. Bu glikolipid



ise barsak villuslarinda ve bobrek endotelyal hiicrelerinde bulunur. A alt iinitesi
hiicrede protein sentezini inhibe eder ve hiicre O6limii meydana gelir. Bulag
kaynaklarmin en Onemlisi bakteri ile kontamine olan sigir etlerinin tiiketimidir.
O157: H7 serotipi, verotoksin iireten E.coli serotipleri arasinda en sik goriilendir

(Topeu, 2002; Ozkuyumcu, 2009).

EIEC: Bakteri kolon epitel hiicrelerine tutunarak endozom iginde hiicre i¢ine girer.
Fagositik vakuolii patlatir ve sitoplazmaya gegerek ¢ogalir. Daha sonra hiicrenin
aktin filamanlarim tekrar diizenler ve komsu hiicreye gecer. Meydana gelen epitel

hiicre hasar1 ve enflamasyon sebebiyle, kolonda iilserler olusur (Ozkuyumcu, 2009).

EAEC: Hep-2 ve Hela hiicrelerine adherans gosterir. Yiizeyleri adheranstan
sorumlu ¢ok ince fibriler yapiyla kaphidir. Bu fimbrialar bakteri iiremesi sirasinda
bakterinin kiimeler olusturmasina neden olur. Bu yiizden agregatif ismini almustir

(Topgu, 2002).

2.1.1.5. Epidemiyoloji

E.coli dogumdan birkag saat sonra barsak florasmi olusturmaya baslar. E.coli’nin
neden oldugu enfeksiyonlar diinyanin heryerinde yas ve cinsiyet ayrimi yapmaksizin
goriilmektedir. Olusturdugu gastrointestinal enfeksiyonlar, virotip 6zelligine gore

endemik bdlge ve konak farki gostermektedir (Ustacelebi, 1999).

Barsak patojeni EPEC suslarinda bulasma insandan insana fekal-oral yolla
veya hazirlanan bebek mamalarinin bu suslarla kontaminasyonu ile olur. Bu
olgularmn biiyiik cogunlugu 2-3 yasindan kiigliklerde goriilebildigi gibi eriskinlerde
de nadir olarak goriilmektedir. Anne siitii ile beslenenlerde EPEC enfeksiyonlarina

nadiren rastlanir. Cesitli salgmlarda 6liim oran1 %0 ile %70 arasinda bulunabilir.
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Sporadik olgulara da rastlanir, fakat daha ¢ok ¢ocuk klinikleri ve yuvalarda salgmlar
goriliir. EPEC suslar1 gelismemis iilkelerde her mevsimde goriilebilir. Fakat daha

cok yaz aylarinda goriiliir (Topgu, 2002).

ETEC suslarinda ise fekal-oral yolla ve kontamine su ve besinlerle bulas
gorilmektedir. Bu enfeksiyon gelismemis tilkelerde, gelismis iilkelerden gelismemis
iilkelere seyahat eden kisilerde goriiliir. Bu yiizden turist diyaresi olarak da bilinir.
Enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerde daha ¢ok cocuklarda, bu bolgeler disinda
ise her yasta goriilebilir. Gelismemis iilkelerde 2 yasma kadar ¢ocuklarm yilda 1-2
defa ETEC ishali ge¢irdigi belirtilmistir. Mevsimsel 6zellik gdstermez.

EIEC suslar1 ise daha cok kontamine besinlerle bulasir. Endemik veya

epidemik olarak goriilebilir. Tiim diinyada nadir gozlenir.

EHEC suslarinda bulas et iceren besin maddeleri, bazen siit ve su yolu ile olur.
Hamburger eti, salam, ¢ig siit, pastorize edildikten sonra kontamine olmus siitlerle
meydana gelen enfeksiyon salginlar1 bulunmaktadir. ABD, Kanada, Avrupa gibi
gelismis lilkelerde daha sik goriiliir. Genellikle bakimevleri, okullar gibi toplu
yasanilan alanlarda salgmlar goriilebilir. Bes yasindan kiigiik ¢ocuklarda ve 65 yas

iizerindekilerde daha sik goriiliir

EAEC suslarinin neden oldugu ishalin epidemiyolojisi ¢ok agiklanamamustir.
Gelismis iilkelerde ishalli ¢ocuklardan izole edildigi, diger iilkelerde ise bazi

olgularin seyahatle iliskilendirildigi belirtilmektedir.

Barsak dis1 E.coli enfeksiyonlarinda idrar yollar1 enfeksiyonu en sik rastlanan
enfeksiyondur. Toplumda kazanilmis idrar yollar1 enfeksiyonlar: eriskinlerde ve
kadinlarda sik gozlenir. Hastanelerde sik rastlanir. Sonda ve diger invaziv aletlerin
kullanim1 asendan enfeksiyon olasiligini ¢ok arttirir. Kalic1 sonda uygulamalarinda

ise idrar yollar1 enfeksiyonlarinin goriilmesi kaginilmazdir. Fakat bu uygulamalarda
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Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter gibi bakterilerinde bulastirilmast,
nozokomiyal E.coli enfeksiyonlarinda azalmaya neden olmustur (Lange, 2010;
Topgu, 2002; Kiraz, 2011).

2.1.1.6. Klinik

A. Ekstraintestinal Enfeksiyonlar

Uriner Sistem Enfeksiyonu

Toplum koékenli ya da nozokomiyal idrar yolu enfeksiyonlarina neden olurlar. Flora
iyesi olan E.coli suslari iiretray1 kontamine eder, asendan yolla mesaneye yayilir,
bobrege ya da prostata ulasabilir. E.coli suslarmin bir¢ogu idrar yolu enfeksiyonuna
neden olsa da enfeksiyon bazi serotipler ile daha sik goézlenir. Bu bakteriler,
mesaneyi ve iist iiriner sistemi kaplayan hiicrelere tutunmayi saglayan adezinlere
sahip oldugu icin eritrositler ile diger hiicre tiplerinin erimesine neden olan hemolizin

HlyA tiretmeleri nedeniyle virtilandir (Murray, 2009).

Neonatal Menenjit

1 aydan kiiciik infantlarda Santral Sinir Sistemi (SSS) enfeksiyonlarmm g¢ogunun
etkeni E.coli ve grup B streptokoklardir. E.coli suslarmm g¢ogu K1 Kkapsiiler
antijenine sahiptir. Bu serogrup hamile bayanlarda ve yeni dogmus infantlarin
gastrointestinal sistemlerinde sik goriiliir. Fakat bu serogrubun yenidoganlarda nasil

hastalik yaptig1 heniiz anlagilmamustir (Murray, 2009; Ozkuyumcu, 2009).
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Septisemi

E.coli’ye bagli septisemiler genellikle idrar yolu ya da gastrointestinal kanal
kokenlidir. Immiin yetmezligi olan kisilerde ve primer enfeksiyonu abdomende veya

SSS’de olusan vakalarda E.coli septisemisinin mortalitesi yiiksektir (Murray, 2009).

B. Gastrointestinal Enfeksiyonlar

Gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina neden olan E.coli gruplari,

ETEC: En sik gelismekte olan iilkelerde goriiliir ve genellikle turist diyarelerinin
etkenidir. Bulagma insan ¢ikartilariyla kontamine besinler ve sularla veya birey
temasi ile olur. ETEC suslar1 ile gelisen enfeksiyonda, kramplar ile birlikte sulu bir
diskilama olur. Digkida kan ve mukus bulunmaz. Kusma ve ates goriilmez. Yaklasik

olarak 4-5 giin icinde hastalik kendini sinirlar (Lange, 2010; Ozkuyumcu, 2009).

EPEC: Ozellikle hijyen kosullarmin kétii oldugu yerlerde siit cocugu diyarelerinin
onemli etkenlerindendir. Bulasin temel yolu insandan insana olan bulastir. EPEC
suslar1 ile gelisen sulu diyarede kusma ile birlikte ishal goriiliir. Ates ¢cok ylikselmez
veya hi¢ yoktur. Diskida kan ve mukus nadir goriilmektedir. Genellikle 1 hafta icinde
kendini sinirlamaktadir. Altta yatan hastaligi olan ¢ocuklarda, malniitrisyonlularda ve
bebeklerin 6zellikle ilk aylarmmda O111 serogrubu ile meydana gelen enfeksiyonlar

oliimciil olabilir (Lange, 2010, Ozkuyumcu, 2009).

EHEC: Kalin barsaklara yapisan EHEC irettigi bir ekzotoksin ile mukozal invazyon
ya da inflamasyon olmaksizin agir, kanli diyareye neden olur. Sicak mevsimlerde ve
5 yas altindaki ¢ocuklarda sik goriiliir. Komplikasyon olmadigir durumda kendini 1

hafta igerisinde simirlar. Hemolitik iiremik sendromu (HUS) O157:H7 ile enfekte
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olan 10 yasin altindaki ¢ocuklarin %5-10’da goriilen bir komplikasyondur. HUS un
neden oldugu komplikasyonlar; akut bobrek yetmezligi, trombositopeni ve
mikroanjiopatik hemolitik anemidir. HUS’lu hastalarin %3-5’inde 6liim goriiliir,
%30°’da ise hipertansiyon, bobrek fonksiyon bozuklugu gelisebilir (Lange, 2010,
Ozkuyumcu, 2009).

EIEC: EIEC enfeksiyonlarmin bulasi kontamine su ve yiyeceklerin alinmasiyla olur.
Insandan insana bulas nadir goriiliir. Cogunlukla sulu ishallere neden olur. Vakalarin
az bir kisminda mukuslu ve kanli ishal, ates, karin agris1 ve tenesmus ile seyreden
bakteriyel klinik tablolarm olusumuna neden olur. Oliim ¢ok nadirdir (Ozkuyumcu,
2009; Lange, 2010).

EAEC: Gelismekte olan iilkelerde ve bu iilkelere seyahat edenlerde persistan diyare
etkeni olarak infantlarda dehidratasyona yol agmasi ile bilinir. Kronik diyare etkeni
olup, kiiciik ¢ocuklarda biliyiime geriligine neden olan birka¢ bakteriden birisidir

(Murray, 2009; Kiraz, 2011).

2.1.1.7. Tedavi

E.coli enfeksiyonlarmin tedavisi enfeksiyon odagma ve 6zgiil izolatin gosterdigi
direng profiline baglhidir. E.coli suslarinin biiyiik bir kism1 TEM-1 beta-laktamazini
olusturur ve aminopenisilinlere, karboksipenisilinlere ve {lireidopenisilinlere direncli
bunular. Bazi suslarin GSBL olusturdugu bunlarin da 6nce duyarli bulundugu genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerine tedavi sirasinda direng gelistirebilecegi
diisiiniilebilir. E.coli enfeksiyonlarmm tedavisinde kullanilan antibiyotikler su
sekildedir; komplikasyonsuz idrar yolu enfeksiyonu tedavisinde trimetoprim-
sulfametoksazol veya ampisilin disiinilirken, E.coli sepsisi i¢in parenteral

antibiyotik tedavisi gerekir, gentamisin gibi bir aminoglikozidle birlikte ya da tek
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basma kullanilan ti¢iincii kusak sefalosporinler kullanilir. Neonatal menenjit tedavisi

icin ampisilin ile sefotaksim kombinasyonu dnerilmektedir.

E.coli’nin neden oldugu gastrointestinal enfeksiyonlarda antibiyotik tedavisi
genel olarak endike degildir. E.coli diyarelerinin tedavisinde esas olan hastanin
kaybettigi sivinin verilmesidir. Bununla birlikte trimetoprim-sulfametoksazol ya da

l6peramid kullanilmas1 belirtilen siireyi kisaltabilir (Topcu, 2002; Lange, 2010).

2.1.2. Klebsiella

Klebsiella cinsi Enterobacter, Citrobacter ve Serratia ile birlikte Enterobacteriaceae
ailesinde Klebsillea kabilesinde yer alir. Tibbi olarak en Onemli olan tiir
K.pneumoniae ‘dir. Dogada bulundugu gibi, insanda deri, bogaz ve barsakta
kommensal olarak da bulunur. Lober pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve gesitli
nozokomiyal enfeksiyonlarda etkendir. Klebsiella adin1 19. yy sonlarinda yasamis
olan Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’den almistir. Daha sonra K.pneumoniae nin
yaptig1 agir Oldiirlici pnédmoni tablosu Carl Friedlander adli arastirmaci tarafindan
tanimlanmis ve bakteri uzun yillar Friedlander basili olarak isimlendirilmistir
(Topgu, 2002). Klebsiella tiirleri; K.pneumoniae, K.ozaenae, K.granulomatis,
K.oxytoca, K. rhinoscleromatis, K.ornithinolytica, K.planticola, K.trevisanii ve
K.terrigens’dir. Klebsiella cinsinde hastalik olusturan 3 tiir; Klebsiella pneumoniae,

K.oxytoca ve K.granulomatis ‘dir.

2.1.2.1. Morfoloji ve Yapi

Tek tek, ikili veya kisa zincir seklinde goriilen, hareketsiz bir bakteridir. 0,7-1,5 pm
eninde, 2-5 um boyunda gram negatif, sporsuz, kapsiillii bakterilerdir. Suslarin ¢ogu
ilk izolasyonda, nemli ve karbonhidrat bakimindan zengin besiyerlerinde yapilan

kiiltiirde bakteri ¢evresinde genis bir kapsiil olusturur. Kapsiil klinik 6rnekten
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hazirlanan gram preparatinda bakteri etrafinda boyanmamis ve her zaman diizgiin
olmayan bir bdlge olarak goriiliir. Cini miirekkebi ile hazirlanan preparatta kapsiilii
daha diizgiin gormek miimkiindiir. Kapsiilsiiz bakteriler ya da slime tabakasi gibi az
kapsiil olusturan suglarda goriiliir. Klebsiella cinsinde kirpik bulunmaz. Solunum
yollarindan izole edilen K.pneumoniae genellikle tipl fimbria olusturur. Diger
kaynaklardan izole edilen suslarda tiplll fimbria da bulunabilir. K.pneumoniae ‘da
bazi suslar, K.ozaenae ve K.rhinoscleromatis’de biitiin suslar fimbriasizdir (Topgu,
2002; Bilgehan, 2004).

2.1.2.2. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella fakiiltatif anaerop bir bakteridir. Optimal {ireme 1s1s1 37°C’dir. Fakat
K.pneumoniae disindaki tiirler 4°C-44°C araliginda ireyebilmektedir. Basit
besiyerlerinde 18-24 saatte S tipi koloni, kapsiilli olanlar M tipinde koloni

olustururlar.

Klebsiella metabolik olarak aktif bir bakteridir. Bircok karbonhidrat1 asit ve
gaz olusturarak fermente eder. K.pneumoniae iireyi ve eskulini hidrolize eder. Metil
kirmizis1 reaksiyonu negatif, Voges-Prauskauer reaksiyonu ise pozitiftir. Sitrat1 tek
karbon kaynagi olarak kullanabilir. KCN varliginda tireyebilir. K.pneumoniae ve
K.oxytoca’nin ayrimmda kullanilan indol testi, K.pneumoniae’de negatif,
K.oxytoca’da ise pozitiftir. H,S iiretmez, fenilalanini deamine etmezler (Bilgehan,
2004; Ustagelebi, 1999).

2.1.2.3. Antijenik Yap1

Klebsiella cinsinde O antijenleri diger gram negatif bakterilerdeki gibi, bakterinin

endotoksinini olusturur. Diger bakterilerden farkli olarak belirgin bir kapsiile sahip
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olup, en 6nemli anijenik yapilar1 K antijenleridir (Erdem, 1999). K antijenine gore
serotiplendirmeleri yapilmaktadir. Klebsiella’da 80°den fazla K antijeni tipi
tanimlanmistir. K antijenleri fagositozu ve enfeksiyon bolgesine fagositlerin gocilinii

engelleyen viriilans faktorleridir.

2.1.2.4. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Klebsiella, dogada cansiz ortamlarda ve hayvan floralarinda yaygin bir sekilde
bulunmaktadir. Insanlarda deride, {ist solunum vyollarnda ve barsakta diisiik
oranlarda kommensal olarak bulunur. Fakat hastanede yatan hastalarda antibiyotik
kullanimina bagl olarak hem kolonizasyon oranit hem de bakteri sayis1 hizla artar.
Coklu ilag direncine sahip olmasi, kuruluga ve ¢evre kosullarina dayanikli olmasi
nedeniyle hastane ortaminda kolaylikla yayilabilmektedir. Bogaz, deri ve kolonda
hizla kolonize olur ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyona yol agar.
Hastane ortaminda kaynak endojen olabilecegi gibi, ekzojen kaynakli da olabilir. Bu
nedenle toplumda nadir olarak gozlenen Klebsiella enfeksiyonlarina nazaran

nozokomiyal enfeksiyonlara daha sik rastlanir.

Klebsiella, Enterobacteriaceae ailesinin ortak viriilans faktorlerine sahiptir.
Kapsiil bakteriyi, fagositoza ve serumun Oldiiriicii etkisine karsi direncgli kilar. Bazi
suslar plazmidde kodlanmis olan enterotoksin salgilar. Bu toksin E.coli’nin 1s1ya
dayanikli ST (stabil toksin) ve 1siya duyarli LT (labil toksin) ile benzerlik gosterir.
Ayrica suglarin ¢ogu beta-laktamaz salgilayarak beta-laktam antibiyotikleri etkisiz
hale getirir (Lange, 2010; Ozkuyumcu, 2009).
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2.1.2.5. Epidemiyoloji

Toplumda seyrek olarak gorillen Klebsiella enfeksiyonlari nozokomiyal
enfeksiyonlar olarak daha ¢ok goriilmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
coklu direng gozlenir. Nozokomiyal enfeksiyonlar igerisinde K.pneumoniae
enfeksiyonu ilk swralar1 almaktadir. Cesitli diren¢ mekanizmalar1 ile birgok
antibiyotige direngli olmasi, ayn1 zamanda kuruluga ve dis kosullara direnci hastane
ortaminda kolayca yayilmasina neden olur. Hastane enfeksiyonlar1 endojen ve
ekzojen kaynakli salginlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. K.oxytoca nin
epidemiyolojisi K.pneumoniae ninkine benzer. ikisi de infantlar, ileri yashlar,
ozellikle solunum sisteminde olmak iizere sistemik baska hastaligi olanlar, yogun
bakimda yatanlar, damar i¢i katater ve idrar sondasi uygulananlar ve genis
spektrumlu antibiyotiklerle tedavi edilenler i¢cin daha biiylik enfeksiyon riski
olustururlar. K.rhinoscleromatis ve K.ozaenae Afrika, Uzak Dogu, Giiney Amerika,
Dogu Avrupa ve Akdeniz lilkelerinde olduk¢a nadir rastlanan ozene ve rinosklerom

hastaliklarma yol agar (Topgu, 2002; Murray, 2009).

2.1.2.6. Klinik

Toplum ve nozokomiyal kaynakli lober pnomoniye sebep olan K.pneumoniae ve
K.oytoca en sik izole edilen tiirlerdir. Klebsiella tiirlerinin neden oldugu pnémoniler
siklikla alveoler bosluklarin nekrotik yikimina, kavite ve kanli balgam olusumuna
sebep olurlar. K.pneumoniae, pndémoniden baska {iriner yol, yara enfeksiyonlarina ve
bakteriyemilere yol agar. Yenidogan iinitelerinde plazmid aracili ¢oklu direngli
Klebsiella’lara bagli hastane enfeksiyonlar1 sik goriiliir (Murray, 2009; Isik, 2007).
K. ozaenae burun mukozasinda atrofi, yesil-sar1 ve ¢ok kotii kokulu burun akintisi ile
seyreden ozene olgularinda saptanir. K.rhinoscleromatis burun ve farenkste
destriiktif bir graniilomaya neden olmaktadwr. K.granulomatis tropikal bolgelerde

donovanoz veya granuloma inguinale etkenidir. Kiiltiirde tiretilmesi zordur. Genital
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iilserlerden yapilan Giemsa boyamada mononiikleer hiicreler ya da histiyositler
icinde donovan cisimciklerinin goriilmesiyle tan1 konulur (Kiraz, 2011; Murray,
2009).

2.1.2.7. Tedavi

Bu organizmalarin antibiyotiklere direnci genis capta degisiklikler gosterdigi igin ilag
secimi  duyarlilik testlerinin  sonucuna baghdwr. Nozokomiyal kaynakli
enfeksiyonlarma neden olan etkenler siklikla ¢ok sayida antibiyotige direnglidir.
Klebsiella, amino ve karboksipenisilinlere intrensek direnglidir. Kromozomal
direncin yaninda diren¢ plazmidlerine de sik rastlanir. Bir¢ok sus genis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) iiretebilmektedir. Bu oran ise {ilkemizde hizla artmaktadir. Bu
nedenle ¢oklu ilag direncine sahip suslar ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde
birinci kusak sefalosporinler, penisilin ile beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari,
florokinolonlar, trimethoprim-sulfametaksazol ve aminoglikozidler kullanilabilir.
Coklu ilag direncine sahip suslarda, ozellikle GSBL iireten suslarin tedavisinde
dordiincti kusak sefalosporinler ve karbapenemler kullanilmaktadir (Topgu, 2002;

Lange, 2010).

2.1.3. Enterobacter

Enterobacter cinsi son yillarda 6zellikle hastane enfeksiyonlarinda 6nemi giderek
artan bir bakteri tiirii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Enterobacter tiirleri toprakta,
suda, bitkilerde, siit tiriinlerinde ve ayrica insan ve hayvanlarin kalin barsaginda ve
diskisinda bulunmaktadir (Yazgan, 2010). Enterobacter cinsinde bulunan tiirler
E.aerogenes, E.cloacae, E.amnigenus, E.cancerogenus, E.gergoviae, E.intermedium,
E.taylorae, E.agglomerans, E.asburiae, E.hormaechei, E.sakazakii ‘dir. Bu tiirler
arasinda insanlardaki enfeksiyonlardan en fazla sorumlu olan tiirler E.aerogenes ve

E.cloacae’dur.
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Besiyerlerinde kolay iirerler. Laktoz iceren besiyerlerinde ortast koyu olan,

pembe renkli, konveks, hafif mukoid koloniler olustururlar.

Enterobacter cinsleri peritris kirpikleri ile hareketli, sporsuz, ¢ogu kez
kapsiilsiiz ve kapsiillii oldugu durumda ince kapsiilliidiir. Basta glukoz olmak iizere
sekerleri asit ve gaz olusturarak parcalarlar. indol ve metil red testi negatifken,
Voges Proskauer testi ise cogunda pozitifdir. H,S tiretmezler ve fenil alanini deamine
etmezler. KCN varliginda ireyebilirler. E. cloacae’nmn isiya direngli enterotoksin

yapan suslar1 vardir.

Enterobacter cinsi toplum kokenli enfeksiyonlarda etken olarak karsimiza
c¢ikmasma ragmen bu mikroorganizma ile olusan enfeksiyonlarin biiyiikk bir
cogunlugu hastane kaynakhdir. Ozellikle Enterobacter cloacae ve Enterobacter
aerogenes alt solunum yolu enfeksiyonlari, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari,
idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit, karin i¢i enfeksiyonlari, septik artrit, kemik
iligi ve goz enfeksiyonlarini da kapsayan cesitli enfeksiyonlardan sorumlu
nozokomiyal patojenlerdir (Fraser, 2009). Bunlardan E. cloacae ve E. agglomerans’a
ait intravendz yolla bulastigi saptanan bakteriyemi salginlar1 goriilmiis ve bazi

vakalar oliimle sonuglanmustir (Unat, 1986).

Enterobacter enfeksiyonlarinda beta-laktamlara, aminoglikozitlere, kinolonlara
ve 3. kusak sefalosporinlere kars1 plazmid aracili direncin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
antibiyotik se¢imi tedavi agisindan ¢ok 6nemlidir. Tedavide siprofloksasinle birlikte
karbapenemler ya da anti psodomonal penisilinler (mezlosillin, piperasillin,
piperasillin/tazobaktam, tikarsillin, tikarsillin/klavulanat gibi) kullanilmaktadir (Kus

ve Burrows, 2007, ).
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2.2. Beta Laktam Antibiyotikler

En sik regete edilen antibakteriyel ajanlardir. Tiim tiyeleri beta-laktam halkas1 iceren
5 gruptan olusur: Penisilinler, Sefalosporinler, Monobaktamlar, Karbapenemler,
Beta-laktam/Beta-laktamaz inhibitorleri.

2.2.1. Karbapenemler

Karbapenemler 1976’da ilk kez Streptomyces cattleya tarafindan iiretilen ve
“thienamycin’” ismi verilen bilesigin lizerinde amino ve hidroksil gruplarinda
degisiklikler yapilarak olusturulmustur (Onciil, 2002). Beta-laktamlar igerisinde en
genis etki spektrumuna sahip olan gruptur. Sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag iceren
halka yapisinda bir metilenin yerine bir silfiriin ge¢mesiyle diger beta-laktam
iiyelerinden ayrilir. Beta-laktam antibiyotikler gibi peptidoglikan sentezi iizerinde
etki gosterir. Mikobakteriler, hiicre duvar1 bulunmayan organizmalar, bazi
nonfermentatifler, Aeromonas disinda gram pozitif, gram negatif ve anaerop
mikroorganizmalarla olusan nozokomiyal enfeksiyonlar ve toplumdan kazanilmis
olan patojenlere etkilidir. Giiniimiizde kullanilan karbapenem grubu antibiyotikler

imipenem, meropenem, ertapenem ve doripenemdir.

Imipenem ilk bulunan karbapenem grubu antibiyotiktir. En genis spektrumlu
antibiyotik olup, gram pozitif, gram negatif, aerob ve anaerob mikroorganizmalara
etki gosterir (Alhan, 2011). imipenem monoterapdtik 6zellik gosterir ve klinik olarak
Onem tastyan bakterilerin ¢oguna etkilidir. Hiicre duvar sentezini inhibe eden ve
bakterisidial etki gosteren antibiyotiktir. imipenem gram pozitif ve gram negatif
bakterilerin yiiksek molekiil agirlikli PBP (penisilin baglayan protein)’lerine ytliksek
bir afinite gostererek baglanirlar. Baglanma 6nce PBP2’ye ve daha sonra PBPla’ya

olur (Sari, 2005).
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Karbapenem grubunun ikinci iiyesi olan meropenem grubu 1996’dan sonra
kullanima girmistir. Meropenem, karbapenem halkasma 1-f-metil grubu eklenerek
elde edilmistir. Gram pozitif, gram negatif ve anaerop bakterilere karsi etkinlik
gdsterir. Imipenem gram pozitiflere daha etkinken, meropenem ise gram negatiflere
ozellikle de P.aeruginosa’ya daha etkilidir (Keskin, 1998; Onciil, 2002).

Ertapenem meropenem gibi 1-B-metil yan zincirine sahiptir. Cok eski ge¢misi
olmayip 2001°de yetigkinler, 2005°de ise 3 aydan biiyiik cocuklar i¢in kullanima
girmistir (Ahan, 2011). Hiicre duvar sentezini inhibe ederek bakterisidial etki
gosterirler. GSBL ve AmpC enzimlerini iireten E.coli ve K.pneumoniae bakterilerine
kars1 giiclii  bir etki gosterirler. Metallo-beta-laktamazlara dayaniksizdirlar.
Proteinlere yliksek oranda baglanirlar. Proteine baglanma orani ertapenemin plazma

konsantrasyonu ile iliskilidir (Calangu, 2003; Ozmen, 2013).

Doripenem karbapenem grubu antibiyotiklerin en yeni bir tyesidir. 2007’de
ABD’de klinik kullanima girmistir. PBP’lere baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe
ederek etki gosterirler. Doripenemin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi

etkinligi imipenem ve meropeneme benzer sekildedir (Ozmen, 2013).

2.2.2. Karbapemlere Diren¢ Mekanizmalar

Karbapenemler antibakteriyel spektrumlarmmin genisligi, bakteriyel membranlardan
hizla gecebilmeleri, AmpC ve GSBL enzimlerine dayanikli olma gibi 6zellikleri
nedeniyle Ozellikle ¢oklu direngli Gram-negatif bakterilerin etken oldugu
enfeksiyonlarda ilk tedavi segenckleri arasinda yer alir. Ancak, karbapenemlerin
ozellikle ampirik tedavide yaygin olarak kullanilmasi, karbapenemlere direng
gelismesine neden olmustur. Karbapenemlere karsi bilinen 3 etki mekanizmasi ile

direng¢ gelisebilmektedir.
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2.2.2.1. lacin hiicre icinde etkin konsantrasyona ulasmamasi

Porin degisimleri

Ozellikle P.aeruginosa suslarindaki temel diren¢ mekanizmasidir. Bu suslarda
OprD’nin kayb1 direng gelisimine yol agmaktadir. OprD kaybi 6zellikle imipenem
tedavisi swrasinda gelisir ve uygulanan 1 haftalik tedavi sonrasi suslarin yarismin
OprD geninde mutasyon goézlenmistir (Rew, 1989). Bu mekanizma meropenem,
penisilin, sefalosporin, kinolon, tetrasiklin ve kloramfenikol i¢in gegerli fakat
imipenem i¢in gegersizdir (Kohler, 1999). P.aeruginosa’da imipenem direnci porin
kaybi ile olusur ve sadece kromozomal AmpC beta-laktamazi korundugunda ve
tamimlandiginda islev goriir. Enterobacter spp.’de gelisen imipenem direncinde porin
kayb1 ve kromozomal AmpC beta-laktamazlarin ¢ok fazla iiretimi tanimlanmistir
(Lee, 1991). K. pneumoniac’de gelisen karbapenem direnci porin kayb1 ve plazmid

araciligi ile AmpC beta-laktamazin varligina bagli olarak gelisir (Bradfor, 1997).

Aktif pompalama sistemlerinin indiiklenmesi

Gram-negatif bakterilerde dis membranda bulunan enerji bagimli kanallarla
periplazmik alana giren antibiyotigin disar1 pompalanmasidir (Farra, 2008). P.
aeruginosa’da dort tane ¢oklu ilag aktif pompa sistemi olan MexA-MexB-OprM,
MexC-MexD-OprJ, MexE-MexF-OprN, ve MexX-MexY-OprM tanimlanmstir. Bu

pompalarm farkli substrat &zgiilliikleri mevcuttur. Uretim ve aktiviteleri
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enfeksiyonlarda sik  gorlilen faktorlerle arttirilabilirler  (6rnegin:  bakteri
inokulumunun yogun olmasi, diisiik pH ve biiylimenin duragan fazi). Yiiksek oranda
aktif pompa ireten bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisi
bilinmemektedir. Fakat antibiyotiklerin farmakolojik olarak optimizasyonu ve farkli
pompa sistemleri i¢in substrat olan antibiyotiklerin kombinasyonlarmin kullanilmas1
su an icin gerekli gorilmektedir (Webber, 2003). E.coli’de AcrA-AcrB-TolC,

K.pneumoniae’da Ram A aktif pompolama sistemine drnektir.

2.2.2.2. Hedef PBP degisimleri

Tek basmna nadir goriiliir, genellikle diger mekanizmalar ile birliktedir. PBP’lerdeki
degisiklikler kromozomal mutasyonlara bagli olarak gelisir. PBP’in beta-laktam
antibiyotiklere kars1 afinitesinin azalmasi, sayisinda azalma olmasi ve diisiik afinite
gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi sonucunda antibiyotigin hedef hiicreye

baglanamamasi durumunda direng gelismektedir.

2.2.2.3. Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varhg (Beta-laktamazlar)

Bugiine kadar bilinen 600’{in tizerinde farkli beta-laktamaz enzimi bulunmaktadir.
Bu enzimlerin bazi 6zellikleri gézoniine alinarak ¢esitli smiflandirmalar yapilmustir.
1980°de Ambler beta-laktamazlar1 aminoasit ve niikleotid dizilerine gére molekiiler
olarak kodlayan smiflandirma yapmistir (Rpzenfe'd, 1980). 1995 yilinda Bush,
Jacoby ve Medeiros tarafindan gelistirilmis olan diger siiflandirma ise substrat
profilleri ve beta-laktamaz inhibit6rlerine duyarlilik gibi biyokimyasal 6zellikler esas
kriter alinarak yapilmistir. Tablo 2.2’de beta-laktamazlarin fonksiyonel ve molekiiler

siniflandirmasi sunulmustur.
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Tablo 2.2. Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi

Bush-Jacoby
Siniflamasi
(fonksiyonel
siniflama)

Temel alt
gruplar

Ambler siniflamasi
(molekiiler
siniflama)

Temel Ozellikler

Grup 1
Sefalosporinazlar
(klavulanik asit ile
inhibe olmaz)

le

Cogunlukla Gr (-) bakterilerdeki kromozomal
enzimler (Amp C)

Karbapenem harig¢ tiim beta -laktamlara direngli
Seftazidime yiiksek afinite

Grup 2 Penisilinazlar
(klavulanik asit ile inhibe
olur)

2a

Gram (+) bakterilerdeki penisilinazlar

2b

Cogunlukla Gr (-) bakterilerdeki genis
spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2,
SHV-1)

Ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin
direnci

2be

Genisletilmis spektrumlu (TEM, SHV tiirevi
enzimler, PER-1, CTX-M, VEB-1, GES-1)
Ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin
direncine ek olarak seftazidim, seftriakson,
sefotaksim, aztreonam direnci

2br

Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam direngli
(TEM-30, SHV-10)

2ber

Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam
direncine ek olarak seftazidim, seftriakson,
sefotaksim, aztreonam direngli (TEM-50)

2c

Karbenisilini hidrolize eden enzimler (PSE-1,
CARB-3)

2ce

Karbenisiline ek olarak, sefepim, sefpirom
hidrolize eden enzimler (RTG-4: CARB-10)

2d

Oksasilin ve kloksasilin hidrolize eden enzimler
(OXA-1, OXA-10)

2de

Kloksasilin veya oksasilin

hidrolizine ek olarak seftazidim, seftriakson,
sefotaksim, aztreonam direnci (OXA-11, OXA-
15)

2df

Kloksasilin veya oksasilin hidrolizine ek olarak
karbapenem hidrolizi (OXA-23, OXA-48,
OXA-58)

2e

Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlar
(CEP A)

2f

Karbapenem, seftazidim, seftriakson,
sefotaksim, aztreonam direnci, sefamisin
hidrolizi (KPC)

Grup 3 Metallo-beta-
laktamazlar

3a

Cinko-bagimli karbapenemazlar

Karbapenem hidrolizleri yiiksek, monobaktam
hidrolizleri zayif

Klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe
olmazlar

Metal iyonu selatorleri ile inhibe olurlar
(IMP, VIM)

NI

Simiflanmamig

Dizileri bilinmeyen ¢esitli enzimler
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Karbapenemazlar, karbapenem direnci ile sonuglanan karbapenem hidrolize
edici beta-laktamazlardir. Yalniz karbapenemlere degil diger antimikrobiyallere de
etkilidirler. Bu nedenle sadece karbapenem grubu beta-laktam ajanlara afinitesi diger

b

beta-laktamlara kiyasla daha fazla olan metalloenzimler ‘karbapenemaz” olarak
adlandirilmaktadir. Diger beta-laktamazlarin sayilari ile karsilastirildiginda sayilari
diisik kalmaktadir (Nordman, 2007). Karbapenemazi olan bir susun ve porin
mutasyonlu bir susun duyarlilik paternleri es olabilmesine ragmen, bu mekanizma

porin mutasyonuna bagli bozulmus geg¢irgenlik mekanizmasindan farklidir.

1990 Oncesinde tanimlanan karbapenem hidroliz eden enzimlerin tiimii
kromozomal olarak bilinmesine ragmen yakin geg¢miste Japonya’dan plazmid
aracilikli metallo-B-laktamazlar bildirilmistir (Nordman, 2007; Amyes, 1997).

Karbapenemazlar intrinsik (kromozomal) veya ekstrinsik (kazanilmis) olabilirler.

Kromozomal (Dogal) Karbapenemazlar

Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas salmonicidia, Aeromonas hidrophila,
Aeromonas sobria, Myroides (Flavobacterium) odoratum, Chryseobacterium
(Flavobacterium) meningosepticum, Chryseobacterium indologenes, Legionella
gormanii ve Bacillus cereus gibi bakterilerin kromozomlar: tarafindan kodlanirlar.
Molekiiler siniflandirmada Ambler Smif B'ye ait olan karbapenemazlar bu grup
icinde incelenmektedir. Dogal karbapenemazlarin tiimiinde ¢inko iyonlarina bagl bir
katalitik aktivite vardir ve EDTA ile birlestiklerinde bu etkilerini kaybederler
(Livermore, 2000).
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Kazamlms Karbapenemazlar

Ambler molekiiler Siif A, B ve D grubunda bulunan enzimleri igermektedir.
Kazanilmig Simif A karbapenemazlar birkag Entrobacteriaceae tiiriinde, Simif B
karbapenemazlar Acinetobacter spp, P. aeruginosa ve Entrobacteriaceae tiirlerinde,
Smif D karbapenemazlar ise Enterobacteriaceae, P.aeruginosa, A.baumannii gibi

bakterilerde goriilmektedir.

Enterobacteriaceae ailesinin baz1 liyelerinde kromozomal enzimler,
bazilarinda plazmid aracili  kazanilmis  beta-laktamazlar  gozlenmektedir.
Karbapenemaz aktivitesine sahip olup Enterobacteriaceae ailesinde sik goriilen beta-

laktamaz enzimler Tablo 2.3’de sunulmustur.

Simif A Karbapenamazlar

Smif A karbapenemazlarm tiimii serin beta-laktamaz yapisinda olup klavulanik asit
ile inhibe olurlar. Bu grup enzimler karbapenem direncinin yaninda penisilin ve
aztreonam direncine de neden olan enzimlerdir. Bu grupta gram-negatif bakterilerde
en sik bulunan TEM, SHV ve CTX-M tipi (karbapenemi hidrolize etmeyen)
penisilinaz ve sefalosporinazlara ek olarak karbapenemlere hidrolitik etkinlik
gosteren ek beta-laktamazlar mevcuttur (Jacoby, 2005; Walther, 2007). NMC (Not
Metalloenzyme Carbapenemase) ve IMI (Imipenem-Hydrolyzing) beta-laktamazlar
bu gruba dahildir. SME az sayida bir grup S.marcencens izolatinda, IMI ve NMC
Enterobacter izolatlarinda tespit edilmistir ve bunlar Bush smif 2f grubu altinda
siniflandirilmis enzimlerdir (Queenan, 2006; Pottumarthy, 2003). Bu grup ayrica
plazmidde kodlanmig olan enzimler KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase)
ve GES (Guiana Extended Spectrum) enzimlerini icerir. GES P.aeruginosa ve
K.pneumoniae’da tanimlanmigtir (Walther, 2007; Yigit, 2001; Poirel, 2002).
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Tablo 2.3. Enterobacteriaceae ailesinde goriilen karbapenemaz aktivitesine sahip beta-

laktamaz enzimler

Molekiiler sinif | Gen bélgesi | Enzimler ClE|A Organizmalar
(fonksiyonel LI{D|T
grup) A|ITIM
A
A (2f) Kromozomal | Sme-I,Sme-3, |- |R S.marcescens ve
IMI-1, IMI-3, E.cloacae
NmcA, SFC-l,
Plazmid Enterobacteriaceae,
KPC-2, KPC-13, |+ | - | R P.aeruginosa,
A.baumannii
Plazmid
GES-l, GES-20 Enterobacteriaceae,
+ | - | SIR | P.aeruginosa,
A.baumannii
B (3) Kromozomal/ | IMP-1, IMP-33, - |+ |S Enterobacteriaceae,
Plazmid VIM-1, VIM-33, P.aeruginosa ve diger
NDM-1, NDM-6, GNNFB
SPM-1, SIM,
GIM,
IND-1, IND-7,
AlM, DIM, KHM
D (2df) Kromozomal/ | OXA-23 grup (- 1|S Enterobacteriaceae,
Plazmid (OXA-23, OXA- P.aeruginosa,
27, OXA-49) A.baumannii
OXA-24 grup
(OXA-24,
OXA25, OXA-
26, OXA-40,
OXA-72)
OXA-40 grup
(OXA-40, OXA-
143, OXA-58)
OXA-48 grup
(OXA-48, OXA-
54, OXA-181)

Klinik olarak en 6nemli Smif A karbapenemaz, 1990’larin sonunda Kuzey

Karolina’da K.pneumoniae’nin klinik bir izolatinda tanimlanmis olan, KPC grubudur

(Yigit, 2001; Lagatolla, 2006; Nordman, 2009). Bundan ¢ok kisa bir siire sonra,

Amerika’nin kuzeydogusunda KPC-2, daha sonra ilk tanimlanan KPC ile ayni

oldugu anlagilan, K.pneumoniae ile hastane salginlari bildirilmistir (Yigit, 2001;
Bratu, 2005; Bradfor, 2004). Takibinde, KPC-3 (KPC-1/KPC-2’den tek bir aminoasit

ile farkli olan) tasiyan K. pneumoniae ile New York sehrinde bir salgin bildirilmistir
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(Woodfor, 2003). Bu enzimler aktarilabilir bir plazmid {izerinde bulunmaktadir ve

tiim beta-laktamlara direng gostermektedir (Yigit, 2001).

Smif A karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae’larin laboratuvar ortaminda
tespit edilmesi zor olabilir. Ugiincii kusak sefalosporinlere duyarli ancak imipenem
direngli izolatlarin elde edilmesi altta yatan SME, NMC veya IMI beta-laktamaz
tiretimi olasihigmi akla getirmelidir (Yigit, 2001; Pottumarthy, 2003). 2010 yilindan
once oOnerilmis olan duyarlilik smirlar1 kullanildiginda, KPC {ireten birgok
K.pneumoniae ve E.coli duyarlilik araliginda imipenem ve meropenem MIK
degerine sahip oldugu gozlenmistir. Bu 06zellikle otomatize sistemler agisindan
problem olusturmaktadir (Tenover, 2006; Anderson, 2007). Bir raporda, KPC iireten
K.pneumoniae izolatlarmin %87’sinin karbapeneme duyarli oldugu bildirilmistir
(Tenover, 2006).

Smif A karbapenemazlar i¢in boronik asit (3 aminophenyl boronic acid)
fenotipik testi, bir¢ok ¢alismada Onerilmistir (Patel, 2009; Cohen, 2010). Bu testin
KPC pozitif suslarin belirlenmesinde oldukca basarili oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda ticari olarak hazir bir sekilde elde edilebilir olmamasi ve sonuglarin
degerlendirilmesi i¢in bir giine daha ihtiya¢ duyulmasi sebebiyle rutin olarak

kullanimda tercih edilmemektedir (Endimiani, 2010).

Simif B Karbapenemazlar

Klinik olarak en 6nemli gruptur. Metallo-beta-laktamaz (MBL) olarak da bilinir.
Ismini beta-laktamazin etkin hidrolizi icin cinkoya ihtiya¢ duymalar1 sebebiyle
almistir. Bu karbapenemazlar Ambler Sinif B veya Bush Grup 3°de yer alirlar
(Albayrak, 2008). Sonug olarak MBL’ler tazobaktam, klavulonat ve sulbaktam ile
inhibe edilemezken EDTA (iyon selatérii) ile inhibe edilebilmektedir. Ik MBL,
IMP-1; 1991 yilinda Japonya’dan bildirilmistir (Watanabe, 1991). Takibinde,
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kazanilmig MBL’lerin ek gruplari tespit edilmistir; IMP, VIM, GIM, SPM ve SIM.
Her MBL grubunda birkag adet varyant mevcuttur (6rnegin, IMP grubunda 19
varyant vardir) (Walsh, 2005; Poirel, 2006). K.pneumoniae, ¢ogu genis spektrumlu
serin beta-laktamazin orijinal susu olmasina ragmen metallo-beta-laktamazlarin
Enterobacteriaceae ailesinin diger iiyeleri arasinda yayilimina katkisi oldugu
goriilmektedir (Giir, 1997).

Hem kromozomal MBL hem de kazanilmis MBL’ler mevcuttur. Kromozomal
MBL Aeromonas hydrophilia, Chryseobacterium spp. ve Stenotrophomonas
maltophilia tiirlerinde tespit edilmistir (Walsh, 2005). Kazanilmis olan MBL’ler
tiirler ve cinsler arasinda transfer edilebilen biiyiik plazmidlerin integronlarinda
kodlanmis genlerden olusmaktadir (Hirakata, 1998; Khan, 2003; Houang, 2003;
Rossolini, 2005). Bir MBL geninin (blaywp-4) yedi farkli gram-negatif cins arasinda
(Serratia, Klebsiella, Pseudomonas, Escherichia, Acinetobacter, Citrobacter ve
Enterobacter) yayildig1 bildirilmistir (Hirakata, 1998; Peleg, 2005; Herbert, 2007;
Hawkey, 2001; Rossolini, 2005; Nordman, 2009).

Yeni bir MBL geni, New Delhi Metallo-beta-laktamaz (NDM-1), tasiyan
Enterobacteriaceae izolatlar1 ilk olarak 2009 yilinda K.pneumoniae kaynakli bir
enfeksiyon sebebiyle hospitalize edilmis bir hastada Hindistan’da tanimlanmistir
(Yong, 2009). Takibinde Pakistan ve Hindistan arasinda seyahat eden ve tibbi
prosediir uygulanmis olan hastalarda da bildirilmistir (Kumarasamy, 2010). Ardindan
Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’dan da vakalar bildirilmistir; bu da yayilimm etkin
plazmid transferine bagli oldugunu diisiindiirmektedir (MMRW, 2010). izolatlar
E.coli ve E.cloacae’yi de icermektedir (Kumarasamy, 2010). Risk faktorleri; yakin
zamanda karbapenem ile tedavi, invaziv iiriner ve vendz kateter kullanimi ve agir
hastalik tablosudur (Deshpande, 2010).
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Bagka bir MBL, Verona integronunda kodlanmis bir MBL (VIM), 2010 yilinda
karbapenem direngli K.pneumoniae susu ile enfekte bakteriyemik bir hastada
tammmlanmustir.  Izolat Klebsiella’yr tedavi etmek igin kullamilan  birgok

antimikrobiyale diren¢li bulunmustur. Direngli susa ragmen, hasta 26 giin sonra

hastaneden taburcu edilmistir (MMRW, 2010).

MBL iireten organizmalarm laboratuvar olarak tespit edilmesi Ozellikle zor
olabilir; bu izolatlarm ¢ogu 2010 yili Oncesi duyarlilik tanimlarma gore
karbapenemlere duyarhidir (Peleg, 2005; Crespo, 2004; Franklin, 2006; Yan, 2001;
Scoulica, 2004). Ek olarak, MBL-E testi (ticari olarak bulunabilen bir test)
karbapenemlere gercekten direncgli olan MBL iireten organizmalar1 tutarli olarak
tespit edememektedir (Walsh, 2005). Bu sebeple, MBL iireten organizmalar
karbapenem duyarlilik sonuglarindan bagimsiz olarak karbapenem direngli kabul
edilmelidir (Naas, 2005).

Diger yontemler ¢inkoyu selate eden EDTA’y1 kullanarak MBL’lerin ¢inko
bagimhiligmm avantajin1 kullanirlar. Imipenem ve EDTA disklerini veya iki
karbapenem diskini (birine EDTA konulmus sekilde) kullanan kombinasyon disk
testleri bildirilmistir (Lee, 2001; Lee, 2003; Galani, 2008). Ancak, bu metodlar
belirgin karbapenem duyarliligi olan organizmalarda MBL tespiti i¢in her zaman

gitvenilir degildir (Galani, 2008).

Karbapenemaz aktivitesini gosteren fenotipik yontemlerden Modifiye Hodge
Testi (MHT) uygulanmasi kolay testtir. Bu testin mekanizmasi karbapenem
antibiyotiginin test edilen organizma tarafindan aktive edilmesi ve zemine yayilmis
olan karbapenem duyarl indikator sus ile zonun birlesme yerinde liremenin artmasi
sonucunda yonca yapragi goriiniimiiniin elde edilmesidir. Yontemin karbapenemaz
dretimini test etmede duyarliligi yiiksektir. Ancak karbapenemaz enziminin tipini

belirleyememektedir (Miriagou, 2010). 2012 yilinda CLSI’da suslarin karbapenemaz
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acisindan rutin olarak test edilmesi dnerilmemektedir. Enfeksiyon kontrol amaciyla
ya da epidemiyolojik a¢idan karbapenemaz saptamak i¢cin MHT uygulanabilir (CLSI,
2012).

MBL aktivitesinin saptanmasinda kullanilan ¢ift disk sinerji testi ve kombine
disk testinde yontem seftadizim disklerinin EDTA, MPA, merkapto asetik asit
emdirilmis disklerle enzimleri erken saptayabilmek i¢in kullanilir (Ocal, 2012; Lee,

2001; Lee, 2004).

MBL genleri (6rn; blayim veya blajwe) icin 06zgiil primerlerle PZR
amplifikasyonunu kullanan genotipik belirleme MBL {ireten organizmalar i¢in kesin
bir metoddur (Queenan, 2006;Yan, 2001). Ancak bu metodlar klinik laboratuvarlarda

yaygin olarak kullanilmamaktadirlar.

Smif D Karbapenemazlar

Oksasilini hidrolize etmeleri sebebiyle OXA-tip enzimler olarak da anilmaktadirlar
(Walther, 2006). Bu gruptaki enzimler klavulonat, sulbaktam veya tazobaktam gibi
beta laktamaz inhibitérlerinden degisik oranlarda etkilenmektedirler. OXA
karbapenemaz tasityan klinik izolatlardan ¢ogunlugu A.baumannii suslaridir ve bu
enzimlere sahip olan A.baumanii suslar1 tiim diinyadan bildirilmistir (Walther, 2006;
Jeon, 2005; Hujer, 2006; Bou, 2005). Heterojen OXA grubu arasinda (100’den fazla
enzim iceren) farkli derecelerde karbapenem hidrolize eden aktivitelerine gore 4 alt
gurup tanimlanmistir; OXA-23, OXA-24, OXA-58 ve OXA-51. Ik 3 grup
aktarilabilir plazmidler lizerinde kodlanmistir, OXA-51 ise kromozomlar iizerinde
kodlanmigtir ve A.baumannii suslarinda mevcuttur. OXA-23, -24 veya -58 tip
karbapenemaz tastyan A.baumanii izolatlarmm g¢ogu karbapenemlere direnglidir.
OXA-23 ve OXA-51’de promoter bolge varligi (ISAbal) karbapenem direncine
katkida bulunur (Turton, 2006).
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OXA-48 karbapenemaz en fazla lilkemizden K. pneumoniae ve daha az olarak
E.coli’de rapor edilmistir. OXA-48 ilk olarak 2001°de Tiirkiye’de K.pneumoniae’de
izole edilmistir. OXA-48 Tiirkiye’den sonra Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerinde,
Almanya, Fransa, Belgika, Amerika dahil Bati Avrupa iilkelerinde yayilim

gostermistir.

OXA tipi karbapenemazlarin laboratuvar ortaminda tespiti ¢ok giictiir, OXA
tipi karbapenemaz tespitinde klinik laboratuvarlar i¢in uygun olan herhangi bir
tarama metodu heniiz mevcut degildir. Tarama amaciyla kullanilabilecek bir PCR

metodu gelistirilmistir (Yan, 2001).

Karbapenemazlarin tesbit edilmesinde genotipik yontemler de kullanil-
maktadir. Bakteri plazmidlerinin veya kromozomal DNA’nin genotiplendirmesi,
fenotiplendirme yontemlerindeki olumsuzluklari ortadan kaldirip, epidemiyolojik
arastirmalarda daha giivenilir veriler saglamaktadir. Farkli tipleri belirlemek i¢in
kullanilan molekiiler yontemler, DNA dizisindeki farkliliklarin belirlenmesi temeline
dayanir. Kullanilacak yontemlerin se¢imi i¢in; ayirici giig, listiin bir tekrarlanabilirlik
ozelligi, uygulama ve sonuglar1 degerlendirmedeki karisikliklarin —dikkate
almmasmin yaninda, maliyet ve laboratuvar ydnetiminin uygulanabilmesi de
onemlidir. Genotiplendirme yontemleri fenotiplendirme yOntemlerine gore;
tiplendirebilirlik, tekrarlanabilirlik ve ayiric1 giic yoniinden daha {istiindir.

Karbapenemazlar DNA dizi analizi ya da sekanslama yontemiyle de saptanabilir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma Afyon Kocatepe Universitesi T1p Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan 12.SAG.BIL.11 numarali proje ile destek saglanarak Afyon
Kocatepe  Universitesi ~ Arastrma  Uygulama  Hastanesi  Mikrobiyoloji

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1. Izolatlarin Toplanmasi

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Ocak 2012-Aralik 2012
tarihleri arasinda c¢esitli kliniklerden gonderilen Orneklerden izole edilen ve
Mikrobiyoloji Laboratuvar1 arsivinde muhafaza edilen 138 K.pneumoniae, 47
Enterobacter spp. ve 52 E.coli susu ¢alismaya dahil edilmistir. Afyon Kocatepe
Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
etik kurul onay1 alinmustir (B.30.2.AKU.0.20.05.04/40).

3.2. Besiyerlerin Hazirlanmasi

Aragtirma kapsaminda toplanan E.coli, Enterobacter spp. ve K.pneumoniae
suslarmin iretimi rutin kullanimda yer alan Kanli Agar ve Eozin Metilen Blue
(EMB) Agar (Oxoid, England) ile ger¢eklestirilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi
Mueller Hinton Agar, bakterilerin yeniden canlandirilmasi islemi sirasinda Brain
Heart Infiizyon Buyyon (BHI) (Oxoid, England) kullanilmistir. Identifikasyonda
Triple Sugar lron Agar (TSI), Ure Agar ve Simmons Citrate Agar (BioMerieux,

France) kullanilmustir.

Calisma esnasinda kullanilan tiim besiyerleri iiretici firma talimatlar1
dogrultusunda Tablo 3.1°‘de 6zetlendigi sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri

karigimi 121°C’de 15 dakika otovlavlanarak (Hiramaya HV-85, Japonya) sterilize
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edilmigtir. Sterile edilen agar besiyerleri 50°C’ye kadar sogutulup petrilere
dokiilmiis, sonra oda sicakliginda bekletilerek katilagmasi saglanarak kullanima hazir

hale getirilmistir.

Tablo 3.1. Caligma sirasinda kullanilan besiyerleri

Besiyeri Hazirlanisi

21 gr toz besiyeri
Kanli agar Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir
%S5 olacak sekilde 50 ml kan eklenmistir

30 gr toz besiyeri

EMB agar .
Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir
38 gr toz besiyeri

MHA g Y
Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir
65 gr toz besiyeri

TSI agar

Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir

) ) 22,3 gr toz besiyeri
Simmons citrate o ,
agar Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir

. 21 gr toz besiyeri
Ure agar o
Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir

37 gr toz besiyeri
BHI buyyon o
Distile su eklenerek 1 It'ye tamamlanmistir

Identifikasyon besiyerlerinden TSI ve Simmons Citratase agar sterilizasyon
isleminden sonra 8-9 ml cam deney tiiplerine dagitilip uygun agida yatik tutularak 2-
3 cm dik kisim ve iiste yatik kisim olusacak sekilde uygun agida yatik tutularak
katilasmasi saglanmis ve kullanima hazir hale getirilmistir. Ure besiyeri tiiplerde 10-

12 ml olacak sekilde tiiplere dagitilip dik sekilde katilagmasi saglanmustir.

35



Buyyon besiyerleride iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra steril cam tiiplere 3’er

ml dagitilarak kullanima hazir hale getirilmistir.

3.3. Suslarin identifikasyonu

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gelen 6rneklerin kanli ve EMB agara ekimleri yapilmistir. EMB
agarda pembe-kirmizi, metalik r6fle yapan, kanl agarda diizgiin 2-3 mm ¢apinda
laktoz pozitif E.coli oldugu diisiiniilen siipheli kolonilerden, EMB agarda 3-4 mm
capmnda pembe mukoid, kanli agarda mukoid 3-4 mm c¢apinda laktoz pozitif
Klebsiella oldugu diistiniilen, EMB agarda pembe, Klebsiella kolonileri kadar
mukoid olmayan, kanli agarda diizgiin 3-4 mm ¢apinda, laktoz pozitif Enterobacter

oldugu diisiiniilen siipheli kolonilerden Gram boyama yapilmistur.

Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarmmin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore
iki biiyiik gruba (gram pozitif, gram negatif) ayirmak i¢in kullanilan ampirik bir
yontemdir. Gram boyama yapmak i¢in hasta numuneleri lama siiriiliip kurutularak
hazirlanan preparatmn iizerine kristal viyole boyasit damlatilip 1 dakika bekletilip ve
distile su ile yikanmistir. Ardindan preparata lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika
bekletilip, distile su ile yikanarak lugol ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Preparatin tizerine
%96’k etil alkol dokiilerek 30 saniye bekletilip, distile su ile yikanmistir. Son
olarak sulu fuksin damlatilmis ve 30 saniye bekletilip ve preparat distile su ile
yikanarak havada kendi halinde kurumaya birakilmistir. Preparata immersiyon yagi
damlatilip, 100°liik objektifle incelenmistir. Gram negatif bakteriler pembe-kirmizi
renkli ve basil seklinde degerlendirilmistir. Gram negatif basil oldugu belirlenen

kolonilere oksidaz testi yapilmuistir.
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Oksidaz testi

Sitokrom oksidaz enzimine sahip olan bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan bir
testtir. Oksidaz negatif olarak saptanan suslar TSI besiyerine ekilerek degerlendirme

yapilmustir.

TSi

TSI agara igne 6ze yardimiyla alinan saf koloni, besiyerinin dik kismina batirilarak,
yatik kisminin yiizeyine de zikzaklar c¢izilerek ekim yapilmistir. Sonuglar 37°C’de
bir giin inkiibasyonda bekletildikten sonra degerlendirilmistir. TSI besiyeri ile
bakterilerin glukoz, laktoz ve siikroz Ttzerindeki etkileri ve H,S olusturup

olusturmadiklar1 saptanmustir.

Simmons Citrate

Citrate agara igne 06ze yardimiyla alman saf koloni, besiyerinin dik kismma
batirilarak, yatik kisminin yiizeyine de zikzaklar ¢izilerek ekim yapilmistir. Sonuglar
37°C’de bir giin inkiibasyonda bekletildikten sonra degerlendirilmistir. Bu besiyeri
gram negatif bakterilerin  karbon kaynagi olarak sitrattan yararlanip

yararlanmadiklarini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmistir.

Ure Agar

Ure agara igne 6ze yardimiyla alinan saf koloni, besiyerine batirilarak, ekim
yapilmistir.  Sonuglar 37°C’de bir gilin inkiibasyonda bekletildikten sonra
degerlendirilmistir. Bu test, mikroorganizmalarin iireyi hidrolize eden iireaz enzimini

saptamak amaciyla yapilmigtir.
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Indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofani ayristirarak indol meydana
getirebilme yetenegini belirlemek i¢in kullanilmistir. Mikroorganizmalar sivi
besiyerine veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37°C de 1-5 giin inkiibasyona
birakilmistir. Kiiltiirlerin iizerine Kovacs (veya Ehrlich) ayiracindan 0,5 ml ilave
edilip ve iyice karigtirilmustir (Ehrlich ayiraci kullanilacaksa dncesinden 1 ml ksilen
eklenir). Tiplerin Gist kisminda bir iki dakika icinde menekse rengi halkanin olugmast

pozitif reaksiyon (indol formasyonunu) degerlendirilmistir.

Metil Red Testi

Bu test, glukozun fermentatif metobolize olmasi sonucu besiyerinde organik asitlerin
meydana geldigini ve pH’nin diistiigiinii ortaya koymak igin yapilir. Uremis
kiiltiirlerden, besiyerlerine (tiipte hazirlanmis Clark Lubs besiyeri) bakteri inokiile
edilmis ve tiipler 37°C’de 2-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Uzerine metil kirmizis
soliisyonunundan 4-5 damla damlatip karistirilmistir. Metil-red, besiyerine
damlatildiktan sonra {istte kirmizi renkli bir halkanin meydana gelisi pozitif metil-red

testi olarak kabul edilmistir.

Voges Proskauer Testi

Bu testi uygulamak icin metil red testinin yapilmis olmasi gerekmektedir. Bu test,
bazi mikroorganizmalarin glukozu fermente ederek, noétral bir {iriin olan
acetylmethylcarbinol’u (acetoin) meydana getirme yetenegini tayin etmek igin
kullanilir. Iginde glukoz bulunan buffer MR/VP (Clark-Lubs, pH 6.9,5 ml)
besiyerine bakteri inokiile edilmis ve 37°C’de 2-7 giin inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda kiiltiirlere ve ekilmemis tiiplere O’Meara ayiracindan (VP ayiraci) 1 ml

ilave edilip hafifce calkalanmistir. Su banyosunda (37°C’de) 4 saat tutulmus ve
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aralikli olarak hafifce g¢alkalanmistir. Besiyerinin iistiinde 2-5 dakika i¢inde pembe

rengin olusu, acetoin varligmi ortaya koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul

edilmistir.

Tablo 3.2. E.coli, K.pneumoniae, Enterobacter spp. izolatlarmimn metabolik reaksiyonlari

E TSI
3 g
5| x| 5| Bl @
£ Z o B =]
= ] .
2 Gaz | H,S | Dip Yatik
>
E.coli + + - - - D - | Asit(S) | Asit(S),
Alkali(K)
K. pneumoniae - - + + + + - | Asit(S) | Asit(S),
Alkali(K)
Enterobacter - - + + D + - | Asit(S) | Asit(S)

Oksidaz aktivitesi, glukoz ve laktoz fermentasyonu, fermentasyon esnasinda
gaz olusumu gibi biyokimyasal reaksiyonlarma gore Enterobacteriaceae olarak
degerlendirilen suslar otomatize sistem Phonex (Becton Dickinson, USA) ile tiir

diizeyinde tanimlanmaistir.

3.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Izole edilen bakterilerin tiimiiniin konvansiyonel ~ydntemle antibiyotik
duyarhliklarmin belirlenmesi MHA (Oxoid, ingiltere) ve standart antibiyotik diskleri
(Oxoid, Ingiltere) kullanilarak CLSI M02-A11’e (CLSI, 2012) gore Kirby Bauer disk
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difiizyon yontemiyle yapilmistir. inkiibasyon sonrasi sonuglar CLSI M100-S22’ye
(CLSI, 2012) gore “duyarli”, “orta duyarl” ve direngli” olarak yorumlanmustir.

Duyarliliklar1 disk difiizyon metodu ile incelenen antibiyotik diskleri (Oxoid,
England); AMP (Ampisilin-10pg), AMC (Amoksisilin/klavulanik asit-30ug), TZP
(Tazobaktam-piperasilin-110ug), CAZ (Seftazidim-30ug), CTX (Sefotaksim-30ug),
CRO (Seftriakson-30ug), IPM (imipenem-10ug), MEM (Meropenem-10ug), ETP
(Ertapenem-10ug), CN  (Gentamisin-10pug), AK (Amikasin-30ug), TOB
(Tobramisin-10pg), CIP (Siprofloksasin-5ug), LEV (Levofloksasin-5 pg), FEP
(Sefepim-30pug) kullanilmistir.

24 saatlik taze kiiltiirlerden bakteri suslarinmn yogunlugu 0,5 McFarland
bulaniklik saglayacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyon
steril ekiivyon ¢ubuk ile 4 mm kalinlhiginda dokiilmiis MHA yilizeyine homojen
olacak sekilde ekim yapilmistir. Besiyeri yilizeyi kuruduktan sonra antibiyotik
diskleri dispenser (Oxoid, England) ile birbirine uzakliklar1 25’er mm olacak sekilde
yerlestirilmistir. Petriler 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda her antibiyotik i¢in inhibisyon zon ¢aplar1 milimetrik olarak 6lgtilmistiir.

Sonuglar CLSI’m 6nerdigi kriterlere uygun olarak degerlendirilmistir.

3.5. Karbapenemazlarin Fenotipik Yontemle Arastirilmasi

Tiir diizeyinde tanimlanarak antibiyotik duyarlilik testi gerceklestirilen suslar
kriyobank saklama besiyerine (AES Chemunex Cryo-billes, France) g¢ekilerek -80°C
derin dondurucuda arsivlenmistir. Calisma esnasinda arsivden ¢ikarilan suslar BHI
agara inokule edilerek yeniden canlandirilmigtir. Canlandirilan suslar karbapenemaz

enzimleri agisindan fenotipik yontemlerle aragtirilmistir.
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Boronik Asit Testi

3 ml dimetil-siilfoksit igerisinde 120 mg benzenboronik asit ¢oziildiikten sonra
iizerine 3 ml distile su eklenerek stok soliisyon hazirlanmistir. Soliisyondan 20 pl
alinmig ve diskteki miktarin 400pug boronik asit olacak sekilde imipenem diskine
emdirilmistir. Diskler oda 1sisinda 30 dakika kurutulup steril bir tiip icerisinde derin
dondurucuya kaldirilmistir. CLSI’in Onerileri dikkate alinarak izolatlar tarama testi
olarak kullanilan Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile MHA kullanilarak
yapilmistir. Ekimi yapilmis plaklar 37°C’de bir gecelik inkiibasyona birakilmistir.
Tim testlerde kontrol igin ATCC 25922 E.coli, ATCC 700603 K.pneumoniae
standart suslar kullanilmistir. CLSI dogrultusunda imipenem diski zon igi lireme
gosteren suslar KPC-tipi karbapenemaz iiretimi yoniinden pozitif degerlendirilmistir
(Sekil 3.1).

o EZN

o [ZN

Sekil 3.1. Karbepenemaz iireten bir bakteriye ait boronik asit testi

MBL E Test

Calismaya aliman Enterobacteriaceae izolatlarina uygulanan E-test yonteminde,
bakteri izolatlarmmn taze Xkiiltiirlerinden 0,5 Mc Farland bulanikliginda bakteri

slispansiyonu hazirlanarak steril bir ekiivyonla MHA iizerine bakterinin homojen
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inokiilasyonu yapilmistir. Besiyeri ylizeyinin kurumasmin ardindan bir tarafinda
azalan konsantrasyonlarda IPM’e ek, diger tarafinda sabit konsantrasyonda EDTA
iceren E-test seritleri besiyeri ilizerine yerlestirilmis ve plaklar 37°C’da 24 saat

inkiibe edilmistir.

Imipenem+EDTA MIK degeri ile imipenem MIK degeri arasinda en az sekiz
kat azalma saptanirsa, test metallo beta laktamaz enzimi agisindan pozitif kabul
edilmistir. Testin pozitif olmasinin diger bir kriteri, E-test seritinin imipenem veya
EDTA icermeyen orta boliimiinde “ghost zone” (hayalet bolge) olarak adlandirilan

gOriintliniin izlenmesi olarak degerlendirilmistir

Modifiye Hodge Testi (MHT)

Test igin 0.5 McFarland standardia uygun olarak hazirlanan E.coli ATCC 25922
stispansiyonlar1 1/10 oraninda Muller Hinton buyyonda seyreltildikten sonra MHA
plagma ekilmistir. Ertapenem diski plak merkezine yerlestirilip bir 6ze veya ekiivyon
yardimi ile 18-24 saatlik inkiibasyon sonucu kiiltiirlerden iretilmis olan bakteri
kolonilerinden alinarak diskin kenarindan disar1 dogru 20-25 mm uzunlugunda diiz
bir ¢izgi seklinde ekilmis ve plaklar 37°C etiivde 18-24 saat inkiibe edildikten sonra
degerlendirilmistir. MHA plaginda, test bakterisinin ¢izgisi ile inhibisyon zonunun
kesisme noktasindaki iireme artisi degerlendirilmis ve lremede artis varliginda

karbapenemaz liretimi pozitif olarak degerlendirilmistir

3.6. Karbapenemazlarin Genotipik Yontemle Arastirilmasi

Oncelikle elde edilen izolatlarin DNA izolasyonu gerceklestirilmis, inhouse PZR ile

optimizasyon ¢aligmalar1 yapildiktan sonra molekiiler ¢aligmalar gerceklestirilmistir.
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3.6.1. Bakteriyel DNA’min ekstraksiyonu

DNA izolasyonunda kullanilmak iizere, ¢calismaya baslamadan bir giin 6nce suglarin
timii -80°C’den c¢ikarilmis, BHI buyyonda bir gece inkiibe edilerek yeniden

canlandirilmig ve kanli agara subkiiltiirleri yapilmistir.

Her bakteri susu i¢in, steril eppendorf tiiplere 100 pL lizis tamponu koyularak,
steril 0ze ile her petriden 2-3 koloni alinip lizis tamponu igerisinde iyice ¢éziinmesi
saglanmistir. Kaynamig 100°C’lik saf suda 15 dakika kaynatilarak oda sicakliginda
sogumasi i¢in beklenmis ve tiipler soguyunca santrifiijlde 14000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi slipernatantin 30 pL’si alinip PZR islemi igin

ayrilmistir.

3.6.2. Primerlerin Hazirlanisi

Gen bolgelerinin amplifikasyonu igin alt1 ayr1 primer seti kullanilarak ¢aligilmistir.
Hedeflenen DNA dizilimleri Gen bankasi verilerinden bulunmustur. Secilecek
primerlerin belirlenen hedef DNA’ya 6zglin olup olmadigini saptamak i¢in Primer3
Plus programi kullanilmistir. OXA-48, OXA-58, NDM, VIM, IMP, KPC igin
yaklasik olarak 20-30 basepare (bp) uzunlugunda Forward ve Reverse primerler
belirlenmistir. Primer dizilerinin uygunlugu diger yaymlarla desteklenerek literatiir
taranmis ve primer dizaynina karar verilmistir. Liyofilize halde bulunan primerlerin
(ThermoScientific, ABD) sulandirma islemi iretici firma talimatlar1 dogrultusunda
protokole uygun olarak yapilmis ve 100 pmol/pl konsantrasyonda stok primerler elde
edilmistir. Calismamizda kulanilacak primerlerin konsantrasyonu 10 pmol/ul olarak
planlanmistir. Bunun i¢cin 100 pmol/ul konsantrasyonda stok primerden 10 pl
alinarak 90 pl distile su ile toplam hacim 100 pl olacak sekilde tekrar sulandirilmis,
ependorflara ayrilip -20°C’de muhafaza edilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Karbapenem direncini kodlayan genlerin arastirilmasinda kullanilan primerler

Uriin
Primer Sekans (5’-3’) uzunlugu Referans G.en.bank
" er|§|m no
(bp*)
OXA48-F  TTGGTGGCATCG ATTATCGG Oueenan
744 oenan  AY236073
OXA48-R  GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
OXA58-F
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 500 Goo. 2013 IX968506
OXASE-R  ~cC CTCTGCGCTCTACATAC
VIM-E  ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
380 Yum, 2002 DQA89717
VIM-R 1 GCTACTCAAGGACTGAGCG
IMP-F CATGGTTTGGTGGTTCTTGT
188 Yum, 2002 JQ002629
IMP-R ATAATTTGGCGGACTTTGGC
KPC-F
TGTCACTGTATCGCCGTC a3 I\/Iz%slc;, 1x430448
KPC-R 1 ATTTTTCCGAGATGGGTGAC
NDM-F  cAATATTATGCACCCGGTCG Kaase
726 e KC539432
NDM-R A TCATGCTGGCCTTGGGGAA

3.6.3. PZR Optimizasyonu

PZR calismalarinda kullanilacak primerlerin baglanma sicakliklarinin tespiti icin

inhouse PZR ile farkl sicakliklarda optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Primerlerin

baglanma 1silart Tm= 2 (A+T) + 4 (G+C) formiilii ile hesaplanmistir. Calismada
OXA-48, OXA-58, IMP, VIM, KPC, NDM gen bolgelerinin gdsterilmesi i¢in alt1

ayr1 primer seti kullanilmistir. Toplam volum 25 pl olacak sekilde reaksiyon mixi

hazirlanarak Inhouse PZR ile optimizasyonu takiben ilgili gen bdlgelerini saptamaya

yonelik molekiiler ¢alismalar yapilmis ve pozitif bulunan Ornekler agaroz jel

elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir. Calismada kullanilan PZR reaksiyon mixi

Tablo 3.4°de verilmistir.
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Tablo 3.4. PZR reaksiyon karigimi

Primer Forward 1ul
Primer Reverse 1ul
DNase Free Water 9,5 ul
DNA 1 pl
Toplam 25 pl

3.6.4. izolatlarin Molekiiler Olarak Dogrulanmasi

E.coli, Enterobacter spp. ve K.pneumoniae izolatlarinin molekiiler olarak
tanimlanmasi i¢in 23S RNA gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Bunun i¢cin F 5> CGG AGG
AGG CTA GGG CCG 3’ ve R 5 GAC CGC CCC AGT CAA ACT GCC 3’
primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gergeklestirilmistir ve 450 bp
biiytikliglinde PZR iiriinii elde edilmistir. PZR c¢aligmasinda kullanilan sicaklik

dongiileri Tablo 3.5’da verilmistir.

Tablo 3.5. 23S RNA gen bolgesi PZR protokoli

95°C 7 dakika 1 siklus
95°C 30 saniye
54°C 30 saniye 35 siklus
72°C 20 saniye
72°C 1 dakika 1 siklus

3.6.5. PZR ile OXA-48 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

E.coli, Enterobecter spp. ve K.pneumoniae izolatlarinda OXA gen bdlgesinin
belirlenmesi i¢cin OXA-48 F 5° TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG 3’ ve R 5’
GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon

45



islemi gergeklestirilmistir ve 744 bp biiyiikliigiinde PZR {irlinii elde edilmistir. PZR

calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.6’de verilmistir.

Tablo 3.6. OXA-48 gen bolgesi PZR protokolii

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

53°C 1 dakika 30 siklus
72°C 1 dakika

72°C 10 dakika 1 siklus

3.6.6. PZR ile OXA-58 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

E.coli, Enterobecter spp. ve K.pneumoniae izolatlarinda OXA gen bdlgesinin
belirlenmesi igin OXA-58 F 5’AAG TAT TGG GGC TTGTGC TG 3’ve R 5’ CCC
CTC TGC GCT CTA CAT AC 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi
gerceklestirilmistir ve 599 bp biyiikliginde PZR frini elde edilmistir. PZR

calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7. OXA-58 gen bolgesi PZR protokolii

92°C 6 dakika 1 siklus
92°C 1 dakika

51.5°C 1 dakika 40 siklus
72°C 1 dakika
72°C 10 dakika 1 siklus
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3.6.7. PZR ile NDM Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

E.coli, Enterobecter spp. ve K.pneumoniae izolatlarmda NDM gen bdlgesinin
belirlenmesi i¢in F 5> CAA TAT TAT GCA CCC GGT CG 3’ ve R 5 ATC ATG
CTG GCC TTG GGG AA 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon iglemi
gerceklestirilmistir ve 726 bp biylikligiinde PZR iiriini elde edilmistir. PZR

calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.8°da verilmistir.

Tablo 3.8. NDM gen bolgesi PZR protokolii

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 30 saniye
56°C 30 saniye 35 siklus
72°C 20 saniye
72°C 1 dakika 1 siklus

3.6.8. PZR ile VIM Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

E.coli, Enterobecter spp. ve K.pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinden
sorumlu metallo beta laktamaz enzimi olan VIM gen bolgesinin belirlenmesi i¢in
VIM F 5 ATT GGT CTATTT GAC CGC GTC 3 ve R 5> TGC TAC TCA AGG
ACT GAG CG 3’ primerleri kullanilmis, PZR sonucu 380 bp biiyiikliigiinde PZR
irlinii elde edilmistir. PZR calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.9°da

verilmistir.
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Tablo 3.9. VIM gen boélgesi PZR protokolii

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 30 saniye
56°C 30 saniye 35 siklus
72°C 20 saniye
72°C 1 dakika 1 siklus

3.6.9. PZR ile IMP Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

E.coli, Enterobecter spp ve K.pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinden
sorumlu metallo beta laktamaz enzimi olan IMP gen bélgesinin belirlenmesi igin 5’
CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 3’ ve R5> ATAATT TGG CGG ACT TTG GC
3’ primerleri kullanilmistir. IMP i¢in 188 bp biyiikliigiinde PZR iirtinleri elde
edilmistir. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.10°de verilmistir.

Tablo 3.10. IMP gen bolgesi PZR protokolii

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika
53°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika
72°C 10 dakika 1 siklus

3.6.10. PZR ile KPC Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

E.coli, Enterobecter spp. ve K.pneumoniae izolatlarinda KPC gen bdlgesinin
belirlenmesi igin F 5 TGT CAC TGT ATC GCC GTC 3’ ve R 5 TAT TTT TCC
GAG ATG GGT GAC 3° primerleri kullanilarak amplifikasyon iglemi
gerceklestirilmistir ve 331 bp biyilikliginde PZR iriinii elde edilmistir. PZR

calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.11°de verilmistir.
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Tablo 3.11. KPC gen bolgesi PZR protokolii

94°C 4 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika
55°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika
72°C 5 dakika 1 siklus

3.6.11. Agaroz-Jel Elektroforez

PZR caligmalar1 sonucunda olusan iiriinler agaroz jel elektroforezde incelenmistir.
Bunun i¢in % 2’lik agaroz jel kullanilmistir. % 2’lik jel yapmak icin 1g agaroz
tartitlp SO0mL 1X TBE (Tris-Borik-Asit-EDTA) igerisinde ¢06ziilerek mikrodalga
firmda yaklasik 3-5 dakika kaynatilmistir. Biraz sogumasi beklenirken yatay jel
elektroforez tablasinin i¢ine yilikleme kuyucuklarini olusturacak sekilde taraklar

diizgiin bir sekilde yerlestirilmistir.

Sivi halde bulunan karisim jel tablasmmin igerisine yavasca, kabarcik
olusturmayacak sekilde dokiilmiis ve 25-30 dakika oda sicakliginda katilasmaya

brrakilmistir.

Katilasan jel igerisinden taraklar ¢ikarilmis ve jel, i¢erisinde 250 mL 1X TBE
tampon konulan elektoforez tankinin (Thermo minicell EC 320 Electrophoretic Gel
System, ABD) igerisine yerlestirilmistir. Cogaltilan PZR {iriinlerinden 10’ar pl alinip
tizerlerine 2l yiikkleme soliisyonu eklenip karistirilmistir. Bu karisimdan 10 pl alinip
katilagmis halde bulunan jeldeki kuycuklara yiiklenmistir. Jele marker ve drneklerin
yiiklemesi yapildiktan sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilarak, giic kaynagina
baglanmis ve 100 Volt siddetinde akim 1 saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda
jel dikkatli bir sekilde, igerisinde Etidyum Bromiir (Sigma, ABD) bulunan, 1sik
gecirmeyen agzi kapali kabin igerisinde 15 dakika boyanmaya birakilmistir. Boyanan

jel transluminatér cihazindaki (Herolab UVT-20M, Almanya) uygun odaciga
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yerlestirilerek ultraviyole 1sik altinda incelenmistir. PZR sonucu olusan firiinler,
marker (ThermoScientific, 1kb ladder) ile karsilastirilarak incelenmistir. Yaklasik
olarak 744 bp’lik bant olusumu OXA-48, 599 bp’lik bant olusumu OXA-58, 380
bp’lik bant olusumu VIM, 188 bp’lik bant IMP, 331 bp’lik bant KPC, 726 bp’lik
bant NDM gen bdlgesinin varligini gostermistir.
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4. BULGULAR

Toplam 237 Enterobacteriaceae ailesine ait 138 K.pneumoniae, 52 E.coli ve 47
Enterobacter spp. (19 Enterobacter aerogenes, 28 Enterobacter cloacae) susu
calismaya dahil edilmis ve ayni hastadan ikinci kez izole edilen suslar ¢alisma
kapsamma almmamustir. izolatlarin 128°i (%54) erkek hastalardan, 109°u (%46)

kadin hastalardan izole edilmistir.

Izolatlarm %75,1°1 yatarak tedavi gdren hastalardan, %24,9’u poliklinige

basvuran hastalardan izole edilmistir.

Izolatlarin kliniklere gore dagilimma bakildiginda ise; %53,6’smin pediatri
klinigi basta olmak tizere dahiliye ve gogilis hastaliklar1 gibi dahili birimlerden,
%46,4’linlin anestezi yogun bakim tinitesi agirlikli olmak tizere cerrahi birimlerden

gonderilen 6rneklere ait oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1).

M Anestezi

B Gogis hastaliklari
24%

oS

M Ortopedi
2% B Cerrahi Birimler
m Noroloji
H Dahiliye

Cocuk Hastaliklari

Enfeksiyon Hastaliklari

Diger servisler

Sekil 4.1. Orneklerin kliniklere gore dagilinm

Suslarin izole edildigi 6rneklerin dagilimina bakildiginda %45,6 idrar, %20,2
yara, %18,2 kan, %9,7 trakeal aspirat, %6,3 balgam oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2).
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M Kan

Hidrar

i Yara

M Trakeal aspirat

i Balgam

Sekil 4.2. Suslarin izole edildigi 6rneklere gore dagilimi

K. pneumoniae suslarmin %46,3’i ve E. coli suslarmm %24,6’s1 idrar
orneklerinden, Enterobacter spp. suslarmin ise %51,1’i yara Orneklerinden izole
edilmistir. Her 3 bakterinin izole edildigi 6rnek ve kliniklere gére dagilimi Tablo

4.1°de gosterilmistir.

Konvansiyonel yontemlerle tanimlanan 52 E.coli izolatinin antibiyotik
duyarlilik testleri disk difiizyon yontemi ile, otomatize sistemle tanimlanan 138 K.
pneumoniae, 19 E.aerogenes, 28 E.cloacae izolatinin antibiyotik duyarlilik testleri
otomatize  sistemle  gergeklestirilmis ve CLSI  onerileri  dogrultusunda

degerlendirilmistir.

K.pneumoniae izolatlarmin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 incelendiginde,
karbapenemlerden sonra en etkili antibiyotiklerin %26,9 orani ile levofloksasin,
%34,7 oram ile siprofloksasin oldugu goézlenmis ve %65,9 oraniyla seftriakson,
%60,9 oraniyla sefotaksim ve amoksisilin/klavulanatin en direngli antibiyotikler
oldugu saptanmigtir. K. pneumoniae izolatlarinin %51,4’de GSBL g6zlenmistir. K.

pneumoniae izolatlarmm antibiyotik direng paterni Sekil 4.3’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Bakteri tiirlerinin klinik/poliklinik ve izole edilen materyallere gore dagilimi

K.pneumoniae E.coli Enterobacter spp.
Gonderilen
Klinik TOPLAM
Matelrr;laller Yatan Poliklinik | Yatan | Poliklinik | Yatan | Poliklinik ©
hasta hastasi hasta hastasi hasta hastasi
idrar 38 26 12 22 5 5 108
Kan 31 - 5 - 7 - 43
Yara 11 6 5 2 17 7 48
Trakeal 18 - 1 - 4 - 23
aspirat
Balgam 8 - 5 - 2 - 15
TOPLAM 106 32 28 24 35 12 237
140
120
100
80
60
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Sekil 4.3. K. pneumoniae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri
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Enterobacter spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 incelendiginde
en etkili antibiyotigin amikasin (%4,2), levofloksasin (%6,3) ve siprofloksasilin
(%10,7) oldugu gozlenmistir. En direngli antibiyotiklerin ise %78,8 oraninda
piperasilin/tazobaktam ve %76,6 seftazidim oldugu gézlenmistir. Enterobacter spp.
izolatlarmin %30,4’iinde Indiiklenebilir beta-laktamaz (IBL) varligi saptanmustir.
Enterobacter spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 sekil 4.4’de

sunulmustur.

Sekil 4.4. Enterobacter spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari incelendiginde, en etkili
antibiyotigin %1,9 oraniyla amikasin oldugu gozlenirken,%S5,7 direng oraniyla
imipenem, meropenem ve ertapenem olmak {izere karbapenem grubu antibiyotiklerin
de bunu takip ettigi gozlenmistir. Sefalosporin grubu antibiyotiklerden seftazidim,
seftriakson, sefotaksime direng orani %92,3 olarak gozlenmistir E. coli suslarmin
%92,3’tinde GSBL saptanmustir. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng paterni Sekil
4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. E.coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

K. pneumoniae suslarmin %?23,9’unda, E. coli suslarmin %13,5’inde,
Enterobacter spp. suslarinin %12,8’inde ertapenem, imipenem ve meropenemden en
az birine direng ya da azalmis duyarlilik gézlenmistir. Calismaya dahil edilen tiim

suslarda karbapenemlere direng oran1 %19,4 olarak tespit edilmistir.

Karbapenemlerden en azbirine direng ya da azalmis duyarlilik saptanan toplam
46 izolatin (33 K. pneumoniae, 7 E. coli, 6 Enterobacter spp.) %89,1’inde

karbapenemaz kodlayan gen bolgelerinden en az biri saptanmigtir.

Calismamizda Grup A karbapenemazlarin fenotipik olarak saptanmasinda
kullanilan yontemlerden biri olan boronik asit testi ile suslarin hi¢birinde KPC tiirii
karbapenemaz  iretimi  gdzlenmemisti. MBL’m  fenotipik saptanmasinda
kullandigimiz MHT ile %8,1 (n=19) izolat, MBL E test ile %10,1 (n=24) izolat
pozitif saptanmustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7. Karbepenemaz iireten bir bakteriye ait MBL E-test

K.pneumoniae suslarmm %11,5 (n=16)’sinda MHT pozitif, %15,2 (n=21)’de

MBL E test pozitif oldugu saptanmistir. K.pneumoniae suslarinin 6’sinda MHT ile
karbapenemaz liretimi negatif bulunurken, MBL E test ile pozitif saptanmistir. Bir

izolatta MHT pozitif iken, MBL E test ile karbapenemaz iiretimi tespit edilmemistir.
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Genotipik olarak MBL iirettigi saptanan 4 susta ise MBL E test ve MHT ile

karbapenemaz varlig1 gosterilememistir.

Tablo 4.2. Karbapenemaz irettigi genotipik olarak saptanan izolatlarin fenotipik yontem
sonuglari

ek E-test MHT(+) MHT(-)
(n=24)
K.pneumoniae (+) 15 6
(n=21) ) 1 4
Enterobacter spp. (+) 3 ]
(n=3) ) ; ]
TOPLAM 19 10

Calismamizda kiltiirii yapilan bakteriyel orneklerin niikleik asit izolasyonu
lizis buffer kullanilarak yapilmistir. Optimizasyon c¢alismalar1 ise konvansiyonel PZR
ile OXA-48, OXA-58, VIM, IMP, NDM, KPC gen bolgeleri igin yapilmistir. Gen
bolgeleri i¢in en uygun baglanma sicakligi gradiyent uygulanmak kosuluyla optimize
edilmis ve OXA-48, OXA-58, VIM, IMP, NDM, KPC ig¢in sirasiyla 53°C, 51,5°C,
53°C, 53°C, 54°C, 55°C ilgili primerlerin baglanabilmesi i¢in en uygun sicaklik
olarak saptanmustir. Uygun baglanma sicakliklar1 belirlendikten sonra ekstrakte
edilen tiim izolatlar PZR yontemi ile amplifiye edilmis ve elde edilen iirlinler agaroz

jel elektroforezde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

K.pneumoniae, E.coli, Enterobacter spp. suslarinda OXA-58 ve KPC
primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR reaksiyonu ile OXA-58 ve KPC
enzimlerinin varhigi1 arastirilmis ve suslarin higbirinde OXA-58 ve KPC gen

bdlgesinin varlig1 saptanmamustir.
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PZR yontemi ile karbapenemaz gen varligi arastirilan toplam 237 susun
%11’inde blaOXA-48 (21 K. pneumoniae, 2 E. coli, 3 Enterobacter spp.),
%8,9’unda blaVIM (19 K. pneumoniae, 2 Enterobacter spp.), %4,6’sinda blaIMP
(10 K. pneumoniae, 1 Enterobacter spp.), 1 K. pneumoniae susunda blaNDM-1 geni

saptanmistir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin 21’inde OXA-48 pozitif,
19’unda VIM pozitif, 10’'unda IMP ve 1 izolatta NDM-1 geni tespit edilmistir. K.
pneumoniae izolatlarmin %54,5’inde tek gen varligi, %45,5’inde iki ya da ii¢ gen

bolgesinin birlikteligi gdzlenmistir (Sekil 4.8).

NDM

IMP+VIM

OXA 48+IMP+VIM

K. pneumoniae

OXA 48+IMP
® Enterobacter
IMP m EGoli
OXA 48+VIM
VIM
OXA 48

Sekil 4.8. Izolatlarin eksprese ettikleri karbapenemaz genleri
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OXA-58
P.K NDM (+) OXA-48
(+)

OXA-48 VIM (+) VIM (+)

1000bp

500bp

100bp

VIM P.K
IMP
(+)
KPC P.K OXA-48
(+)
OXA-58

IMP P.K

Sekil 4.9. Direng genlerinin jel elektroforez goriiniimii
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Karbapenem direngli 7 E. coli susunun sadece 2’sinde blaOXA-48 geni
saptanirken, Karbapenem direngli 6 Enterobacter spp. izolatinin 3’tinde blaOXA-48,
2’sinde blaVIM ve 1 izolatta blaIMP geni tespit edilmistir. Enterobacter spp.

izolatlarinin hi¢birinde birden fazla gen varlig1 gézlenmemistir.

PZR ile NDM gen bdlgesi tespit edilen K. pneumoniae susunun sekans analizi

yapilarak ilgili gen bolgesinin NDM-1 oldugu dogrulanmastir.

Tablo 4.3. NDM geni dizi analizi sonuglar1

Name BAKTERIDNA- Length 330
PRIMERFORWARD

Start 1 End 330

Subject

DB Nchi | AC | KJ150691.1

Ref. http://www.nchi.nIm.nih.gov/nucleotide/606315487?report=genbank&Ilog$=nuclalign &bl
ast_rank=1&RID=N9KY?21CMO015&from=174&t0=503

Gene Klebsiella pneumoniae strain LF138 New Delhi metallo beta lactamase 1 (blaNDM-1)
gene

Start 174 | End | 503

Score

Bit 596 | Raw | 330

E value 5e-167

Identities

Match 330 | Total | 330

Pct.(%) 100

Positives

Match 330 Total 330

Pct.(%) 100

Izole edilen suslardan karbapenem direncine sahip olan K.pneumoniae, E.coli
ve Enterobacter spp. izolatlarinin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilan

karbapenemaz iiretimine ait sonuglar Tablo 4.4’de sunulmustur.
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Tablo 4.4. Izolatlarin fenotipik yontemler ve molekiiler yontemlere gore dagilimi

Sus Karbapenem Direnci MBL Karbapenemaz Geni

No MEM ETP E-test MHT | OXA-48 OXA-58 | IMP VIM
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+
'
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'
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K.P. 100
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.

K.P. 103
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.
.
.

K.P. 110

.
+
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K.P. 117

K.P. 123

EC.2

E.C.12

E.C. 14

17

22

48

50

m|m|m|m|m{m
alwlolololo

E.

E. 16

E. 17

T
w|xo|o|o|I|o|n|o|v|=|T|v|v|n|o|o|o| 00| |B|0| BB B|V|W| | W W W OB = || = |w|n| ||| B =B ||
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E. 38 + - - -

K.P: K.pneumoniae, E.C: E.coli, E: Enterobacter spp. ; S: Duyarly, I: Orta duyarli, R: Direncli
MHT: Modifiye Hodge Testi; IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, ERT: Ertapenem
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesi gerek nozokomiyal gerekse toplum  kokenli
enfeksiyonlarm onde gelen etkenlerindendir. Hiicre duvarlarindaki dis membran
yapist nedeniyle antibiyotiklere direngli olan bu mikroorganizmalar, genetik madde
aktarimi1 ve antibiyotiklerin secgici baskisi ile ¢oklu direng Ozelligi kazanmistir
(Giilay, 2005). Nozokomiyal enfeksiyonlar igerisinde Enterobacteriaceae ailesinin
goriilme siklig1 ve dagilimlar1 hastaneler arasinda farklilik gostermektedir. Amerikan
Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyon Siirveyans Sistemi (National Nosocomial Infections
Surveillance System, NNIS) verileri gram negatif bakteriler ile gelisen hastane
enfeksiyonu insidansinda artis olduguna dikkat ¢gekmektedir. Buna gore, 1975 yilinda
goriilen gram negatif kaynakli nozokomiyal enfeksiyonlarinin orani %67,8 iken
2003’te bu oran %73,6’ya ¢ikmustir (Giir, 1997). 2009-2010 National Helthcare
Safety Network (NHSN) raporlarina gére nozokomiyal iliskili enfeksiyon oranlarma
bakildiginda gram negatif bakteriler arasinda en ¢ok izole edilen tiirlerin E.coli
(%11,5), Klebsiella spp. (%8), Enterobacter spp. (%4,7) oldugu bildirilmektedir
(Sievert, 2013).

Hastane  enfeksiyonu  etkeni  gram  negatif  mikroorganizmalarin
degerlendirildigi c¢alismalarn ¢ogunda etkenlerin genellikle dahili birimlerden,
yogun bakim iiniteleri ve cerrahi birimlerden gonderilen 6rneklerden izole edildigi
bildirilmektedir. Isik, 2005-2006 yillar1 arasinda Konya Meram Tip Fakiiltesinde
yatan hastalarin kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 102 Klebsiella izolatlarinin %57,81
pediatri basta olmak tizere dahili boliimlerden, %38,2’si yogun bakim iinitesi basta
olmak {izere cerrahi boliimlerden gonderilen Orneklerden izole ettiklerini
bildirmislerdir (2007). Al-Muhtaseb ve ark 2007-2008 tarihleri arasinda Istanbul
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde kan kiiltiiriine ait 100 E.coli ve K.pneumoniae susunun
%34’tnii cerrahi servislerden, %66’sm1 dahili servislerden gelen materyallerden
izole ettiklerini belirtmislerdir (2008). Yurtsever ve ark Izmir’de 2007 yilinda

yaptiklar1 calismada 2175 yara yeri 6rneginden 1126 6rnek izole etmis ve bunlardan
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881’1 gram negatif olarak degerlendirilmistir. 402 izolatmn E.coli ve K.pneumoniae
oldugu ve bunlardan %61,2’sini cerrahi servislerden, %38,8’ini dahili servislerden
gelen orneklerde saptadiklarini bildirmislerdir (2009). Tikvesli ve ark 2006-2007
yillar1 arasinda Denizli’de yaptiklar1 g¢alismada 217 K.pneumoniae susunu
degerlendirmeye almiglar ve pediatri servisi basta olmak iizere izolatlarin %54,3 {inii
dahili, %45,7’sini cerrahi servislerden elde etmislerdir (2009). Ozmen ve ark 2003-
2005 yillar1 arasinda yaptiklar: ¢alismada 898 gram negatif bakteriden %58,9’unu
dahili servislerden, %41,1’ini cerrahi servislerden izole etmislerdir (2010). Duman
ve ark 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada, kan kiiltiirlerinden elde ettikleri 257 gram
negatif izolat1 klinik dagilimlarina gore degerlendirdiginde %67,2’si dahili servislere,
%32,8’1 cerrahi servislere ait Orneklerden izole ettiklerini bildirmislerdir (2011).
Yapilan caligmalarla uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da 237 izolatin %46,4’i
anestezi yogun bakim fiinitesi basta olmak tiizere cerrahi birimlerden gonderilen
orneklerden izole edilirken, %53,6’s1 pediatri boliimii basta olmak iizere dahili

birimlerden gonderilen klinik materyallerden izole edilmistir.

Gram negatif bakterilerin izole edildigi 6rneklerin dagilimi cesitli ¢aligmalara
gore farklilik gostermektedir. Yapilan ¢alismalar1 degerlendirdigimizde; Tungcan ve
ark 2007-2008 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada 58’1 E.coli, 37’si Klebsiella olan
toplam 95 susun %44’{inii idrar, %28’ini trakeal aspirat, %14 tinii kan ve %14 tin{i
yara yeri Orneklerinden izole ettiklerini bildirmistir (2008). Tikvesli ve ark
caligmalarina dahil ettikleri K.pneumoniae izolatlarinin %70’inin idrar, %9,2’sinin
balgam, %6,5’inin yara yeri siiriintli 6rnegi, %6’sinin kan, %4,1’inin trakeal aspirat
stvist, %1,4’linlin BOS, %1,4linlin gobek siiriintlisti, %]1,4’linlin gbz siiriintiisii
orneklerinden izole edildigini bildirilmislerdir (2009). Dogantekin ve ark’nin
yaptiklar1 ¢aligmada 100 gram negatif basilin izole edildigi 6rnegin %49’u idrar,
%231 kan, %18’i yara, %7’si balgam, %3l periton sivisi oldugu belirtmislerdir
(2010). Kuzucu ve ark’nin yaptiklari ¢alismada 278 E.coli ve Klebsiella spp.
orneginin %74,9u idrar, %9,5’1 yara, %5,8’1 kan, %6,2’si steril viicut sivisi, %3,6’s1
diger orneklerden olustugu bildirilmistir (2011). Ozmen ve ark Diyarbakir’da

yaptiklari ¢alismada degerlendirmeye alinan E.coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp,
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P.aeruginosa, Acinetobacter spp, S.maltophilia izolatinin %31°1 idrar, %30’u kan ve
%?21°1 yara seklindeki orneklerin olusturdugu belirtilmistir (2010). Hamanga ve
ark’nin yaptiklar1 ¢alismada E.coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., C.freundii,
S.marcescens susunun %38’1 idrar, %22’si abse, %12’si kan, %7’Si yara siirlintiisi,
%35’1 balgam, %4’li aspirasyon mayii, %12’si diger Orneklerden izole edildigi

bildirilmistir (2009).

Giani ve ark 2011 yilinda Italya’da 23 farkli sehirde bulunan 25 farkh
mikrobiyoloji laboratuvarindan izole edilen 1346 Enterobacteriaceae susunu ¢alisma
kapsaminda degerlendirmis ve toplanan izolatlarin %48,6’sin1 idrar, %13,2’sini kan

ve %16,2’sini alt solunum yolu 6rneklerinden izole etmislerdir (2013).

Calismamizda bu verilerle uyumlu olarak izolatlarin %45,6’s1 idrar, %20,2’si
yara, %18,2’si kan, %9,7’si trakeal aspirat, %6,3’ti balgam orneklerinden izole
edilmistir. E.coli’nin {iriner sistem enfeksiyonlarmin %80-90’mnindan sorumlu
etkenler oldugu diisiiniildiiglinde bu ¢alismada da bakterilerin idrar Orneklerinden

daha fazla oranda izole edilmesinin nedeni olabilecegi sdylenebilir.

Enterobacteriaceae  iiyelerinin  olusturdugu  enfeksiyon  etkenlerinde
karbapenemler, antibakteriyel spektrumlarinin genisligi, beta-laktamaz enzimlerine
dayanikli olmalar1 nedeniyle GSBL iireten gram-negatif bakteri enfeksiyonlarmin
tedavisinde ve ciddi sepsislerde ilk sirada kullanilan antibiyotik grubunu
olusturmaktadir. Yillar icerisinde GSBL pozitif suslarin artis1  karbapenem
kullanimini da beraberinde getirmis ve buna bagl olarak da bu ajanlara kars1 direng
gelisimi artarak tedavide ciddi problemlere yol agmustir. Bu grup antibiyotiklerin bir
iyesi olan imipenem ve meropeneme karsi direng oranlar1 incelendiginde; 2004-2005
yilinda yapilan alti merkezin katildigi HITIT siirveyans calismasinda E.coli’de
imipenem direnci saptanmazken K.pneumoniae’de %3,2 oraninda direng saptanmistir
(2008). Karaoglan ve ark 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Klebsiella suslarinda %3
ve E.coli suslarinda ise %1 oraninda diren¢ saptamislardir (2008), Ulkemizde 2000-

64



2003 yillar1 arasinda yapilan ¢ok merkezli MYSTIC c¢aligmasinda gram negatif
bakterilerde meropeneme %0,7, imipeneme %2,4 oraninda direng belirlenmistir
(2007). Koksal ve ark 2001-2009 yillar1 arasinda yaptiklari galismada GSBL pozitif
suslarda K.pneumoniae ve E.coli’de karbapenem direnci saptamamuslardir (2009).
Benzer sekilde Duman ve ark 2009 yilinda (2011), Kose ve ark 2012 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmalarda imipenem ve meropenem direnci saptamamislardir (2012).
Kuzucu ve ark 2007-2008 yillar1 arasinda E.coli’de imipenem ve meropenemde
direng saptamazken, K.pneumoniae’de %3,6 oraninda direng tespit etmislerdir
(2011). Aral ve ark’nin 2008-2011 yillar1 arasinda idrar drneklerinden elde ettikleri
izolatlarla yaptiklart calismada, K.pneumoniae’de %12,5 oraninda karbapenem
direnci bildirilmis, E.coli ve Enterobacter spp.’de ise dirence rastlamamiglardir
(2011). Caliskan ve ark 2013-2014 tarihleri arasinda iireme olan 2803 idrar
orneginden izole ettikleri Klebsiella spp.’de imipeneme %1 oraninda direng
saptarken, E.coli’de diren¢ saptamamiglardir (2014). Aytar ve ark 2010-2014 yillar
arasinda kan kiiltiirinden izole ettikleri 199 6rnekte K.pnemoniae’de %6 oraninda
karbapenem direnci saptarken, E.coli’de direng goriilmedigini bildirmislerdir (2014).
Eser ve ark 2005-2009 yillar1 arasmda Hacettepe Universitesi Hastanesinde kan
kiiltiiriinden 210 K.pneumoniae izolati elde etmisler ve bu izolatlarin %11’inde
karbapenem direnci saptamuslardir. K.pneumoniae imipenem ve meropeneme direng
oranlar1 sirasiyla %35,7 ve %1,9 olarak bildirilmistir (2014).

Baroud ve ark 2008-2011 tarihleri arasinda Amerikan Universitesi Beurit T1p
Merkezinde GSBL iireten 2243 E.coli ve 572 K.pneumoniae izolatinda karbapenem
direncini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢aligmalarinda, E.coli’ye ait suslarin %0,3’0
imipeneme, %0,5’i meropeneme direngli iken, K.pneumoniae’ye ait suslarin %1,3’l

imipeneme, %1,9’u meropeneme direngli oldugunu belirtmislerdir (2013).

Bu g¢alismada, K.pneumoniae izolatlarinda imipenem direnci %20,3,

meropenem direnci ise %19,6; E.coli izolatlarinda imipenem direnci %05,8,
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meropenem direnci ise %5,8 oraninda saptanirken, Enterobacter spp. suslarinda

imipeneme ve meropeneme %210,7 oraninda direng saptanmustir.

Ertapenem non-fermentatif bakterilere karsi sinirli etkinlige sahip olup son
yillarda klinik kullanima giren karbapenemlerden biridir. Yapilan caligmalara
bakildiginda ertapeneme karsi; Yilmaz ve ark E.coli’de %3, K.pneumoniae’de ise
%13 direng saptarken (2009), SMART ¢alismasinin 2003-2007 verilerinde E.coli’de
%35,3 oraninda diren¢ Dbildirilirken K.pneumoniae’de direng saptanmadigi
belirtilmistir (Guembe, 2008). Karaoglan ve ark E.coli suslarinda ertapeneme %4,
Klebsiella suslarinda %3 oraninda direng belirlemislerdir (2008). Aral ve ark
E.coli"de %0,3 ertapenem direnci saptarken, K.pneumoniae’nin poliklinik
izolatlarmda %6, klinik izolatlarinda %18,7 oraninda direng tespit etmis ve
Enterobacter spp.’de diren¢ saptanmamuslardir (2011). Kuzucu ve ark 2007-2008
yillar1 arasinda E.coli’de %0,8, K.pneumoniae’de %3,6 (2011); Eser ve ark 2005-
2009 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢caligmada K.pneumoniae suslarinda %2,4 oraninda
ertapenem direnci bildirmislerdir (2014). Baroud ve ark calismalarinda; E.coli’de
%1,1, K.pneumoniae 'de %2,4 oraninda ertapeneme direng saptamis, ayni zamanda
bu izolatlar igerisinde 3 E.coli izolat1 ve 5 K.pneumoniae izolatinin imipenem,

meropenem ve ertapeneme direngli oldugunu bildirmislerdir (2013).

Bu ¢alismada; K.pneumoniae’de %12,3, E.coli’de %35,8, Enterobacter spp’de.
%10,7 oraninda diger calismalara gore daha yiiksek ertapenem direnci tespit
edilmistir. Her 3 karbapeneme kars1 caligmamizda yiiksek oranda diren¢ gozlenmis
olmasinin, hastanemizde ampirik tedavide genellikle bu grup antibiyotiklerin tercih

edilmesiyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ulkemizde son yillarda yapilan ¢aligmalarda sefalosporin grubu antibiyotiklere
direng oraninin gittikge arttig1 goriilmektedir. Ulkemizin de katildigi, farkh
merkezlerin katilmasiyla yapilan EARSS c¢aligmasinda 2003’te sefalosporin direng

oran1 E.coli’de %25,6 iken bu oran 2008’de %41,6 olmustur. K. pneumoniae’de ise

66



2006’da %44,9 iken 2008’te %46,1 seklinde artis gostermistir (Korten, 2007).
Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda sefalosporin grubu antibiyotiklerin direng oranlarini
inceledigimizde; Aral ve ark 2008-2011 yillar1 arasinda yaptilar1 ¢alismada CAZ
direncini K.pneumoniae’de %49, E.coli’de %43, Enterobacter spp.’de %66,7 olarak;
CRO direncini ise K.pneumoniae’de %16,3, E.coli’de %43, Enterobacter spp.’de
%66,7 olarak saptamislardir (2011). Karaoglan ve ark 2008 yilinda yaptiklari
calisgmada K.pneumoniae’de %36, E.coli’de %59 oraninda CAZ direnci;
K.pneumoniae’de %36, E.coli’de %60 oraninda CRO direnci tespit etmislerdir
(2008). Duman ve ark 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada CAZ direncini, Klebsiella
spp.’de %40,3, E.coli’de %17,9 olarak bildirmislerdir (2011). Koksal ve ark 2001-
2009 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada GSBL pozitif suslarda CAZ ve CTX direng
oranimi K.pneumoniae’de %100, E.coli’de %100 saptamiglardir (2009). Tosun ve ark
2012-2014 tarihleri arasinda 1196 idrar kiiltiiriinden en sik izole ettikleri tic gram
negatif bakterinin CRO direncini ayaktan hastalarda, E.coli’de %24.,4, yatan
hastalarda %46,5, K.pneumoniae’de ayaktan hastalarda %32,1, yatan hastalarda
%65,4 olarak saptamuslardir (2014). Caliskan ve ark 2013-2014 tarihleri arasinda
CRO direncini, Klebsiella’da %70,8, E.coli’de %58,3 seklinde bildirmislerdir
(2014). Akgay ve ark Haydarpasa Numune Hastanesi’nde izole ettikleri gram negatif
basillerin antibiyotik direnci ile ilgili yaptiklar1 ve 2004-2011 yillarin1 kapsayan
slirveyans ¢alismasinda; bu yillar igerisinde E.coli suslarinda CAZ direncinin %51,6,
%82,7, CRO direncinin %53,2, %82,7; Klebsiella spp. suslarinda CAZ direncinin
%76,2, %93,9, CRO direncinin %78,6, %93,8; Enterobacter spp. suslarinda CAZ
direncinin %44, %77,4, CRO direncinin %52,4, %91,6 araliginda degistigi
bildirilmistir (2014).

Calismamizda, E.coli i¢in CAZ %92,3, CTX %92,3, CRO %92,3 seklinde
diren¢ oranlar1 saptanmustir. K.pneumoniae igin; CAZ %59,4, CTX %60,9, CRO
%65,9, Enterobacter spp. i¢in; CAZ %76,6, CRO %74,4, CTX %53,2 oraninda
diren¢ saptanmigtir. Hastanemizde izole edilen suslarda iglincii kusak

sefalosporinlere yiiksek oranda diren¢ olmasi, bu ilaglarin hastanemizde yaygin
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kullanimina, ¢alismaya dahil edilen suslarin biiyilk kismmin GSBL {ireten suslar

olmasina bagli olabilir

Enterobacteriaceae tiirlerinde aminoglikozidlere direng biiyiikk ¢ogunlukla
plazmid, kromozom ya da transpozonlarda bulunan genler tarafindan kodlanan
modifiye edici enzimlerle olmaktadir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda
aminoglikozid diren¢ oranlari, Karaoglan ve ark’nin g¢aligmalarinda AK igin
K.pneumoniae’de %13, E.coli’de %40; CN i¢in K.pneumoniae’de %26, E.coli’de
%41; TOB igin K.pneumoniae’de %28, E.coli’de %52 oraninda direng saptamiglardir
(2008). Duman ve ark yaptiklari ¢alismada Klebsiella ve E.coli suslarinda CN
direncini Klebsiella’da %10,8, E.coli’de %27,6 oraninda saptarken, her iki bakteride
de AK’e karsi direng saptanmadigini, TOB’e karsi direncin ise %100 oldugunu
bildirmislerdir (2009). Tosun ve ark 2012-2014 tarihleri arasinda idrar kiiltiirlerinden
izole ettikleri E.coli suslarinda AK direncini ayaktan hastalarda %0,5, yatan
hastalarda %1,6; K.pneumoniae’de ayaktan hastalarda %3,4, yatan hastalarda %8,4
oraninda saptamislardir. Ayni1 ¢alismada CN direncini, E. coli’de ayaktan hastalarda
%13,2, yatan hastalardan %35,4, K.pneumoniae’de ayaktan hastalarda %12,5, yatan
hastalarda %37,3 olarak saptamislardir (2014). Caliskan ve ark idrar 6rneklerinden
izole edilen Klebsiella ve E.coli suslarinda AK direncini sirasiyla %15, %11
oraninda, CN direncini %20, %18 seklinde bildirmislerdir (2014). Aytar ve ark 4 yili
kapsayan bir siiregte kan kiiltiirlerinden izole edilen suslarda AK direncini
K.pneumoniae’de %3, E.coli’de %5,2; CN direncini ise, K.pneumoniae’de %39,2,
E.coli’de %27,5 olarak saptamiglardir (2014). Akcay ve ark Haydarpasa Numune
Hastanesi’nde izole ettikleri gram negatif basillerin antibiyotik direnci ile ilgili
yaptiklart ve 2004-2011 wyillarin1 kapsayan siirveyans c¢alismasinda; bu yillar
icerisinde E.coli suslarinda AK direncinin %1,4, %10,9, CN direncinin %15,7,
%50,9; Klebsiella spp. suslarinda AK direncinin %12,5, %33,3, CN direncinin
%15,2, %44,3; Enterobacter spp. suslarinda AK direncinin %7,5, %21,7, CN
direncinin %13,4, %36,2 araliginda degistigi belirtilmistir (2014).
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Bu c¢aligmada aminoglikozid diren¢ oranlar1 AK, CN ve TOB ig¢in sirasiyla
E.coli"de %1,9, %71,1, %78,1 iken; K.pneumoniae’de %44,2, %43,5, %427,
Enterobacter spp.’de ise %4,2, %12,8, %14,9 seklindedir. Caligmada irdelenen
izolatlarin biiyilk bir g¢ogunlugunun yatan hastalara ait olmasi nedeniyle
aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi direncin yiiksek olmasi beklenen bir
bulgudur.

Florokinolonlar iilkemizde kullanima girdikten sonra ¢ok miktarda
kullanilmakta olan antibiyotik grubudur. Yapilan calismalarda; Karaoglan ve ark
LEV direncini K pneumoniae’de %21, E.coli’de %63, CIP direncini ise
K.pneumoniae’de %18, E.coli’de %58 oranmnda bildirirken (2008); Tosun ve ark
LEV direncini ayaktan hastalarda E. coli’de %24,7, K.pneumoniae’de %14,6; yatan
hastalarda E.coli’de %48,2, K.pneumoniae’de %34,7; CIP direncini ise ayaktan
hastalarda E. coli’de %?25,2, K.pneumoniae’de %15,4; yatan hastalarda E.coli’de
%48,8, K.pneumoniae’de %38,1 oraninda bildirmislerdir (2014). Caliskan ve ark CIP
diren¢ oranmi Klebsiella’da %16, E.coli’de %12 (2014); Aytar ve ark CIP direncini
K.pneumoniae’de %44,3, E.coli’de %52,5 saptadiklarini bildirmislerdir (2014).
Akgay ve ark Haydarpasa Numune Hastanesi’nde izole ettikleri gram negatif
basillerin antibiyotik direnci ile ilgili yaptiklar1 ve 2004-2011 yillarin1 kapsayan
stirveyans ¢alismasinda; bu yillar i¢erisinde E.coli suslarinda LEV direncinin %41,4,
%76,4, CIP direncinin %49,4, %74,1; Klebsiella spp. suslarinda LEV direncinin
%16,3, %81, CIP direncinin %22,1, %79,2; Enterobacter spp. suslarimnda LEV
direncinin  %13,9, %55,4, CIP direncinin %15,3, %53,6 araliginda degistigi
gosterilmistir (2014).

Bu ¢alismada florokinolon diren¢ oranlar1 sirasiyla CIP ve LEV E.coli’de
%71,1, %73,1; K.pneumoniae’de %34,7, %26,9; Enterobacter spp.’de %10,7, %6,3
seklinde saptanmistir. Calismada degerlendirilen izolatlarda kinolon grubu
antibiyotiklerin diren¢ oranlar1 yapilan ¢alimalarla uyumlu bulunmustur. Son

yillarda kinolon grubu antibiyotiklere kars1 gelisen direng nozokomiyal ve toplumsal
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enfeksiyonlarm tedavisinde biiyilk sorun olusturmaktadir. Enterobacteriaceae
suslarinin iirettigi beta-laktamazlar, kinolonlar ve AmpC enzimlerinin direnci bu
etkenlerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenem grubu antibiyotiklerin
kullanimmi gerektirmektedir. Bu durum metallo-beta-laktamazlarin, KPC ve OXA

grubu enzimlerinin yayilimasina neden oldugu diistiniilmektedir.

Karbapenemazlar1 saptamada kullanilan fenotipik testler icin yapilan
calismalar incelendiginde; Aliskan ve ark 2009-2011 yillarinda Adana Baskent
Universitesi Hastanesinde yaptiklar1 ¢alismada 952 Enterobacteriaceae izolatinda
CLSI onerileri dogrultusunda MHT uygulamis ve 13 izolatta MHT pozitifligi
gozlediklerini  bildirmislerdir.  Pozitiflik gbzlenen 13 izolatm  %62’sinin
K.pneumoniae, %15 E. coli, %15 E.aerogenes, %8 K.oxytoca oldugu bildirilmistir
(2011). Limbago ve ark 2009-2010 yilinda yenidogan yogun bakim {initesinde
infantlardan izole edilen suslarin yapilan antimikrobiyal duyarlilik testlerinde 3
izolatin karbapenemlere direngli oldugunu belirtmis ve Kkarbapenem direngli 3
izolatta MBL gen bélgelerinden IMP ve NDM saptadiklarini bildirmislerdir. Bu 3
susa da MHT ve MBL-E test yapilmig ve 3 liniin de MHT ve MBL-E test sonucunun
pozitif oldugu belirtilmistir (2011).

Bizim g¢alismamizda da MHT ile 19 izolat, MBL E test ile 24 izolat pozitif
saptanmustir. Karbapenemaz aktivitesini Enterobacteriaceae tiirlerinde test etmek
icin CLSI tarafindan oOnerilen bir test olan MHT’nin karbapenemaz iiretimini
belirlemede duyarliligi yiikksek olmasina ragmen enzimin tipini belirleyememesi
dezavantajidir. Caligmalarda MHT, MBL iireten Enterobacteriaceae suslarinda hem
sonuglarin yorumunun zor olmast hem de duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin diisiik olmas1
nedeniyle 6nerilmemektedir (EUCAST, 2013). Rutinde kullanilmasi zor ve zaman
alic1 olmasi nedeniyle alternatif bir test olarak kullanilan diger bir fenotipik yontem
MBL-E testtir. Yapilan fenotipik testler igerisinde MBL-E test duyarlilik ve
Ozgilliigii en yiiksek bulundugu icin dogrulama yontemlerinde kullanilmasi

onerilmektedir. Fakat kullanilan fenotipik testlerden higbirisinin karbapenemaz
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aktivitesini saptamak i¢in altin standart yontem olmadig1 belirtilmekte ve molekiiler

caligmalarin gerekliligini vurgulanmaktadir.

Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenemleri hidrolize eden beta-
laktamazlar, metallo-beta-laktamazlar (MBL), oksasilinazlar (OXA) ve serin
karbapenemazlardir. IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, VIM-2 tip MBL’ler igerisinde en
baskin olan diren¢ genlerinin  IMP ve VIM oldugu bildirilmektedir.
Enterobacteriaceae iiyelerinde ise en fazla VIM-1’in bulundugu ve ozellikle
Akdeniz tilkelerinde goriildiigii belirtilmektedir (Tasova, 2011; Hamanga, 2009; Ho,
2010).

[k VIM enzimi (VIM-1) 1997 yilinda Italya’da bir P.aeruginosa susunda
bulunmus ve kromozomal kaynakli oldugu saptanmistir. 2001 yilinda ise Koreli bir
hastaya ait S.marcescens izolatinda VIM-2 enzimi bulunmustur (Bush, 2010). VIM
tipi enzimler Gzellikle Avrupa ve Giiney Asya iilkelerinde siklikla P.aeruginosa
suslarindan izole edilmislerdir. Ancak VIM-7 enzimi ABD’den bildirilmistir. VIM
varyantlar1 ilk olarak P.aeruginosa’da izole edilmesine ragmen daha sonra
Enterobacteriaceae ve gram negatif ¢omaklardan saptanmistir (Walsh, 2003).
Giintimiize kadar 12 adet VIM varyant1 saptanmis ve bunlar VIM-1, VIM-2 ve VIM-
7 olmak {izere ii¢ alt grupta toplanmislardir (Mendes, 2004; Pournaras, 2005).

Kaase ve ark 2012’de Almanya’da 40 farkli laboratuvardan gonderilen
izolatlarla yaptiklar1 ¢aligmada Enterobacteriaceae ailesine ait 132 izolatta VIM,
KPC, IMP, NDM, OXA-48 gen bolgesi calismislar ve VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-
26 gen bolgesini tanimlamis ve oranlarmi sirasiyla %13,6, %1,4, %2,1, %1,4 olarak
bildirmiglerdir (2012). Woodford ve ark 2010 yilinda karbapenem direngli 55
Enterobacteriaceae izolatinda karbapenemaz gen bdlgelerini g¢alismis ve 3
K.pneumoniae (%5,4) izolatinda VIM enzimi saptamiglardir (2010). Kim ve ark
karbapenem direngli 22 Enterobacteriaceae izolatindan sadece K.pneumoniae
suslarinin birinde %4,5 VIM-2 saptamuslardir (2013). Girlich ve ark Fransa’da 2013
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yilinda 133 Enterobacteriaceae izolat: ile yaptiklar1 calismada MBL ve KPC gen
bolgelerini aragtrmig ve MBL’lara ait 19 (%14,2) izolatta VIM gen bdlgesini
saptamislardir  (2013). Kasim 2009-2010°da Yunanistan, Italya ve ABD’den
gonderilen K.pneumoniae izolatlarindan 3 susta VIM enzimi saptandigi CDC
tarafindan bildirilmistir (2011).

Tirkiye’de 2003 yilinda Enterobacteriaceae iiyesi olan K.pneumoniae ve
P.aeruginosa’da izolatlarinda VIM-5 iireten MBL saptanmistir. Gacar ve ark 2003
yilinda Istanbul’da E.cloaceae susunda VIM-5 varyant1 saptamistir (2005). Gelmez
ve ark 2013 yilinda pediatri kliniginde yatan hastalarin rektal siiriintii 6rneklerinden
izole ettikleri 762 susun %9,7’sinin karbapenem direngli Enterobacteriaceae,
%?21,3’tiniin karbapenem direngli nonfermenter bakteriler oldugunu bildirmislerdir.
Bu izolatlardan K.pneumoniae suslarinm %88,2’sinde karbapenemaz gen bdolgeleri
saptarken, VIM ve KPC genleri gozlememislerdir (2014). Altindis ve ark 2014
yilinda karbapenem grubu antibiyotiklerden en az birine direncli 44
Enterobacteriaceae izolatin1 ¢alismaya dahil etmisler ve karbapenemaz genlerinin
hizli tanisinda kullanilan Check-Direct CPE testi ile VIM gen bdlgesi
saptayamamiglardir (2014). Asik ve ark 2013-2014 yilinda 22 Karbapenem direngli
K.pneumoniae izolatlarinda VIM, IMP, KPC, OXA-48, NDM gen bolgeleri ¢alismis
ve calisilan izolatlarin 6’sinda (%13,6) VIM gen bolgesi saptamuslardir (2014).
Karatuna ve ark 2011 ve 2014 tarihlerinde Istanbul’da yaptiklar1 ¢alismada 190
izolatin  147’si  Klebsiella spp. ve 43’4 ise E.coli olarak tanimlanmis

K.pneumoniae’ye ait bir (%0,7) izolatta VIM geni saptanmustir (2014).

Calismamizda 237 Enterobacteriaceae izolatlarmin 138’1 K.pneumoniae, 52’si
E.coli, 47°si Enterobacter spp. olarak tanimlandi1 ve K.pneumoniae’ye ait 19 (%13,8)
ve Enterobacter spp.’ye ait 2 (%4,2) izolatta VIM gen bolgesi saptandi. MBL lara ait
VIM gen bolgesi IMP ve NDM’ye gore Enterobacteriaceae iiyelerinde daha yiiksek
oranda saptanmakta olup bizim ¢alismamizda da yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak

MBL enzimlerinden VIM geni daha yiiksek oranda bulunmustur.
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IMP tipi enzimler Enterobacteriaceae, P.aeruginosa ve diger gram negatif
nonfermentatif bakterilerden izole edilen ilk MBL’lerdir ve ilk kez 1991 yilinda
Japonya’da izole edilen S.marcescens susunda bildirmistir (Lynch, 2013). IMP-1’in
Uzak Dogu’nun diger iilkelerinde, Avrupa’da, Kanada’da, ABD’de, Giiney
Amerika’da ve Kuzey Afrika’da da goriilmesi bu enzimin genig bir yayillim
gosterdigine isaret etmektedir (Toleman,2002). IMP-1’in bir varyanti olan IMP-2
Italya’da bir A.baumannii susundan izole edilmis ve bu ilk Avrupa 6rnegi olmustur
(Shibata, 2003).

Kaase ve ark. 2012 tarihinde Almanya’da 40 farkli laboratuvardan gonderilen
izolatlarla yaptiklar1 ¢alismada Enterobacteriaceae ailesine ait 132 klinik 6rnekte
IMP-13 ve IMP-14 gen bolgeleri belirlemis ve gen bolgelerinin oranlarini sirastyla
%0,7, %1,5 olarak bildirilmistir (2012). Woodford ve ark 2012 yilinda 55
karbapenem direngli Enterobacteriaceae iiyesi suslarda karbapenemazlara ait gen
bolgeleri ¢alismis ve K.pneumoniae’de %12,7, E.cloaceae’da %3,6 ve E.coli’de
%1,8 oraninda IMP geni saptamiglardir (2012). Amerika’da 2009-2010’da CDC’ye
gonderilen 13 MBL ireten Enterobacteriaceae iiyelerinden K.pneumoniae
izolatlarinin 3’tinde IMP enzimi saptandigi rapor edilmistir (2011). Girlich ve ark
2013 yilinda Fransa’da yaptiklar1 ¢alismada 133 Enterobacteriaceae {iiyesinde
MBL’larin ve KPC’nin arastirildigi ¢alismada 54 susta MBL saptamus, bunlarin
%12,7’sinin IMP tiirii MBL oldugunu bildirmislerdir (2013). Kim ve ark 2005-2006
ve 2011-2012 yillar1 arasinda Kore’de yaptiklar1 siirveyans ¢calismasinda karbapenem
direngli 35 izolatta IMP gen bolgesini ¢alismis ve izolatlarin %2,8’inde IMP geni
saptamiglardir (2013).

Ulkemizde bu enzimlerden daha ¢ok sporadik vakalarla bahsedilmistir. Aktas
ve ark 2006°da Tiirkiye’de bir yasindaki néroblastomali bir cocugun kan kiiltiiriinden
izole edilen karbapenem direngli K.pneumoniae izolatinda ilk defa IMP-1 rapor
etmiglerdir (2008). Alp ve ark 2013 yilinda Kayseri’de 137 hastadan izole ettikleri

karbapenem direncgli K.pneumoniae izolatlarinin 94’iinde direng saptamis ve direng
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saptanan izolatlarin i¢linde (%3,2) IMP geni saptamiglardir (2013). Asik ve ark
2013-2014 tarihlerinde Afyon’da yaptiklari calismada 22 karbapenem direncli
K.pneumoniae izolatinda karbapenemaz gen bdlgelerini ¢alismiglar ve MBL’lara ait
IMP genini 4 izolatta saptamiglardir (2014). Karatuna ve ark 2011-2014 tarihleri
arasinda Istanbul’da yaptiklar1 ¢alismada 190 Enterobacteriaceae ailesine ait izolatta
karbapenemaz genlerinden MBL’lara ait IMP gen bdlgesi calismiglar fakat
izolatlarda IMP gen bolgesi saptamamislardir (2014).

Bu calismada MBL karbapenemaz geni tespit edilen 33 susun 11’inde (10
K.pneumoniae,1 Enterobacter spp.) IMP tiri MBL saptanmistir. Yapilan

calismalarla uyumlu olarak IMP gen oran1 VIM oranindan daha diisiik belirlenmistir

New Delhi metallobeta-laktamaz-1 (NDM-1) iiretebilen patojenlerin ortaya
cikmasi diinya genelinde 6nemli bir problemdir. Yeni Delhi’de hastanede yatarken
Isve¢’e transfer edilen bir hastadan izole edilen K.pneumoniae ve E.coli susunda
saptanan NDM-1 geni ilk kez 2008 yilinda bildirilmistir (Yong, 2009). Diger direng
mekanizmalarimin birlikteligi ile blaNDM-1, ¢ogu Enterobacteriaceae iiyelerini,
antibiyotiklerin coguna direngli, sadece kolistin ve daha az olarak tigesikline duyarl

hale getirir (Yong, 2009).

Kaase ve ark tarafindan Almanya’da farkli laboratuvarlardan izole edilip
referans laboratuvarma gonderilen 65 K.pneumoniae, 18 E.coli, 35 Enterobacter spp.
ve 14 diger Enterobacteriaceae tiyelerine ait olan 132 susta NDM-1 geni arastirilmis
ve 2 K.pneumoniae ve 2 E.coli izolatinda NDM-1 geni saptanmustir (2012). Baroud
ve ark. 2012 yilinda Liibnan’da {igiincii basamak bir hastanede GSBL-pozitif 2243
E.coli ve 572 K.pneumoniae izolatinda 14 K.pneumoniae, 24 E.coli izolatinda
karbapenem direnci saptanmis. Direng saptanan K.pneumoniae izolatlarinin ikisinde
NDM-1, birinde ise hem NDM-1 hem de OXA-48 geninin varhgmi bildirmiglerdir
(2013). Drew ve ark. 2013 yilinda Ingiltere’de yaptiklar1 bir calismada 17
K.pneumoniae izolatinin dordiinde NDM-1 tespit etmislerdir (2013). Doyle ve ark
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2012 yilinda Amerika’da yaptiklar1 ¢alismada 142 Enterobacteriaceae iiyesine ait
izolatda karbapenem direnci ve ilgili gen bdlgeleri ¢alisilmus, izolatlarin %19,1’inde
NDM-1 geni saptamiglardir (2013).

Poirel ve ark tarafindan iilkemizde 2011 yilinda yapilan ¢alismada, NDM-1
ireten K.pneumoniae ST38 dizi tipinin Irak’tan Fransa’ya uluslararasi transferi
gosterilmistir. Dolayisiyla arastirmacilar daha sonra Tiirkiye’de izole ettikleri susun
muhtemelen baska bir {ilkeden transfer edildigini ileri siirmiislerdir (2012). Yanik ve
ark 2011°de Karadeniz bolgesinde yaptiklari bir calismada karbapeneme direngli 210
gram negatif izolatin higbirinde NDM-1 gen pozitifligi tespit etmediklerini
bildirmiglerdir (2013). Alp ve ark’nmin 2010-2011 yilinda Kayseri’de yaptiklari
calisgmada 137 hastaya ait karbapenem direngli 94 K.pneumoniae izolatinmn birinde
hem OXA-48 hem de NDM-1, dérdiinde NDM-1 belirledikleri bildirilmistir (2013).
Asik ve ark 2013-2014 tarihlerinde Afyon’da yaptiklar1 ¢alismada 22 karbapenem
direngli K.pneumoniae izolatinda NDM-1 gen bdlgesi saptamamuslardir (2014).
Karatuna ve ark 2011-2014 tarihleri arasinda 190 K.pneumoniae ve E.coli izolatinin
24’iinde (%16,7) NDM-1 geni saptamiglardir.

Bu ¢alisma kapsaminda izole edilen 138 K.pneumoniae susunun sadece birinde
NDM-1 geni saptanmustir. Ulkemizde yapilan ¢alisma sonuglarit NDM-1 varligmin
tilkemizde heniiz ¢ok yaygin olmadigmi gostermektedir. Ancak NDM-1 plazmid ile
kodlanan bir enzim oldugundan ve farkli cografyalar arasi insan seyahatleri giderek
arttigindan, bu direncin {lilkemizde de bakteriler arasinda yayilma riski

bulunmaktadir.

Ambler smif D’de bulunan OXA beta-laktamazlardan OXA-48 iilkemizden en
fazla K.pneumoniae ve daha az olarak E.coli’de rapor edilmistir (Carrer, 2008).
K.pneumoniae suslarinda OXA-48 ilk olarak 2001 yilinda Tiirkiye’den izole edilen
bir susta gosterilmis ve daha sonra artan siklikla bildirimler yapilmistir (Canton,

2012).
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Prefier ve ark. 2008-2010’da Almanya’da yaptiklar1 g¢alismada 5 ayri
hastaneden izole edilen 8 hastaya ait 9 karbapenem direngli Enterobacteriaceae
tiyesi izolatlarm 6’sinda OXA-48 karbapenemaz geni saptamislardir (2011). Girhlich
ve ark 2012’de Morocco’da yapilan bir prevalans ¢alismasinda E.coli,
K.pneumoniae, E.cloaceae’ye ait 77 izolatin 10’unda (%13) OXA-48 saptamislardir
(2013). Kocsis ve ark. 2011°de Italya’da yaptiklari calismada yogun bakimda yatan
Libyal1 bir miiltecinin kan kiiltiiriinden izole edilen K.pneumoniae susunda OXA-48
bildirmislerdir (2013). Woodford ve ark. Health Protection Agency’s Antibiotic
Resistance Monitoring and Referance Laboratory (ARML) tarafindan 55
karbapenem direngli Enterobacteriaceae izolatinda karbapenemazlara ait 5 gen
bolgesi ¢alisilmis ve K.pneumoniae’ye ait 10, E.coli’ye ait 11 izolatta OXA-48
pozitif bulunmustur (2012).

Aktas ve ark 2004-2005 yillar1 arasinda bes aylik donemde izole edilen 162
K.pneumoniae izolat1 i¢erisinde meropenem tedavisi almis, uzun siire hastanede yatis
Oykisii olan iki ¢ocuk hastaya ait susda OXA-48 pozitifligi saptamiglardir (2008).
Carrer ve ark Istanbul’da bir Universite hastanesinde OXA-48 iireten karbapenem
direngli K.pneumoniae susu ile olusan hastane kaynakli salgm bildirmislerdir (2008).
Bigmen ve ark 2012 yilinda Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direncini ve
sorumlu molekiiler mekanizmalarin1 arastirdiklar1 ¢aligmalarinda karbapenem
direnc¢li 197 izolatin %93,4’linde OXA-48 pozitifligi saptamis ve bu izolatlarin 161
K.pneumoniae, 15 Enterobacter spp, 5 E.coli, 2 S.marcescens, 1 M.morganii
oldugunu bildirmislerdir (2012). Asik ve ark 2012 yilinda Afyon’da yaptiklari
calismada 118 K.pneumoniae’ye ait suslarda 22 (%18,6) OXA-48 pozitifligi
saptadiklarint bildirmiglerdir (2012). Alp ve ark 2010-2011°de Kayseri’de yaptiklari
bir calismada 94 karbapenem direngli K.pneumoniae susunun 86’sinda (%91,5)
OXA-48 pozitifligi saptamiglardir (2013). Cift¢i ve ark 2011-2012 yillar1 arasinda
Sakarya’da 273 K.pneumoiae susunu degerlendirmis ve farkli zamanlarda farkli
kliniklerde tedavi gormekte olan iki hastada karbapenem direnci saptamislar ve bu
iki susta OXA-48 pozitifligi bildirmislerdir (2013). Asik ve ark ilimizde yaptiklar1

bir calisgmada 4 aylik bir siirecte izole edilen 22 karbapenem direngli K.pneumoniae
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izolatinin tamaminda OXA-48 geni saptadiklarini bildirmislerdir (2014). Karatuna ve
ark 2011-2014 tarihleri arasinda Istanbul’da yaptiklar1 calhismada 190 K.pneumoniae
ve E.coli’de OXA-48 pozitifligini 107 (%74,3) susta saptamislardir (2014).

Bu ¢alismada, 138 K.pneumoniae susunun 21’inde (%15,2), 47 Enterobacter
spp. susunun 3’{inde, 52 E.coli susunun 2’sinde OXA-48 pozitifligi saptanmstir. Son
birkag yil icerisinde ise karbapenemaz iireten izolatlara bagli enfeksiyonlardaki artis
orani, bu artigin 6zellikle OXA-48’in toplum kaynakli yayilimina bagli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Kazanilmis karbapenemleri hidrolize eden oksasilinazlar i¢inde 6nemli bir yere
sahip olan OXA-58 ilk olarak Fransa’da saptanan A.baumannii susunda bildirilmistir
(Poirel, 2005). OXA-58 Fransa, Ingiltere, Arjantin, Ispanya, Tiirkiye, Romanya,
Yunanistan, Avusturya, Iskogya ve Kuveyt gibi tiim diinyadan farkli cografik

bolgelerden rapor edilmistir (Ozdemir, 2011).

Tomasz ve ark Kasim 2010-Nisan 2011 tarihleri arasinda 20 gram negatif
bakteride OXA-51, OXA-58, VIM-1 ve DIM-1 gen bolgeleri ¢alisilmistir. Calisma
sonuglarinda izolatlarin %40°1 blapoxa-si-ike Ve blaoxa-ss-ike genleri tanimlanmis, bu
gen bolgeleri daha once yapilan ¢alismalarda A. baumannii suslarinda izole edildigi
icin K.pneumoniae, E.coli ve Enterobacter spp. izolatlarinda tanimlanmasi siirpriz
olarak degerlendirilmistir. Bu c¢alisma ile arastirmacilar diger gram negatif
bakterilerde de OXA-58 ve OXA-51 karbapenemaz gen bolgelerinin

bulunabileceginin kanitin1 sunmuglardir (2013).

Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada; Yazict ve ark 2011 Nisan- Haziran aylarinda
cesitli kiiltiirlerden izole edilen 32 Klebsiella tiirii ile yaptiklari ¢aligmada
karbapenem direnci saptanan 4 susun birinde OXA-58-like, OXA-51-like, OXA-48-
like gen bolgelerinin varligmi bildirmislerdir (2014).
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Bizim ¢alismamizda izole edilen Enterobacteriaceae suslarin hi¢birinde OXA-
58 gen bolgesi saptanmamustir. Enterobacteriaceae’da OXA-58 gen bolgesinin
varligimi belirlemek i¢in yapilmis ¢alismalar ¢ok nadirdir. Yapilan ¢alisma sonuglari
ise bu gen bdlgelerinin artik sadece A. baumannii tiirlerinde goriilmediginin kaniti

olabilir

K.pneumoniae’nin iirettigi plazmid kokenli karbapenemazlardan biri olan KPC;
ilk kez 1996 yilinda ABD’de tanimlanmis ve KPC ile olusan salginin baslica merkezi
New York olmak tizere ABD’de bildirilmistir (Woodfor, 2003; Yigit, 2001).

Kaase ve ark Almanya’da 2012 yilinda vyaptiklari calismada 132
Enterobacteriaceae (65 K.pneumoniae susu ve 18 E.coli) izolatinda KPC-2 ve KPC-
3’lide igeren farkli gen bolgelerini galismis ve 13 susta KPC-2, 11 susta KPC-3 geni
ve 1 susta hem KPC-2 hem de VIM-1 gen bdlgesi goriildiigii bildirilmistir (2012).
Woodford ve ark 2010 yilinda Health Protection Agency’s Antibiotic Resistance
Monitoring and Reference Laboratory (ARMRL) tarafindan yapilan g¢alismada
karbapenem direngli 55 izolatin 8’inde (%14,5) (7 K.pneumoniae, 1 E.cloaceae)
KPC geni saptadiklarini belirtmislerdir (2012). Drew ve ark 2011 ve 2012 yillar1
arasinda Ingiltere’de yaptiklar1 on iki aylik calisma periyodunda karbapenem direnci
saptanan 24 Klebsiella spp. izolatinin 3’tinde (%12,5) KPC gen bdlgesini
saptamiglardir (2013). Doyle ve ark 2008 ve 2009 yillar1 arasinda SMART siirveyans
programi ¢alismasidan elde edilen 142 karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae
(Klebsiella spp., E.coli, Enterobacter spp., Citrobacter freundii) izolatinin 49’unda
(%34,5) KPC geni saptadiklarmi belirtmislerdir (2012). Yang ve ark Cin’de 2004-
2008 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada direngli 49 Enterobacteriaceae izolatinin
6’sinda (4 K.pneumoniae ve 2 E.coli) KPC-2 geni saptamislardir (2010). Fontana ve
ark 2009 yilinda Italya’da bir iiniversite hastanesinde hastalardan elde ettikleri 2
K.pneumoniae izolatinda KPC geni varligin1 bildirmiglerdir (2010). Giani ve ark

2011 yilinda italya’da 13.749 Enterobactreiaceae susu izole etmisler ve karbapenem
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direnci saptanan 270 susun 205’inde (204 K.pneumoniae, 1 E.coli) KPC geni
bildirmislerdir (2013).

Ulkemizde yapilan ¢ahismalarda; Ciftci ve ark 2011-2012 yillar1 arasinda
Sakarya Universitesi Hastanesi’nde yaptiklar1 ¢alismada 273 K.pneumoniae
izolatinin karbapenem direngli olan susunda (2013); Asik ve ark 2013-2014’de
Afyon’da 22 karbapenem direngli K.pneumoniae izolati ile yaptiklari ¢calismada KPC
gen bolgesi saptanmadigini bildirmislerdir (2014). Karatuna ve ark 2011-2014 yillar1
arasinda Istanbul’da yapilan calismada 190 Enterobacteriaceae susunda KPC gen

bolgesi de galigilmig ve sadece 1 susta (%0,7) KPC geni saptamiglar (2014).

Calismamiz sonuglarinda ise; 237 Enterobacteriaceae izolat1 igerisinde 46
susta (%19,4) karbapenem direnci saptandi ve direng saptanan suslarin 41’inde
(%89,1) karbapenemaz geni saptanmustir. Karbapenemaz direnci saptanip herhangi
bir direng geni saptanmayan 5 susta karbapenem direncinden sorumlu mekanizmanin
porin kaybi ile birlikte ESBL ya da yiiksek diizey AmpC varlig1 olabilecegi

diistiniilmiistir.

Bu ¢alismada izolatlarin hi¢gbirinde KPC geni saptanmamistir. KPC gen varligi
Avrupa’da ¢ok yaygin olmasina ragmen giiniimiize kadar iilkemizden sadece tek
bildirim yapilmustir. 2014 yilinda Istanbul’da yapilan c¢alisma ile Bursa kaynakli bir
K.pneumoniae izolatinda saptanmis olup DNA dizileme yontemi ile KPC-2 gen
bolgesi ile uyumlu oldugu saptanmis ve iilkemizden ilk kez KPC geni bildirimi

yapilmistir (2014).
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Tablo 5.1. Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz genlerinin dagilimi ile ilgili son 2 yilda yapilan ¢aligmalarin verileri

Kaynak Yer Y1l Sus sayisi(n) IMP (%) VIM(%) NDM(%)  OXA-48(%) OXA-58(%) KPC(%)
Alp ve ark Kayseri 2013 94 3,2 - 4,3 91,5 - -
Asik ve ark Afyon 2014 22 18,1 27,2 - 100 - -

Karatuna ve ark Istanbul 2014 190 - 0,7 16,7 74,3 - 0,7
Giani Italya 2012 270 - 1,7 - 1,1 - 75,9
Drew Ingiltere 2013 421 - - 16,6 - - 12,5
Doyle Amerika 2012 142 3,5 13,3 19,1 9,8 - 34,5
Kaase Almanya 2012 132 2,2 18,1 5,3 18,1 - 18,1

Kim Kore 2013 35 2,8 2,8 8,5 - - -

Girlich Fransa 2013 133 13,5 14,2 12,7 - - 36,1

Calismamiz Afyon 2013 237 47 8,9 0,4 11 - -
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6. SONUC ve ONERILER

Calismada, Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarma Ocak 2012-Aralik 2012 tarihleri arasinda g¢esitli
kliniklerden gonderilen materyallerden izole edilen 138 K.pneumoniae, 52 E.coli, 47
Enterobacter spp. izolatinda fenotipik ve genotipik yontemlerle karbapenem direnci
ve bu direngten sorumlu karbapenemaz enzimleri arastirilmistir. Yapilan bu

calismada asagidaki sonuclar elde edildi.

1. Calismamizda Enterobacteriaceae tiyesi izolatlar en sik pediatri bolimii
basta olmak iizere dahili birimlerden, (%54) ve idrar orneklerinden (%45,6) izole

edilmistir.

2. Calismaya dahil edilen K.pneumoniae suslarmin %?23,9’unda, E.coli
suglarmin  %13,5’inde, Enterobacter spp. suslarmin  %12,8’inde ertapenem,
imipenem veya meropenemden en az birine diren¢ ya da azalmis duyarlilik
saptanmistir. Suslarin tiimiinde karbapenemlere direng orani %19,4 olarak tespit

edilmistir.

3. Calismamizda 237 Enterobacteriaceae izolatinda, karbapenemaz
enzimlerinin varligin1 fenotipik olarak saptamak amaci1 ile CLSI oOnerileri
dogrultusunda smif A karbapenemazlar i¢in boronik asit testi, smif B
karbapenemazlar i¢in MHT ve MBL-E test yapilmistir. Boronik asit testi ile suglarin
hi¢cbirinde pozitiflik saptanmamistir. MHT ile karbapenem direngli suslarin

%39,1’inde pozitiflik saptanirken, MBL E test ile %58,5’inde pozitiflik saptanmaistir.

4. K. pneumoniae suslarinda fenotipik olarak MBL-E test ile pozitif bulunan 21
izolat genotipik olarak 6 (%28,6) blajwe, 12 (%57,2) blayim, 1 (%4,8) blanpm, gen
bolgeleri; MHT ile pozitiflik saptanan 16 izolat, genotipik olarak 9 (%56,2) blajwp,
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11(%68,7) blayiv saptanmistir. Enterobacter spp.’de 3 sus MBL-E test ile pozitif
bulunmustur ve bu suslar genotipik olarak 2 (%66,6) blayim, 1 (%33,3) blaywe gen
bolgeleri; MHT ile 3 sus pozitif saptandi ve genotipik olarak 2 (%66,6) blaym 1
(%33,3) bla;vp gen bolgeleri belirlenmistir. E.coli izolatlarinda fenotipik ve genotipik
olarak karbapenemaz saptanmamistir. Bu sonuglara gore fenotip saptama yontemleri

karsilastirildiginda MBL-E testin daha duyarli oldugu gézlemlenmistir.

5. Genotipik olarak izolatlarda karbapenemaz enzimlerinden KPC, VIM, IMP,
NDM, OXA-48, OXA-58 tipi karbapenemazlar1 kodlayan gen bolgeleri molekiiler
yontemlerle aragtirilmigtir. Caligmaya dahil edilen izolatlarin hi¢gbirinde OXA-58 ve
KPC gen bolgesinin varligi gézlenmemistir. Suslarin %]11’inin OXA-48, %8,9’unun
VIM, %4,7’sinin IMP, %0,4 {iniin NDM genine sahip oldugu saptanmistir.

6. PZR ile NDM gen bolgesi belirlenen K. pneumoniae susunun sekans analizi
yapilmis ve ilgili gen bolgesinin NDM-1 oldugu dogrulanmistir. Bu bolgemizden
bildirilen ilk NDM-1 karbapenemazdir.

7. Karbapenem direnci 6zellikle yogun bakimlarda énem kazanmistir. Direng
yayiliminin engellenmesi i¢in enfeksiyon hastaliklarina yonelik kontrol 6nlemlerinin
almmasi, ampirik tedaviye bolgesel ya da ulusal siirveyans verilerine gore karar
verilmesi, antibiyotik duyarhlik testi sonucuna gore primer ilaglarla tedaviye
baslanmasi ve direng gelisimi agisindan tedavi siirecinin antimikrobiyal duyarlilik

testi ile izlenmesi gibi tedbirler alinmasi1 gereklidir.

8. Antibiyotik diren¢ durumlarmin belirlenmesi ile antibiyotiklerin daha dogru
ve etkin sekilde secilmesi saglanabilecek ve dogru planlanmis tedavi ile siireg

azaltilmig olacak, boylece ekonomik kaybin da dniine gegilebilecektir.

9. Dogru karbapenemin gergek endikasyonda, uygun karbapenem, dogru dozaj

ve siirede, dogru uygulama sekliyle optimizasyonu saglanarak gereksiz kullaniminin
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smirlandirilmasi tartisilmali, aksi takdirde direng sorununun yayilimi kagmilmaz bir

sonug olacaktir.

10. Kullanimdaki antibiyotiklerin diren¢ sorunu nedeniyle etkisinin azaldigi,
direngli bakterilere etkili yeni antimikrobiyal gelistirme ¢abalarinin sonugsuz kaldigi
giiniimiiz diinyasinda, global bir sorun haline gelen karbapenem direncinin &niine
gegcilebilmesi igin direngten sorumlu mekanizmalarin anlagilmasi gereklidir. Bu
nedenle direng mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik daha kapsamli ve daha fazla

calismaya ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
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OZET

Enterobacteriaceae Uyelerinde Karbapenem Direnci ve Direngten Sorumlu

Enzimlerin Varhginin Arastirilmasi

Karbapenemler coklu ilag direngli gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda
onemli bir tedavi secenegi olarak kabul edilmektedirler. Ancak, giliniimiizde
karbapenemleri hidrolize eden enzimlerin goriilmesiyle birlikte karbapenemlerin
antimikrobiyal etkinlikleri azalmistir. Karbapenemazlar en giiglii hidrolitik aktiviteye
sahip beta-laktamazlardir. Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direncinden
en sik KPC, OXA-48, OXA-58 karbapenemazlar ve VIM, IMP, NDM gibi metallo-
beta-laktamazlarin sorumlu oldugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada enfeksiyon etkeni
olarak en sik izole edilen ii¢ Enterobacteriaceae iiyesinde karbapenemaz gen

bolgelerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calisma Ocak 2012 ve Aralik 2012 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Hastanesi’nde gerceklestirilmistir. Calisma siiresince, ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen, 138 Klebsiella pneumoniae, 52 Escherichia coli ve 47
Enterobacter spp. olmak tizere Enterobacteriacea iiyesi toplam 237 ait sus ¢alismaya
dahil edilmistir. Karbapenemlerden herhangi birine diren¢ ya da azalmis duyarlilik
gosteren klinik izolatlarda sorumlu gen bolgeleri aragtirilmistir. Bakteri tanimlanmasi
ve antibiyotik testleri, geleneksel yontemler ve otomatize sistemle (Phoenix100,
Becton Dickinson Co, Sparks, MD, ABD) gerceklestirilmistir. KPC, VIM, IMP,
NDM, OXA-58 ve OXA-48 karbapenemazlar1 kodlayan gen bolgeleri Polimeraz

zincir reaksiyon yontemi (PZR) kullanilarak arastirilmistir.

Suslar, pediatri klinigi basta olmak iizere dahili tip birimlerinde yatarak tedavi
goren hastalardan (% 75) ve idrar (n=108), yara (n=48), kan (n=43), trakeal aspirat

n=23) ve balgam (n=15) érneklerinden izole edilmistir. Izolatlarin % 19’unda
(n=23) ve balgam (n=15) klerinden izole edilmisti latl % 19’unda (33
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K. pneumoniae, 7 E. coli ve 6 Enterobacter spp.) ertapenem, imipenem ve
meropenemden en az birine direng veya azalmis duyarlilik tespit edilmistir.
Karbapenem direngli izolatlarin %89’unda, karbapenemaz kodlayan genlerden en az

birinin varhig1 saptanmistur.

Karbapenemaz kodlayan genlerden en sik Dblagxa4s gozlenmistir (21
K.pneumoniae, 2 E.coli, 3 Enterobacter spp.). Bunu takiben diger genler blaym (21
K.pneumoniae, 2 Enterobacter spp.), blajve (10 K.pneumoniae, 1 Enterobacter spp.)
ve blanpm-1 (1 K. pneumoniae) seklinde belirlenmistir. Suslarin hi¢birinde KPC ve
OXA-58 genleri gozlenmemistir. Karbapenemaz tireten Enterobacteriacea tiyelerinin
diinya capindaki yayilimi, bu suslarla olusan enfeksiyonlarda tedavi segeneklerinin
olduk¢a sinirli olmasi nedeniyle evrensel boyutta 6nemli bir saglik sorununu
olusturmaktadir. Bu c¢alismanin sonuglart karbapenem direncinin = 6zellikle
K.pneumoniae suslarinda daha yiiksek bulundugu ve karbapenem direncinden
sorumlu primer enzimin OXA-48 oldugu ancak metallo-beta-laktamazlarinda
oldukca sik saptandigini gostermistir. Bu bulgulara ilaveten hastanemizde ilk kez

NDM-1 karbapenemaz iireten K.pneumoniae izolati tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriacea, karbapenemler, direng.
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SUMMARY

Investigation of Carbapenem Resistance in Enterobacteriaceae Species and
the Presence of the Enzymes Responsible from Resistance

Carbapenems admitted as a significant treatment choose in multi-drug resistant
gram-negative bacteria infections. Unfortunately nowadays antimicrobial effectivity
of carbapenems gradually have decreased with showing up enzyms which hydrolyze
carbapenems. Carbapenemases are [3-lactamases have the most powerfull hydrolytic
activity. It is reported that carbapenemases KPC, OXA-48, OXA-58 and metallo-f3-
lactamases as VIM, IMP, NDM are responsible for carbapenem resistance in
members of the Enterobacteriacea mostly. In the study it was aimed to investigate
carbapenemases gene region responsible for production of carbapenemase enzymes
in three members of carbapenem resistant Enterobacteriaceae which commonly

isolated as infection agents.

The study was performed at Afyon Kocatepe University Hospital between the
dates January 2012 and December 2012. A total of 237 strains member of
Enterobacteriacea, including 138 Klebsiella pneumoniae, 52 Escherichia coli and 47
Enterobacter spp. isolated from various clinical samples were collected during the
study period. Clinical isolates that showed decreased susceptibilty or resistance to
any of carbapenem were investigated. Identification of the bacteria and antibiotic
susceptibility tests were performed by conventional methods and automated system
(Phoenix100, Becton Dickinson Co, Sparks, MD, USA). Polymerase chain reaction
(PCR) method were use to detection of the KPC, VIM, IMP, NDM, OXA-58 and

OXA-48 gene regions encoding carbapenemase.

Strains were isolated from inpatients (75 %) from internal medicine

departments, especially from pediatry clinic and isolated from urine samples
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(n=108), wounds (n=48), blood (n=43), endotracheal aspirates (n=23) and sputum
(n=15). Resistance or decreased susceptibility to at least one of ertapenem, imipenem
and meropenem were detected in 19 % of isolates (33 K. pneumoniae, 7 E. coli ve 6
Enterobacter spp.). The presence of at least one of gene encoding carbapenemases
were detected in 89 % of carbapenem resistant isolates. blapxa-4s was the most
common genes encoding carbapenemase (in 21 K. pneumoniae, 2 E. coli and 3
Enterobacter spp. strains). The other genes were following that blayim (19 K.
pneumoniae, 2 Enterobacter spp.), blaywe (10 K.pneumoniae, 1 Enterobacter spp.)
and blaNDM-1 (1 K.pneumoniae), respectively. The presence of KPC and OXA-58

genes were not observed in any of isolates.

The worldwide spread of Enterobacteriaceae expresing carbapenemases
represents a major important treat of global health concern, because therapeutic
options are very limited in infections cause by these carbapenemase producers. So
defining carbapenem resistant strains is the primary important subject. The results of
this study indicate that carbapenem resistance are higher especially in K.pneumoniae
strains and OXA-48 was primarly responsible enzymes from carbapenem-resistance,
but also it was determined that metallo-B-lactamases were frequent. In addition of
these findings NDM-1 carbapenemase producing K.pneumoniae strain was isolated

firstly and resistance gene was defined.

Key Words: Enterobacteriaceae, carbapenemases, resistance.
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