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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda siklig1 giderek artan karbapenem direngli Enterobacteriaeceae tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de sorun olusturmaktadir. Enterobacteriaeceae
tiyelerinde karbapenem direnci en sik karbapenemleri hidrolize eden beta laktamazlara
(karbapenemazlar) baghdir. Genislemis spektrumlu beta laktamazlarin (GSBL)
tilkemiz hastanelerinde > %50 prevelans degerlerine ulagmasi karbapenem kullanimini
arttirmis ve karbapenem direnci gelisimine zemin hazirlamistir. Ulkemizdeki en yaygin
karbapenemaz Oxacillinases-48 (OXA-48) olmakla birlikte farkli karbapenemazlar da
bildirilmektedir. Verona Integron-encoded Metallo—beta-lactamase-5 (VIM-5),
Imipenem mediated Metallo Protein-1 (IMP-1), New Delhi Metallo-beta-lactamase-1
(NDM-1) ve Klebsiella pneumoniae Carbapenemase-2 (KPC-2) bunlar arasinda
sayilabilir.

Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae) orani Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) National Healthcare Safety Network 2008
verilerine gére Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde %3,6-10,8 olarak bildirilirken,
European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) verilerinde
Avrupa’da %0,6 olarak bildirilmistir.? Ulkemizde 2007 yilinda yapilan ¢cok merkezli
bir ¢alismada K.pneumoniae suslarinda imipenem direnci %3,2 olarak bildirilmistir.
Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) 2013 raporuna gore
tilkemiz genelinde invazif K. pneumoniae suslarinda karbapenem direnci %10°u
asmistir (imipenem %16, meropenem %315,40).# Central Asian and Eastern European
Surveillance of Antimicrobial Resistance (CAESAR) verilerine gore ise bu oran
2014°te %28, 2015°te %30 olarak bildirilmistir.>

Diinyada ve tilkemizde bu konu ile ilgili pek ¢ok merkezde ¢esitli aragtirmalar
yapilmakta, 6zellikle organizmalarin sahip oldugu karbapenemaz genleri ve izolatlarin
birbirleri ile olan klonal iliskileri incelenmektedir.® ’

Cogu tilkede karbapenemaz iiretimini saptamada bir protokol gelistirilmediginden,
karbapenemaz tiretiminin gercek prevelansi ve hangi hizda yayildig: halen bilinmiyor.
Gelecekte karbapenemaz lireten hastane kokenli (HK) K.pneumoniae suslart ile olasi

bir epideminin gerceklesmesi dngoriilmektedir. Bu nedenle bu direncli



mikroorganizmalarin erken tanimlanmasi salginlarin énlenmesinde énemli bir yere

sahiptir.®

Ulkemizde karbapenem direncinden ¢cogunlukla blaoxa-4s geni sorumlu olmakla
beraber son yillarda yaklasik ti¢ milyon ortadogu kdkenli miiltecinin Tiirkiye’ye
girmesi ile birlikte, iilkemizde nadiren izole edilen farkli karbapenemaz iireten
K.pneumoniae suslarinin ve epidemiyolojik klonlarin goriilebilecegi dikkate alinmali

ve bu konu ile ilgili yeni ¢caligmalar yapilmalidir.

Bu calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde tedavi olan
hastalardan izole edilen K.pneumoniae suslarinda siklikla karbapenem direncinden
sorumlu olan karbapenemaz enzimlerini kodlayan genlerin ve suslarin klonal iliskisinin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Klebsiella pneumoniae

2.1.1. Morfoloji, biyokimyasal ve Kiiltiirel 6zellikleri

K.pneumonia, gram negatif, hareketsiz, sporsuz, 0,6-6 um uzunlugunda ve 0,3-1
um genisliginde basil veya kokobasildir. Friedlander basili olarak da bilinen bakteri
Enterobacteriaecea ailesi iginde yer alir.® Laktoz/ sukroz/ glikozu fermente eder ve gaz
olusturur. Enterik bakterilerin tiir tayininde kulllanilan, Indol, Metil red, Voges proskauer,
Citrat (IMVIC) kimyasal reaksiyon sirasi (- - + +) dir. Polisakkarit yapisinda kapsiill,
aerop/ fakiiltatif anaerop, oksidaz negatiftir. Ureyi hidroliz eder. Hidrojen siilfiir (H2S)
negatiftir. Pek ¢ok klinik drnekten izole edilebilen basil, kanli, ¢ukolatamsi, Eozin Metilen
Blue (EMB), MacConkey agarda ek bir biiyiime faktoriine ihtiya¢ duymadan S ve M tipi

biiyiik koloniler olusturarak kolaylikla iirer.}° Ampisiline dogal direnglidir.

2.1.2. Virulans faktorleri

K.pneumoniae nin, enfeksiyon patogenezinde rol oynadigi bilinen, kapsiiler serotip,
hipermukovizkozite fenotipi, lipopolisakkarit, siderofor ve adezinler olmak tizere ¢esitli
virtilans faktorleri bulunmaktadir. K1-2 kapstiler serotip fagositozun 6nlenmesinden,
lipopolisakkarit endotoksin olusumundan ve hipermukovizkozite fenotipi de serum
bakterisidal etkisine kars1 direngten sorumludur. Enterobaktin ve aerobaktin gibi
sideroforlar demir alimini saglayip iiremeyi kolaylastirarak, adezinler ise bakterinin

dokulara baglanmasini saglayarak patogenezde ana rol oynar.? 1314

2.1.3. Epidemiyoloji ve klinik 6nemi

K.pneumonia genellikle immiin direnci diisiik (diyabet, alkolizm, malignite, steroid
tedavisi alanlar, renal fonksiyon bozuklugu olanlar vb.) kisilerde ya da HK enfeksiyona
neden olan firsat¢1 bir patojendir. Dogada da yaygin olarak bulunabilen bakteri, saglikli
kisilerde orofarinkste %1-6 ve diskida %5-38 oraninda normal florada bulunabilir. Bu oran
hastanede yatanlarda orofarinks ve diskida sirasiyla %20 ve %77’lere ¢ikabilir.® ¥ Artan
kolonizasyon orani antibiyotik kullanimi ile iliskilendirilmistir. Klebsiella spp. ile gelisen
HK enfeksiyonlarda, diskida tasiyici olanlardaki enfeksiyon riskinin, tasimayanlara gore 4

kat artmis oldugu saptanmustir.®



Son yillarda saglikli kisilerde beklenmedik viicut bolgelerinde (go6z, akciger, beyin,
kemik vb.) metastaz ile birlikte goriilen toplum kokenli (TK) piyojenik karaciger
apsesinden sorumlu, hiperviriilan varyant olarak tanimlanan yeni K.pneumoniae suslari
izole edilmektedir.!® Tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin %3-8’i, yogun bakim
hastalarindaki nozokomiyal enfeksiyonlarin ise %4- 17°si K.pneumoniae ile gelismekte ve
siklig1 giderek artmaktadir.® K.pneumoniae esasen HK enfeksiyon etkeni olarak en sik
tiriner sistem enfeksiyonu (%6-17), pnémoni (%7-14), primer kan dolasimi enfeksiyonu
(%4-15) ve yara yeri enfeksiyonu (%2-4) ile karsimiza ¢cikmaktadir.'?> Bu enfeksiyonlarin
gelismesindeki major risk faktorleri ise iiriner kateter, endotrakeal tiip ve intravendz kateter
gibi invaziv ara¢ kullanim1 ve daha 6nceki antibiyotik kullanimi olarak bildirilmektedir.*®
TK enfeksiyonlar ise daha az siklikta, yine iiriner sistem enfeksiyonu, pnémoni ve 6zellikle

Asya’da bildirilen karaciger absesi seklinde goriilmektedir.

HK enfeksiyon etkeni olarak izole edilen suslar genellikle gogul direngli olmaktadir.
Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminin ¢ok yaygin olmast K.pneumoniae 'nin da
aralarinda oldugu HK enfeksiyon etkenlerinin ¢oklu ilag direnci gelistirmesine neden
olmustur. GSBL pozitif K.pneumoniae ’larda karbapenem grubu antibiyotiklerin yogun
kullanimi, karbapenem direncini de beraberinde getirmistir.’> Bu direncin plazmitler
araciligiyla aktarilabiliyor olmasi iilkemiz ve hastanemizde de oldugu gibi tiim diinyada
karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae (KUE)’yi énemli bir sorun haline getirmistir.
Direncin ve yayiliminin 6nlenmesi i¢in hazirlanan ¢esitli rehberlerde antibiyotik

kullaniminin kisitlanmasi ve izolasyon énlemleri gibi koruyucu dnlemler &nerilmektedir.®

On yil dnce nadiren bildirildikleri halde, karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae
giintimiizde artan siklikla bildirilmektedir. Karbapenemaz 6zelliklerine sahip farkli enzim
gruplari ortaya ¢ikmis ve diinya ¢apinda yayilmistir. KPC enzimleri daha ¢ok HK
enfeksiyonlardan izole edilirken, NDM ve OXA-48 TK enfeksiyonlardan da izole

edilmektedir.t’

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), KUE’yi insan sagli§ia yonelik en biiyiik ii¢ tehditten biri
olarak simiflandirmaktadir. KPC ve NDM nin kiiresel etkisi, antibiyotik ¢aginin sonu
olduguna dair diinya ¢apinda bir korku yaratmistir. KPC, OXA-48, VIM, IMP ve NDM

basta olmak iizere karbapenemazlarin molekiiler epidemiyolojisi lizerine yapilan



aragtirmalar, bu karbapenemazlarin yayginliginin hizli ve kalict oldugunu ortaya

koymaktadir.*®

Bu mikroorganizmalarla enfekte olan hastalarda mortalite hiz1 %50 ve iizerindedir.!® Bu
suslar karbapenem grubu disindaki, aminoglikozit ve kinolon gibi pek ¢ok antibiyotige de
direnglidir. Nitekim mevcut tiim antibiyotiklere direngli (PDR) organizmalar da
bildirilmistir.? 2 Ornegin bir y1llik siiregte izole edilen 3846 K.pneumoniae susunun
946’s1 KDKP olarak saptanan ¢alismada, uzun siireli bakim hastanelerinde KDKP
enfeksiyon hiz1 %25, suslarin kolistin direnci %16, amikasin direnci %59,2, kinolon
direnci ise %97 nin iizerinde bulunmustur.?? Bu durum KDKP ile gelisen enfeksiyonlarm
tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyal seceneklerini kisitlamaktadir. Ayrica direng
genlerini barindiran plazmitler, pek ¢ok enterik bakteri arasinda transfer olabilmesi
nedeniyle de diinya genelinde halk sagligini tehdit etmektedir. Karbapenem direngli
Enterobacteriaceae (KDE) enfeksiyonlari halen siklikla HK enfeksiyon olarak karsimiza

cikmaktaysa da giderek artan siklikta TK enfeksiyonlarda da goriilmektedir.?3

2.2. Beta laktam antibiyotikler

Beta laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvar sentezini inhibe ederek bakterisidal etki
gosteren genis spektrumlu antibakteriyal ajanlardir. Beta laktam antibiyotiklerde, biri azot
ticii karbon dort liyeli doymus bir halkadan olusan beta laktam halkas1 ortak olup
antibakteriyel etkiden sorumludur. Monobaktamlar harig, bu ana halkaya ikinci bir
halkanin eklenmesiyle 6-aminopenisilanikasit (6-APA) olusur. 6-APA molekiiliine gesitli
yan zincirler eklenmesi ile farkli molekiiler yap1 ve etkinlige sahip 5 temel grup beta

laktam antibiyotik elde edilmistir.?* 2

Penisilinler
Sefalosprorinler
Monobaktam

Karbapenemler

o B~ w0 D

Beta laktamaz inhibitorleri

2.2.1. Karbapenemler
Karbapenemler, beta laktam antibiyotikler i¢indeki diger gruplarla
karsilastirildiginda en genis spektrumlu antibakteriyel etkiye sahip gruptur.?® GP ve GN



hiicre duvarlarinda bulunan PBP’lere olan yiiksek afinitesi ve kiigiik molekiiller olmalari
nedeniyle hizl1 bakterisidal etkiye sahiptirler.?” Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
spp., Burkholderia cepacia gibi non fermentatif GN mikroorganizmalara, Escherichia coli
(E.coli) gibi GSBL, Enterobacter tiirleri gibi AmpC iireten bakterilere, streptokok,
metisilin duyarl stafilokok, Neisseria ve Haemophilus’a kars1 oldukga etkindir. Diger
genis spektrumlu antibiyotiklerin aksine Bacteroides fragilis, Bacteroides
thetaiotaomicron, Prevotella bivia, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium mortiferum,
Peptostreptococcus asaccharolyticus ve Clostridium perfringens gibi GN ve GP
anaeroplara kars1 da etkilidir. Genis antibakteriyel etkisi, beta laktamazlara dayanikli
olmasi ve giivenli kullanim aralig1 nedeniyle ciddi enfeksiyonlarin tedavisindeki 6nemli
seceneklerden biridir. Hatta Meropenem, klavulanik asit ile kombine kullanildiginda,
normalde kromozomal beta-laktamazina bagl olarak beta-laktamlara direngli olan ¢oklu
ilag direngli Mycobacterium tuberculosis’i 6ldiirebilir.?® Ancak, metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus faecium, Stenotrophomonas maltophilia ve
metallo beta laktamaz iireten GN mikroorganizmalara etkinligi yoktur.?” 2° imipenem,
panipenem ve doripenemin gram pozitiflere, meropenem, ertapenem ve biapenemin ise

gram negatiflere daha etkin oldugu belirtilmistir.?®

Karbapenemlerin etki spektrumlarina gore onerilen siniflandirilmasi 1.Cizelge’deki
gibidir.

1.Cizelge. Karbapenemlerin Siniflandiriimasi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Ertapenem Meropenem Razupenem

Panipenem Imipenem Tebipenem
Doripenem Tomopenem
Biapenem Sanfetrinem

Birinci grup karbapenemler gram negatif non fermentatif bakterilere sinirl etkinlik
gosterir, dzellikle toplumdan kazanilmis ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde uygundur. ikinci

grup karbapenemler ise gii¢lii nonfermentatif etkinlikleri nedeniyle HK enfeksiyonlarin



tedavisinde kullamlir. Ugiincii grup karbapenemler ¢alismalar1 devam etmekle birlikte

ikinci grubun etkinligine ek olarak “MRSA”"ya kars1 da aktivite gdstermektedir.?®

2.2.2. Beta laktam antibiyotiklerin etki mekanizmalari

Beta laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinda bulunan kisa peptit zincirleri ile
birbirine ¢apraz baglarla baglanmis peptidoglikan tabakasinin sentezini engelleyerek
antibakteriyel etki gosterirler. Bu tabaka mikroorganizmanin yap1 ve biitiinliiglinii saglar.
Beta-laktam antibiyotiklerin bakteri hiicrelerindeki hedefi, hiicre duvar sentezinin
transpeptidasyon basamagindan sorumlu olan penisilin baglayici proteinler (PBP)’dir.
Beta-laktam antibiyotikler, PBP’lerin substrati olan D-alanin molekiilleriyle
benzerliklerinden dolay1 bu enzimlere geri doniisiimsiiz baglanip, enzimin substratina
baglanmasini engeller.®® Hiicre duvar yapis1 bozulan bakteri ozmotik direng kaybina

ugrayarak lizis olur.?*

Beta-laktam antibiyotiklerin etkinlik gostermeleri i¢in hedeflerine baglanmalari gerekir.
Bunun i¢in GN bakterilerde porin (Dis Memran Proteini, OMP) ad1 verilen protein
kanalciklarindan gegmeleri, periplazmik boslukta yer alan beta laktamazlardan
etkilenmemeleri gerekmektedir. GP bakterilerde ise daha kalin bir peptidoglikan tabaka
olmasina karsin dig membran bulunmaz. Beta laktamazlar1 da bu tabakada ya da serbest

olarak bulunur.?

2.3. Karbapenem direnci

Non-fermentatif GN bakterilerin ¢cogunda ( Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,)
Enterobacteriaceae ailesinde (6zellikle Klebsiella spp., E. coli, Enterobacter spp.) ve GP
koklarda (Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp.)ve Nocardia
spp. ‘de kliniklerde kullanilabilen cogu karbapenemlere karsi direng gézlenmektedir. Bu

durum toplum saghg agisindan tiim diinyada énemli bir sorun teskil etmektedir.3!

Karbapenemlere diren¢ mekanizmalari; karbapenemaz enzimlerinin tiretimi, atim
(efluks) pompalari, porin ve PBP’lerin ekspresyonlarini ve/veya fonksiyonlarini degistiren
mutasyonlar gibi ¢esitli mekanizmalarla meydana gelebilir. Bu mekanizmalarin birkaginin
birlikte goriilmesi, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii gibi tiirlerde yiiksek

diizey karbapenem direncine ve farkli direng fenotiplerine yol agmaktadir.® 18



GP koklarda karbapenem direnci, PBP’lerin aminoasit dizilerindeki degisimlere ya da
karbapenemlere direncli yeni bir PBP kazanmaya bagli olarak ortaya ¢ikmaktayken, GN
lerde B-laktamazlarin iiretimi 6n planda olmakla birlikte porin kayiplari, PBP degisimleri
ve atim pompalarinin ekspresyonu da karbapenem direncinde rol almaktadir.>! Baz
suslarda, atim pompalartyla olusan dirence ya da membran gegirgenliginde azalmaya,
GSBL ya da AmpC enzimlerinin asir1 tiretiminin eslik etmesiyle de karbapenem direnci
olusabilir. Plazmitte kodlanan karbapenemaz enzimi disindaki mekanizmalarla meydana

gelen karbapenem direnci aktarilamamaktadir.3% 33

2.3.1. Karbapenemazlar

Enterik bakterilerdeki karbapenem grubu antibiyotiklere karsi en sik karsilagilan direng
mekanizmasidir. Karbapenemazlar; penisilinleri, gogu zaman sefalosporinleri ve degisen
derecelerde olmak iizere karbapenemleri ve monobaktamlari hidroliz edebilen beta-

laktamazlardir. Etki ettikleri beta-laktam ajanlar agisindan farklilik gosterirler.®

Karbapenemazlar kromozomal ve kazanilmis olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.
Kromozomal olan gruba, Bacillus cereus I, B. fragilis’in CcrA, Burkholderia cepacia’nin
PCM-1, Stenotrophomonas maltophilia’nin L1, Chryseobacterium indologenes’in IND-1-
4, C. meningosepticum’un blag enzimleri 6rnek verilebilir. Tiimii fonksiyonel siniflamada
grup 3’te, molekiiler siniflamada ise simif B’de yer alan metallo enzimlerdir.3* Siif A’da
yer alan NMC/IMI (not metallo enzyme carbapenemase/ Imipenem hydrolyzing -
lactamase) ve SME (Serratia marcescens enzyme) de kromozomal olarak kodlanan

karbapenemazlardandir.®®

Kazanilmis karbapenemaz genleri ise, genellikle diger direng genlerini de tasiyan
plazmitlerde lokalize olup, yiiksek oranda aktarilabilir olduklarindan, uygun antibiyotik
tedavisi ve kontrol 6nlemlerinin alinmast i¢in hizlica saptanmalari diinya genelinde

epidemiyolojik agidan 6nem tasir.%®

Kazanilmis karbapenemazlar, preteinlerin aminoasid dizisini temel alan Ambler
molekiiler siniflamasinda A, B, C, D smifinda yer alir. Bush, Jacoby ve Medeiros
tarafindan, substrat profilleri, beta laktamaz inhibitdrlerine duyarlilik gibi biyokimyasal

ozellikler esas almarak yapilan fonksiyonel siniflamada ise 2d, 2f ve 3 igerisinde yer alir.%’



Smif A, C ve D’de yer alan enzimlerin aktif bolgelerinde serin aminoasidi bulunurken,
Sinif B’deki metallo beta-laktamaz olarak adlandirilan enzimlerin aktif bolgesinde ¢inko
bulunmaktadir. Nozokomiyal patojenler arasinda klinik 6neme sahip olanlar sinif A, B, D
dir ve plazmit ile aktarilirlar.®® Kromozomal olarak kodlanan Sinif C (AmpC)

karbapenemlere kars zay1f aktivite gosterir ancak klinik olarak énemli sayilmazlar.*

Enterobacteriaceae’da karsilasilan plazmit kokenli karbapenemazlar 2.Cizelge’de

simiflandirilmstir.

2.Cizelge. Enterobacteriaceae’da karsilasilan plazmit kokenli karbapenemazlar.®’

Enzim Molekiiler simif Fonksiyonel Aztreonam EDTA ile KA ile
grup hidrolizi inhibisyon inhibisyon

KPC A 2f + - n

VIM B 3 - n

IMP B 3 = +

NDM B 3 - +

OXA-48 D 2d - - +

EDTA: Etilendiamintetraasetik Asit, KA: Klavulanik Asit

2.3.1.1. A sinifi karbapenemazlar

Bu grupta klinik olarak 6énemli enzim KPC tipi enzimlerdir. Aztreonam dahil tiim beta
laktamlar1 hidroliz edebilirler. Boronik asitle ve kismen de klavulonik asitle inhibe
olurlar.® Giiniimiizde KPC-24’e kadar farkli varyantlar1 bildirilen KPC (KPC-2) ilk olarak
1996’da ABD’nde bir K.pneumoniae susunda tespit edilmis ancak iilkeler ve kitalar arasi

yayilim gdstermistir.> 0

2.3.1.2. B simifi karbapenemazlar

Metallo beta-baktamazlar (MBL) olarak ta adlandirilirlar. Karbapenem hidroliz
aktiviteleri diger karbapenemazlardan daha fazla ve karbapenemler i¢in olusturduklari
MIK degerleri daha yiiksektir.3” Enterik bakterilerde sik karsilasilan MBL’lar IMP, VIM
ve NDM enzimleridir. Aztreonam harig¢ penisilin, sefalosporinler ve karbapenemler gibi

genis bir antibiyotik grubunu hidroliz edebilirler. Mevcut beta laktamaz inhibitorleri



(klavulonik asit, tazobaktam, sulbaktam) ile inhibe olmazlar. EDTA ve Dipikolinik Asit
(DPA\) ile inhibe olurlar.3®

2.3.1.3. D smnifi karbapenemazlar

Oksasilini penisilinden daha hizli hidroliz etmelerinden dolay1 oksasilinazlar olarak ta
adlandirilirlar. Karbapenemleri zayif hidroliz ederler.®” Genellikle seftazidim, sefotaksim
ve aztreonami ya hig hidrolize etmez ya da zay1f bir sekilde hidroliz ederler. Klavulonik
asitle zayif inhibe olurlar. Siklikla P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerinde daha az
olarak enterik gram negatif bakterilerde bulunurlar. Ancak, tilkemizde OXA-48 araciligiyla
Enterobacteriacea’da artan oranlarda karbapenem direnci bildirilmektedir. OXA 23-27-49-
24-25-26-40-72-51-58 Acinetobacter tiirlerinde karbapenemaz aktivitesi gosterir. Enterik

bakterilerdeki karbapenemaz aktivitesi olan enzimler siklikla OXA-48 ve OXA-181 dir.3"
39

2.4. Enterobacteriaceae’da karbapenemaz epidemiyolojisi

KPC iireten Enterobacteriacae’nin diinya ¢apindaki yayilimi gram negatifler arasindaki
en 6nemli ¢ok ilaca direncli organizma (CIDO) pandemisi olarak nitelendirilebilir.
Ozellikle K.pneumoniae’da saptanan genin ¢ogunlugu sekans tip 14 (ST14) veya ST258
klonuna ait olmakla birlikte ¢ok sayida K. pneumoniae sekans tipinde de tespit edilmistir.
CID K. pneumoniae suslar1 diinya genelinde salginlardan bildirilmekle birlikte, ¢ok sayida

iilkede endemik hale gelmistir.*!

KPC ilk kez 1996 yilinda bir K. pneumoniae susunda Kuzey Carolina’da saptanmis
olup ABD’nde en sik saptanan karbapenemazdir.*? Giiniimiizde KPC tipi
karbapenemazlarin yirmidért alt tipi bildirilmistir.*® KPC-2 ve KPC-3 en sik rastlanan
tiplerdir. Ilk bildirimin ardindan iilkede pek ¢ok hastaneden KPC iireten enterik bakteri
tiretimi raporlanmustir. 2006 yilinda yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada K.pneumoniae
suslarinda blakpc’nin yaygiligi %36 olarak saptanmis, bu oran ilging bi sekilde 2009°da
%25, 2013’te ise %13 e gerilemistir.*® Ohio, Pennsylvania ve Michigan’da yapilan diger
bir ¢alismada KPC enzimi iireten enterik bakterilerin bolgede endemik oldugu 6zellikle de
K.pneumoniae ST258 klonunun bundan sorumlu oldugu goriilmiistiir. Caligmadaki
suglarda saptanan karbapenemaz genlerinin %90°dan fazlasin1t KPC-2 ve 3 enziminin

olusturdugu ayrica belirtilmistir.**

10



Avrupada ise KPC iireten enterik bakteriler siklikla akdeniz {ilkelerinde rapor edilmistir.
2014-15te italya ve Yunanistan bu enzim i¢in endemik bdlge olarak rapor edilmistir.
Diger karbapenemaz genleri mevcutsa da, KPC bu iki tilkede hala karbapenemaz
direncinin en sik nedenidir.*® 2012-14 yillar1 arasinda Italya’da 436 karbapenemaz iireten

Klebsiella ile yapilan bir ¢alismada 432’sinde de KPC tespit edilmistir.*5

Yunanistan’da 10 yillik bir calisma ile elde edilen verilere gore yillar iginde dramatik
olarak KPC {iretimi artmistir. 2008 yilindan 6nce hi¢ enzim tespit edilememisken bu yildan
itibaren prevalans oldukga artmis ve 2014’te K.pneumoniae suslarinin biiyiik kisminin

blaxpc tasidigi tespit edilmistir.4”

KPC enzimi Asya’da 6zellikle Cin’de rapor edilmistir.*® 2011 yilindaki bir calismada

109 ertapenem direncli K. pneumoniae'nin %71'inde blakpc-2 saptandig1 raporlanmistir.*

Ulkemizde ise ilk olarak Labarca ve ark.>® 2012 yilinda Romanya’daki bir hastaneden
Istanbul’a sevk edilen 80 yasindaki bir kadin hastanin trakeal aspirat kiiltiiriinden
imipenem, meropenem, ertapenem ve Kkolistin direngli KPC-2 pozitif K.pneumoniae susunu
izole etmislerdir. Sekans analizi yapilmis olan susun, diinya ¢apinda KPC iireten K.

pneumoniae’da siklikla rastlanan ST258’¢ sahip oldugu belirlenmistir.

Ulkemizde sonrasinda yapilan ¢ogu ¢aligmada blakec tasiyan K.pneumoniae izolatt
saptanamamustir.>! % 53 Nadir olarak izole edildigi bildirimler de mevcuttur.54 %5 56
Istanbul’da bir iiniversite hastanesinden 2013 yilinda izole edilen 22 KDE ile yaptiklari
calismada Poirel ve ark.> iki K.pneumoniae izolatinda blakpc-2 saptadiklarini
bildirmislerdir. Ozbek ve ark.*® ise 2015 yilinda 40 KDE’de bir E.coli izolatinda blakpc
saptamislardir. Kuskucu ve ark.>® 2016 yilinda 4052 adet E.coli izolatryla yaptiklar:
calismada karbapenem direngli 24 susun sadece ikisinde KPC-2 enzimi saptadiklarini
bildirmistir. “EUSCAPE ” verilerine gore ise 2014-2015 yillar1 arasinda iilkemizde blakrc

bildirimi hi¢ yapilmamugtir.*> 7

Enterobacteriaceae ailesinde ilk blamve-1 geni Japonya’da S. marcescens ‘den izole
edilmis ve 7 hastanedeki salginla iliskilendirilmistir.2 Sonrasinda IMP iireten enterik
bakteri iilke genelinde bildirilmeye devam etmistir.** Giiniimiizde diinya genelinde gesitli

bakteri tiirlerinde IMP’nin 53 adet tipi tanimlanmustir.*® IMP iireten enterik bakteriler
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Taiwan ve Japonya’da endemik olarak goriilmekteyken, diger tilkelerdeki blamp

bildirimleri ¢ogunlukla sporadik salgilar veya tek olgular seklinde olmaktadir.®

Ulkemizde ilk IMP-1 pozitifligini Aktas ve ark.*® néroblastomali bir cocugun kan
kiiltiirtinden izole edilen K.pneumoniae susunda bildirmislerdir. Bundan sonra yapilan
cogu calismada blaive pozitifligi bildirilmemistir.>! > > Nadir olsa da blaive bildiren
yayinlar da mevcuttur.>? °% %% 81 Zarakolu ve ark.®* 2009-2013 yillar1 arasinda kolonizasyon
acisindan taradiklar1 4105 hastadan izole ettikleri 279 KDKP susunun sadece birinde
blawmp pozitifligi saptamislardir. Cakar ve ark.>? 2016 yilinda “EuSCAPE ” projesi
kapsaminda ¢esiti merkezlerden toplanan 124’{inti K.pneumoniae’nin olusturdugu 155
KDE ile yaptiklar1 ¢alismada iki K.pneumoniae izolatinda blamp saptadiklarini

bildirmislerdir.

VIM tipi MBLlIar ilk olarak 1996 ve 1997°de P. aeruginosa’da Verona, Italya'dan
(VIM-1) ve Marseilles,Fransa (VIM-2) dan izole edilmistir.5% % 2000°1i y1llarin baslarinda
VIM tipi MBL iireten enterik bakteriler pek ¢ok iilkeden rapor edilmeye devam etmistir.
K.pneumoniae ve E.coli’de VIM tipi enzimlerin en sik goriildiigii iilke Yunanistan’dir.*!
Giiniimiizde 46 adet VIM enzimi tanimlanmistir.*® Diinya genelinde en yaygin tipi

P.aeruginosa’da VIM-2, enterik bakterilerde ise VIM-1 dir.5

VIM-5 2003 yilinda ilk defa iilkemizden bildirilmistir.®® [lk VIM-1 bildirimi Yildirim
ve ark.% tarafindan 2007°de yapilmis olup 0 zamana kadar iilkemizde sadece VIM-5
enzimi saptanmigtir. Bundan sonra da Enterobacteriaceae’da sik olmamakla birlikte blavim
bildirimleri yapilmugtir.5% %2 53.55.60 Demir ve ark.%! 2015 yilindaki bildirimlerinde 80 KDE
izolatindan ikisinde (Enterobacter cloacae) VIM pozitifligi saptadiklarini belirtmislerdir.
Baran ve ark.” ise 2016 yilinda 181 KDE izolatindan sadece bir K.pneumoniae susunda
blavim saptadiklarini bildirmiglerdir. Yine 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada “EuSCAPE”
projesi kapsaminda ¢esitli merkezlerden toplanan 124 KDKP izolatindan dordiiniin sadece
VIM, tigiintin OXA-48 ile birlikte VIM birinin ise NDM ile birlikte VIM enzimini

{irettigini saptamislardir.>

MBL iireten enterik bakterilere olan dikkat 2008’de ST14 K.pneumoniae susunda NDM
ad1 verilen yeni bir MBL enziminin saptanmasiyla artmistir. Hindistan New Delhi’de

saglik hizmeti almis olan bir Isvecli hastadan iiriner sistem enfeksiyonu etkeni olarak izole
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edilmistir.®” Ancak SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) verileri
blanom geninin 2006 baslarindan beri Hindistan’da dolastigin diisiindiirmiistiir.%
Tanimlandig1 giinden beri, hizl1 gen transferi sayesinde diinya genelinde tiirler arasi
yayilimi artmistir. Hindistan’1n alt bolgeleri gibi endemik olan bolgelerde NDM tip MBL
lar diger karbapenemazlara gore ¢ok daha fazla belirlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada
Hindistan’dan toplanan 235 susun %28’inin en az bir karbapenemaz geni tasidig1 ve bunun
da %50’sinin blanpm oldugu saptanmustir.%® Diger iilkelerde siklikla sporadik olgular

seklinde bildirimler yapilmaktadir.*! Giiniimiizde 16 adet alt tipi tanimlanmugtir.*°

NDM enzimi, iilkemizde ilk defa 2011 yilinda Istanbul’da, Irak’tan gelen 16 yasindaki
bir 16semi hastasinin kan kiiltiiriinden izole edilen K.pneumoniae susunda saptanmustir.”®
Bundan sonra da iilkemizde NDM-1 iireten K.pneumoniae bildirimleri yapilmistir.>>
2015 yilinda yaptiklar: bir calismada Demir ve ark.>! Enterobacteriaceae suslarinda NDM-
1 prevelansini %10,5 olarak raporlamislardir. Iraz ve ark.’ yine 2015 yilinda yaptiklari

calismada NDM-1 oranin1 K.pneumoniae suslarinda %19 olarak belirtmislerdir.

NDM tipi MBL'lere 6zgii bir diger husus da diisiik gelirli iilkelerde ¢evresel kaynaklar
yoluyla topluma yayilabilmesidir. 2011 yilinda Hindistan’da yapilan bir nokta prevalans
calismasinda musluk suyu 6rneklerinin %4’{inilin ve su birikinti drneklerinin %30’ unun

NDM pozitif bakteri igerdigi saptanmgtir.”

OXA-48 enzimi, ilk defa 2001 yilinda iilkemizde bir K.pneumoniae izolatinda
saptanmigtir.”* Ulkemizde endemik olan blaoxa-4s, yapilan galigmalarda halen en sik
saptanan karbapenemaz enzimidir.>% 2 53 61. 71 {J]kemizden sonra Liibnan, Tunus, Misir,
Fas ve Senegal de dahil olmak {izere Akdeniz bdlgesi boyunca yayilmistir. OXA-181
enzimi OXA-48'in Hindistan'daki en yaygin varyantidir. Kuzey Amerika’da sporadik
vakalar bildirilmekle birlikte Kanada’dan hig vaka bildirilmemistir.®* Avrupa’da da OXA-
48 prevelansi artmistir. Sporadik olgularin yani sira, bu enzimi tagiyan izolatlar ile Belgika,
Fransa, Yunanistan, Hollanda ve Ispanya’da salginlar meydana geldigi bildirilmistir.®
“SENTRY ” antimikrobiyal siirveyans programi enzimin goriilme sikliginin 2007'de %3

olarak bildirmisken, 2009'da %27'ye yiikseldigini rapor etmistir.’® OXA tipi enzimlerin

say1s1 giiniimiizde 498’e ulagsmustir.*’
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2.5. Karbapenemazlarin laboratuvar tanisi

Karbapenemaz iireten mikroorganizmalarin karbapenem MIK degerleri karbapenemaz
enzim tipine, diizeyine ve bakterinin tiiriine gore degisiklik gosterebilir. Ayrica, GSBL ve
AmpC gibi beta-laktamazlarin tiretimi, azalmis permeabilite ve atim pompas1 gibi diger
diren¢ mekanizmalarinin varlig1 da degerlerde cesitlilige neden olabilir.” Karbapenemaz
iireten enterik bakterilerde karbapenem MIK degerleri direngli kabul edilen klinik sinir
degerin altinda olabilir. Bu nedenle European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) karbapenem duyarliliginda azalmanin belirlenmesi igin tarama esik

degerlerinin kullanilmasini dnermektedir.*

Ana karbapenemazlari eksprese eden enterik bakterilerde karbapenemler i¢in MiK
degerleri dagilimi 3.Cizelge’de, “EUCAST ” 6nerilerine gore karbapenemaz iireten enterik

bakteriler i¢in sinir degerler ve tarama esik degerleri ise 4.Cizelge’de gosterilmistir.

Karbapenem MIK degerlerinden ayr1 olarak diger beta-laktam antibiyotikler i¢in MIK
degerlerinin incelenmesi de, karbapenemaz iireten mikroorganizmalarin saptanmasinda
yardimet olabilir. Bir susun karbapenemaz tiretiyor olmasi, karbapenem direng diizeyinden
bagimsiz olarak birgok beta laktam grubu antibiyotikte duyarlilik kaybiyla kendini
gosterebilir. Karbapenemaz iireten bir sus en azindan penisilinlere ve dar spektrumlu
sefalosporinlere direng gosterir. izolat Sinif A ya da Simif B karbapenemazlardan birine
sahipse, seftazidim, seftriakson ve sefotaksim gibi genislemis spektrumlu sefalosporinlere

de direng beklenirken, Sinif D karbapenemazlarin varlhiginda direng beklenmez.”’

Karbapenemaz iireten suslar tarama sonrasinda siipheli bulundugu taktirde, uygun
fenotipik ve genotipik yontemler ile dogrulanmalidir. Izolatlarda karbapenemaz varhig
dogrulanabilecegi gibi, karbapenem direncinin baska mekanizmalara bagli olarak ortaya
¢itkmas1 da miimkiindiir.® Ayrica Proteus spp., Providencia spp. ve Morganella

morganii ‘de intrensek olarak imipenem MIK degerleri yiiksek olma egilimindedir.

Her iki kilavuzda da (CLSI ve EUCAST) karbapenemaz liretiminin dogrulanmasi sadece
enfeksiyon kontrolii ya da epidemiyolojik arastirma amaglariyla dnerilmekte, bakteri
karbapenemaz iiretiyor olsa bile klinik sinir degerlere gore belirlenen duyarlilik

kategorilerinde herhangi bir degisiklik yapilmamas1 gerektigi bildirilmektedir.3* 78
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3.Cizelge. Ana karbapenemazlari eksprese eden enterik bakterilerde karbapenemler igin
MIK degerleri dagilimi.*®

Karbapenemazlar MIK (mg/L)
Imipenem Meropenem Ertapenem

KPC 0.5ile>32 0.5ile>32 0.5ile>32
(Ambler Sinif A)

IMP/VIM/NDM 0.5ile>32 0.5ile > 64 0.38 ile >32
(Ambler Sinif B)

OXA-48 0.25ile > 64 0.5ile > 64 0.38 ile >32
(Ambler Sinif D)

4. Cizelge. “EUCAST ” onerilerine gore karbapenemaz tireten enterik bakteriler igin sinir

degerler ve tarama esik degerleri.®

Karbapenem MIK (mg/L) Disk difiizyon zon ¢aplari (mm)
(10 pg disklerle)
S/I sinir degeri Tarama esik S/I sinir degeri Tarama esik
degeri degeri
Meropenem <2 >0.12 >22 <25
Imipenem <2 >1 >22 <23
Ertapenem <05 >0.12 >25 <25

EUCAST, karbapenemaz taramasinda duyarlilik ve 6zgiilliikk dengesi en 1yi olan

meropenemin kullanimin1 6nermektedir. Ertapenem miikemmel duyarlilikta olsa da

ozellikle Enterobacter spp.’de, porin kaybiyla birlikte GSBL veya AmpC B-laktamazlarin

varh@inda, diisiik stabilitesi nedeniyle dzgiilliigii zayiftir.® Ancak karbapenemaz

tiretiminin ¢gogunlukla diisiik diizeyde olmasi nedeniyle suslarin %60 kadarinda
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meropenem ve imipenem igin MiK degerleri duyarli sinirlar arasinda yer almaktadir. Bu
nedenle karbapenemaz aktivitesinin fenotipik olarak belirlenmesinde tarama amaciyla

“CDC”ertapenem kullanilmasini énermektedir.”

2.5.1. Karbapenemaz varhgim dogrulama yontemleri
2.5.1.1. Fenotipik yontemler
Rutin duyarlilik testlerinde karbapenemlere duyarliligin azaldig: belirlendiginde,

karbapenemazlarin saptanmast i¢in fenotipik yontemlerin uygulanmasi énerilmektedir.

Modifiye Hodge Testi (MHT), inhibitor tabanli testler, kromojenik besiyerleri, Carba
NP test, immiinokromatografik yontemler ve Matrix Assisted Laser Desorption/ionization
Time of Flight Mass Spektrometry (MALDI-TOF MS) karbapenemazlarin saptanmasinda

uygulanan fenotipik dogrulama yontemleri arasinda yer almaktadir.

2.5.1.1.1. Modifiye Hodge Testi

Karbapenemaz tireten suslarin, testte kullanilan karbapenemi inhibe etmesi sonucunda
indikator sus olarak kullanilan duyarli standart susun (E.coli American Type Culture
Collection (ATCC) 25922) inhibisyon zonundaki degisikligi yorumlamayi esas alan bir
testtir. “EUCAST” tarafindan duyarlilik ve 6zgiilliigii diisiikk oldugu ve yorumlanmasi giig

oldugu i¢in dnerilmemektedir.3* %

2.5.1.1.2. Inhibitér tabanh testler

Spesifik karbapenemaz inhibitorlerinin varliginda, belirli karbapenemazlarin aktivitesi
azalir ve karbapenemaz iireten suslar, beta laktamlara daha duyarl olarak saptanir.2’ Bu
inhibitdrlerle yapilan fenotipik testlerde, tek basina karbapenem ile karbapenem-
karbapenemaz inhibitér kombinasyonlar1 karsilastirilarak, inhibisyon zon ¢apinda artis ya

da MIK degerlerinde diisme olup olmamasi degerlendirilir.8!

Kombine disk testlerinde, ticari olarak elde edilebilen EDTA, DPA, Fenil Boronik Asit
(PBA) ya da kloksasilin gibi inhibitér emdirilmis meropenem diskleri kullanilir. Test
edilecek izolat Mueller-Hinton agara ekildikten sonra meropenem diski ile inhibitor
emdirilmis meropenem diski yerlestirilir. Inkiibasyonu takiben zon ¢aplar dlciilerek sinerji
olup olmadigi incelenir. DPA ya da EDTA ile sinerji MBL iiretimi, Aminofenil Boronik
Asit (APBA) ya da PBA ile sinerji KPC iiretimi, kloksasilin ile sinerji ise AmpC tiiretimi

lehine yorumlanir. Sinerji gézlenmemesi durumunda GSBL+porin kayb1 ve/veya OXA-48
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{iretimi diisiiniilebilir.*® KPC ve MBL enzimlerinin birlikteligi de sinerji gézlenmemesine

neden olabilir. Ancak bu durumda karbapenemlere yiiksek diizey direng gozlenir.®®
Inhibitor testlerin yorumlanmasiyla ilgili akis semasi 1.Cizim’de gosterilmistir.

Metallo beta-laktamaz aktivitesini saptamak i¢in inhibitor tabanli bir diger test de,

imipenem ve imipenem/EDTA kombinasyonlarini igeren gradiyent strip testidir.3 %

Ozetle, Simif A karbapenemazlar boronik asit ile, Simif B karbapenemazlar dipikolinik
asit ve EDTA ile inhibe olur. Sinif D karbapenemazlarin rutin laboratuvarda kullanilan bir
inhibitori bulunmamaktadir. Kloksasilin, Amp-C beta laktamazlari inhibe ettiginden,

AmpC agir1 iireticisi suslar ile karbapenemaz iireticilerini ayirt etmek amaciyla eklenir.

Tiim Enterobacteriaceae 1cin disk
difiizvonda meropenem = 25 mm
veya MIK = 0.12 pg/ml

Sadece APBA/PBA ve Sadece DPA Sinerji vok

APBA/PBA Kloksasilin 1le ile sineri

ile sineri sinerji

EPC veva AmpC MBL GSBL + porin

diger simf A kaybi ve/veya
OXA-48

1.Cizim. Inhibitér testlerin yorumlanmasiyla ilgili akis semasi®

2.5.1.1.3. Karbapenem iceren kromojenik besiyerleri
Daha ¢ok Klinik 6rnek ve rektal siiriintiilerde tarama amagh kullanilan, GP ve

karbapenemaz tiretmeyen GN bakterilerin liremesini inhibe eden spesifik ajanlar igeren ve
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tiirleri koloni rengi ile ayirt eden besiyerleridir. SUPERCARBA, CHROMagar KPC
(CHROMagar Company, Fransa), Oxoid Brilliance CRE agar (Thermofisher Scientific,

UK) bilinen ticari testlerdendir.?

2.5.1.1.4. Carba NP testi

Karbapenemlerin, test edilen bakteri tarafindan hidrolizi esas1 tizerine kurulmus, hizli,
duyarli, 6zgiil ve herhangi bir laboratuvara adapte edilebilecek kullanislt bir biyokimyasal
test olarak goriilmektedir. Karbapenem hidrolizi sonucu olusan pH degisimi ile indikator
olarak kullanilan fenol kirmizisi soliisyonunun rengi kirmizidan sartya ddnmekte ve bu

durum pozitif sonug olarak degerlendirilmektedir.®® 83

2.5.1.1.5. Karbapenem inaktivasyon metodu

Test edilecek izolat, karbapenem emdirilmis disk ile birlikte inkiibasyona birakilir.
Karbapenemin bakterinin enzimiyle inaktive olmas1 ve bunun fenotipik olarak gosterilmesi
esasina dayanir. Serum fizyolojik (SF) ile hazirlanan siipheli bakteri siispansiyonu
meropenem diskiyle iki saat inkiibasyona birakilir. Iki saatin sonunda siispansiyon icindeki
disk alinir ve karbapenem duyarl standart susun (E.coli “ATCC ” 25922) yayildigt MHA
plagina konulur. Alt1 saatlik inkiibasyon sonrasinda normalde duyarli susun etrafinda
inhibisyon zonu olusmasi beklenirken, test edilen bakteride karbapenemaz varsa
meropenem diski inaktive olmustur ve duyarl susta inhibisyon zonu olusturamaz. Bu
yontemde bakteri miktari, inkiibasyon siireleri, disk i¢erigi gibi degiskenlerin standardize

edilmeleri i¢in galismalar gerekmektedir.>® 84

2.5.1.1.6. MALDI-TOF MS

Lazer ile kiictik kiitlelere ayrilan ve iyonize olan molekiillerin ugus paterninin analizine
dayanan bu yontemle, bakteride karbapenemaz varliginda karbapenem hidrolizi sonucu
olusan iiriinlerin analizi ile kisa siirede karbapenemaz iiretimi saptanabilmektedir.® Test ile
ilgili optimizasyon testleri devam etmekle birlikte laboratuvarlarda genis kullanim alani

bulamamistir.®®

2.5.1.1.7. Immiinokromatografi
Kromatografik kagitta sabitlenmis antikor/antijenle 6rnekte bulunan antijen/antikorun
birlesmesi ile olusan immun kompleks, kagitta renk degisimi olusturmakta ve antijen ya da

antikor varlig1 test edilebilmektedir. Bu yontem, karbapenemaz enzimlerine kars1
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gelistirilmis monoklonal antikorlar sayesinde karbapenemaz saptanmasinin test

edilmesinde de kullanim alani bulmustur.3> &

2.5.2. Genotipik yontemler

Duyarlilik ve 6zgiilliigiin yiiksek oldugu, hizli ve fenotipi etkileyen faktorlerden
korunmus yontemler olan genotipik yontemler artik daha sik kullanilir durumdadir.®
Ancak maliyetlerinin daha yiiksek olusu, egitimli teknisyene ihtiya¢ duyulmasi ve
tanimlanmamig nadir genleri saptayamamasi dezavantajlaridir. Ayrica, hasta tedavisi
acisindan ya da salginlar1 6nlemek agisindan karbapenemaz tipinin kesin olarak
tanimlanmasi gerekmemektedir.®® Karbapenemaz kodlayan genlerdeki yiiksek cesitlilik ve
artan sayidaki yeni varyantlar nedeniyle karbapenem direngli bir susta elde edilen negatif
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucu, bir referans laboratuvarda ilave genotipik

analizlerle yeniden degerlendirilmelidir.%®

Karbapenemazlarin primerlerinin bulunmasi halinde tek ya da ¢oklu olarak klasik ve
gercek zamanli PZR kullanilarak VIM, KPC, IMP, NDM, OXA-48 gibi yaygin goriilen
karbapenemaz genleri 40 dk-6 saat gibi kisa zamanda yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikte

tespit edilebilmektedir.®

Karbapenemaz gen tiplerinin tayini i¢in PZR ve hibridizasyon bazli ticari Kitler de
[Hyplex MBL ID, Hyplex CarbOxa ID kits (BAG Health Care, Almanya)] piyasada
bulunmaktadir.8” Karbapenem direng genlerini hizli ve giivenilir olarak saptayan genotipik
yontemler listesine son olarak microarray teknolojisi eklenmistir. Check KPC/ESBL
microarray ve genisletilmis versiyonu Check-MDR CT102 (Check-Points Health BV,
Hollanda) klinikte en sik karsilasilan karbapenemaz genleri de dahil pek ¢ok geni tek bir
tiip icinde basar1 ile saptamaktadr. 8°

2.6. Pulse Field Gel Elektroforezi

Bakteriyel izolatlar arasindaki klonal iligkilerin belirlenmesinde, biyotiplendirme,
serotiplendirme, antibiyotik duyarliliklaria gore tiplendirme, bakteriyofaj tiplendirmesi
gibi fenotipik yontemler yerini ribotiplendirme, plazmid incelemesi, PZR temelli ve Pulse

Field Gel Elektroforezi (PFGE) gibi molekiiler tiplendirmeye birakmistir.%

PFGE, bir¢ok mikroorganizma igin halen altin standart olarak kullanilan

genotiplendirme yontemidir. Epidemiolojik agidan ayirim giicii yiiksek ve kisa stireli
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salginlar1 incelemede degerli bir yontemdir.”! % Bu yéntemde bakteriler, kromozomal
DNA'nin kirilmasint énlemek igin bir agaroz jele gomiiliir ve DNA izolasyonu agaroz
igerisinde yapilir. Bakteri kromozomu, 6-8 niikleotidlik spesifik DNA dizilerini taniyan
nadir kesen bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve ¢esitli uzunluklarda sinirli sayida DNA
parcalari elde edilir. DNA kesiminden sonra agaroz bloklarin 1/3°1 kesilerek agaroz jel
matrisinin kuyucuklarina yiiklenir. Biiyiik boyutlarda (megabaz) olan DNA pargalarinin
konvansiyonel agaroz jel elektroforeziyle ayrilmasi olanaksizdir. Bununla birlikte
periyodik olarak, yeniden yonlendirilmis bir elektrik alan1 uygulanarak, farkli boyutlardaki
DNA molekiillerinin agaroz jel matrisindeki gozenekler boyunca zikzak seklinde

ilerlemesi saglanir. Bu sayede kiigiik DNA molekiillerinin daha biiyiik olanlardan hizli
hareket etmesi ile kilobazlardan megabazlara kadar degisen boyutlarda ¢esitli DNA
parcaciklari ayristirilir. PEFGE’nin “OFAGE” (Orthogonal-Field Alternation Gel
Electrophoresis), “FIGE” (Field-Inversion Gel Electrophoresis), “TAFE” (Transverse-
Alternating Field Gel Electrophoresis), “CHEF” (Contour-Clamped Homogeneous Electric
Fields) gibi benzer stratejiyi temel alan farkl alt tipleri vardir. Laboratuvarlarda en ¢ok
kullanilan tip “CHEF’tir. Bu sistem, bir altigen diizeninde 24 elektrottan olusur ve sabit
bir elektroforez gradyani tretir, bu da birincil elektrodlardan agaroz jelinin merkezine 60°
ac1 ile yerlestirilen ikincil elektrotlara geger. Sonug olarak, bu konfigiirasyon, DNA
molekiillerinin 120° ag1yla agaroz jel matrisinde yon degistirmelerine ve yaklasik 15-30
saatlik elektroforez siiresinde farkli boyutlu fragmanlarin ayrilmasina imkan verir.
Elekroforez sonrasi, jel etidiyum bromiir ile boyanarak ultraviyole ile goriintiilenir. Olusan
bant profilleri incelenerek izolatlar arasindaki benzerlik arastirilir.® % izolatlar arasi klonal
iligkinin degerlendirilmesinde ise bant farki olmayan suslarin ayirtedilemez; tek bir genetik
olayla 2-3 aras1 bant farklilig1 gosteren suslar yakindan iliskili; iki genetik degisikligi
temsil eden 4-6 bant farki olan izolatlarin muhtemel yakindan iligkili ve ii¢ veya daha fazla
genetik degisikligi temsil eden >7 bant farki olan suslarin ise farkl tipler olarak

yorumlanmas1 énerilmektedir.% %

Calisilan izolat sayis1 arttikca PFGE profilerini degerlendirmenin zorlagsmasi nedeniyle
elektroforez goriintiileri bilgisayar programlari ile yorumlanabilir. Siklikla kullanilan
bilgisayar programlari; Gel-Compar (Applied Systems, Belgika), Dendron (Solltech,
Oakdale, lowa), Diversity Database Fingerprinting Software (BioRad), Gene Profiler

20



(Scanlytics, Fairfaz, Va), Phoretix 1-D (Nonlinear, ABD, Durham, N.C.), Taxotron
(Taxolab Institut Pasteur, Fransa)’dur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismaya alinan izolatlar

Ocak 2015 ile Subat 2017 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’ne gelen gesitli klinik 6rneklerden izole edilip, Vitek-2
(BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile tiir tayini ve antibiyotik duyarlilik testleri
yapilmis olan, karbapenem (ertapenem, meropenem, imipenem) grubu antibiyotiklerden
herhangi birine orta duyarl ya da direncli olarak saptanan 100 adet K. pneumoniae izolati
calismaya alind1.®® Deneylerin tiimii Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilimdali Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Suslar ¢alismaya
baglanacagi giine kadar %15 gliserol iceren TSB (Merck, Almanya) besiyeri igerisinde -
80°C’de saklandi. Her hastadan tek sus ¢alismaya dahil edildi.

Es zamanli olarak “Epidemiyolojik Hasta Formu (1.EKk.)” ile suslarin izole edildigi
hastalara ait gesitli veriler hastane bilgi sistemindeki epikrizler taranarak, CDC tani

kriterlerine gore HK enfeksiyon-TK enfeksiyon ayrimi yapildi.%®

3.2. Referans suslar

Kalite kontrol amaciyla, biyokimyasal testlerde E. coli “ATCC ” 25922 ve K.
pneumoniae “ATCC” 700603, antimikrobiyal duyarlilik testlerinde ise E. coli “ATCC”
25922 kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyonlarida, Prof.Dr. Ozgen ESER’den temin
edilen blakpc, blaoxa-4s, blanowm, blavim ve blaive genlerini igeren pozitif kontrol suslar
kullanild1. Staphylococcus aureus National Collection of Type Cultures (NCTC) 8523 susu
kullanilarak hazirlanan agaroz kalip, Smal enzimi ile kesim yapildiktan sonra PFGE’de

molekiiler biiyiikliik standardi olarak kullanildu.

3.3. Antibiyotikler

Bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon yontemi
icin Amoxicillin-Clavulanic Acid (Oxoid 20/10 ug), Piperacillin-Tazobactam (Oxoid 30/6
ug), Trimethoprim sulphamethoxazole (Oxoid 1.25/23.75 pg) diskleri, agar diliisyon
yontemi i¢in Ertapenem sodium (Sigma SML 1238 — 10 mg ), Meropenem trihydrate
(Sigma M2574- 10 mg ), Iimipenem monohydrate (Sigma 10160- 5 mg), Colistin siilfate
salt (Sigma C4461- 100 mg, potens > 15.000 U), Ampisilin sodyum (Ampisina 500 mg,
potens % 93,6, Mustafa Nevzat), Seftazidim pentahidrat + sodyum karbonat (Fortum 1 g,
potens %88,2, GSK ), Sefotaksim sodyum (Sefotak 500 mg, potens %89,7, Zentiva ),
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Amikasin siilfat (Amikozit 500 mg/2 ml, Zentiva ), Gentamisin siilfat (Genta 160 mg/2 ml,
Ibrahim Ethem Ulugay ), Ciprofloksasin laktat (Flotic 200 mg/100 ml, VEM), Tigesiklin
(Tygacil 50 mg/5 ml, Pfizer) kullanilda.

Kolistin potensi, “CLSI " 6nerileri dogrultusunda 30,000 U %100 potens kabul edilerek
hesaplandi ve %50 kabul edildi.”® Ertapenem (ETP), meropenem (MEM) ve imipenem
(IPM) %100 potens kabul edildi. Ampisilin (AMP), seftazidim (CAZ) ve sefotaksim

(CTX) ticari formlarindan yardimc1 maddeler diisiilerek potens hesab1 yapildi.
Tartilacak antibiyotik miktari:

Agirlik (mg): Hacim(ml) X Konsantrasyon (ug/ml) / Potens formiiliine gore

hesapland:.®’

3.4. Besiyerleri, ayraglar ve tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi
3.4.1. Eozin — Metilen Blue (EMB) agar

EMB agar (Merck, Almanya), ticari olarak satilan toz besiyerinden iiretici firmanin
oOnerisi dogrultusunda hazirlandi ve 121°C’de 15 dakika steril edilip 45-50°C’ye kadar
sogutuldu. Aseptik sartlarda 20 ml besiyeri, plastik petrilere dokiildii ve kullanilana kadar
+4°C’de saklandi.

3.4.2. Gliserol (%15) iceren triptik soy buyyon (TSB)

Triptik soy buyyon (Merck, Almanya) ticari olarak satilan toz besiyerinden tiretici
firmanin Onerisi dogrultusunda hazirlandi. Besiyerinin %15°1 gliserol (Merck, Almanya)
icerecek sekilde su miktar1 hesaplandi. 121°C’de 15 dakika sterilizasyon isleminin
ardindan aseptik sartlarda steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine 1 ml besiyeri dagitildi.
3.4.3. Mueller — Hinton agar (MHA)

Mueller — Hinton agar (Merck, Almanya), ticari olarak satilan toz besiyerinden iiretici
firmanin 6nerisi dogrultusunda hazirlandi ve 121°C’de 15 dakika steril edilip 45-50°C’ye
kadar sogutuldu. Aseptik sartlarda 20 ml besiyeri, plastik petrilere dokiildii ve
kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

3.4.4. Ug sekerli besiyeri
Triple Sugar Iron (TSI) Agar (Merck, Almanya) ticari olarak satilan toz besiyerinden

iretici firmanin onerisi dogrultusunda hazirlandi. Eritildikten sonra, cam deney tiiplerine
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12 ml besiyeri dagitilip, agizlar1 pamuk ile kapatildi. 121°C’de 15 dakika steril edildi.
Sterilizasyon islemi ardindan 1/3” i dipte, 2/3’ i yatik olacak sekilde katilasmaya birakildi.
3.4.5. Siilfit — indol — hareket besiyeri

Sulfide — Indol — Motility (SIM) Medium (Merck, Almanya) ticari olarak satilan toz
besiyerinden iiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda hazirlandi. Eritildikten sonra, cam
deney tiiplerine 5 ml besiyeri dagitilip, agizlart pamuk ile kapatildi. 121°C’de 15 dakika
steril edilip dik olarak katilasmaya birakildi.
3.4.6. Metil kirmmzis1 — Voges Proskauer besiyeri

Methyl Red—Voges Proskauer (MR—VP) Medium (Merck, Almanya) ticari olarak
satilan toz besiyerinden iiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda hazirlandi. Eritildikten
sonra, cam deney tiiplerine 5 ml besiyeri dagitilip, agizlari pamuk ile kapatildi. 121°C’de
15 dakika steril edildi.
3.4.7. Simmons sitrat agar

Simmons Citrate Agar (Merck, Almanya) ticari olarak satilan toz besiyerinden iiretici
firmanin 6nerisi dogrultusunda hazirlandi. Eritildikten sonra, cam deney tiiplerine 5 ml
besiyeri dagitilip, agizlar1 pamuk ile kapatildi. 121°C’de 15 dakika steril edilip tamami
yatik bir sekilde katilagmaya birakildi.
3.4.8. Ureaz besiyeri

Christensen urea agar base (Merck, Almanya) ticari olarak satilan toz besiyerinden
tiretici firmanin onerisi dogrultusunda hazirlandi. 121°C’de 15 dakika steril edilip, 45—
55°C’ye geldiginde litreye 50 ml olacak sekilde %40’ lik steril iire soliisyonu (Merck,
Almanya) ilave edildi. Steril cam deney tiiplerine 5 ml olacak sekilde dagitilip, tamami
yatik bir alan olusturacak sekilde katilagsmaya birakildi.
3.4.9. Tampon ¢ozeltilerin ve reaktiflerin hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltiler ve reaktifler 5.Cizelge’de gosterildikleri sekilde hazirlandi.
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5.Cizelge. Tampon ¢ozeltilerin ve reaktiflerin hazirlanmasi.

Tampon cozelti —

reaktif adx

Konsantrasyonu

ve miktari

Hazirlanisi

Ure Soliisyonu

%40, 100 ml

90 ml distile su iginde 40 g iire ¢oziildii. 100
ml’ye tamamlanip, 0,2 pm’lik filtre ile steril
edildi.

Metil Kirmizis1 Ayiraci

125 ml

0,025 g Metil kirmizisi 75 ml %96’lik etil
alkol igerisinde ¢oziiliip, 50 ml distile su
eklendi.

o — Naftol

% 5, 100 ml

5 g o-naftol, 100 ml %96’lik etil alkol
icinde ¢oziildii.

Potasyum Hidroksit
(KOH)

% 40, 100 ml

95 ml distile suda 40 g potasyum hidroksit
(KOH) ¢oziiliip, 100 ml’ye tamamlandi.

Kovac’s Ayiraci

200 ml

150 ml Izoamil alkol igerisinde 10 g p-
dimetil amino benzaldehit ilave edildi.
Uzerine 50 ml %37’lik hidroklorik asit
(HCI) eklendi.

0,5 McFarland
Standardi

100 mi

0.048 mol/I’lik baryum kloriir (BaCly)
¢ozeltisinden 0,5 ml ve 0,18 mol/l’lik
sulfirik  asit  ¢oOzeltisinden 99,5 ml
karistirilda.

Tris (pH: 8.0)

1M, 500 ml

60.57 g Tris tartilarak 450 ml distile suda
¢oziildii. %37°1ik hidroklorik asit (HC1) ile
pH 8,0’a ayarlandi. 500 mlI’ye tamamlanip
steril edildi.

EDTA (pH 8.0)

0.5 M, 500 ml

73.06 g EDTA tartilip 450 ml distile suda
60°C’de  sodyum  hidroksit  (NaOH)
eklenerek ¢oziildi. pH 8.0 oldugunda
NaOH eklenmesi durduruldu. 500 ml’ye
tamamlanarak steril edildi.

TE

(20 mM Tris:1 mM
EDTA, pH 8.0)

2000 ml

20 ml Tris (1 M, pH 8.0) ve 4 ml EDTA
(0.5 M, pH 8.0) 1976 ml distile suda
karistirilip steril edildi.
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5. Cizelge devamu.

Tampon cozelti — Konsantrasyonu | Hazirlanisi

reaktif adi ve miktar

TBE 10 X, 1200 ml 129,6 g Tris, 66 g borik asit ve 48 ml EDTA
(05 M pH 8,0) 1000 ml distile suda
¢ozildi. 1200 ml’ye tamamlanarak steril
edildi.

Hiicre siispansiyon 1000 ml 100 ml Tris (1 M, pH 8.0), 200 ml EDTA

soliisyonu (100 mM (0.5 M, pH 8.0) 700 ml steril distile su ile

Tris:100 mM EDTA, karistildi.

pH 8.0)

Sarkozil %10, 100 ml 10 g Sarkozil (N-Lauroylsarcosine, Sodium
salt) tartilip, 80 ml distile suda ¢oziilerek
100 ml’ye tamamlandi. 0,2 pm’lik filtre ile
steril edildi.

Hiicre pargalama 1000 ml 50 ml Tris (1 M, pH 8.0), 100 ml EDTA

soliisyonu (50 mM (0.5 M, pH 8.0) ve 100 ml %10 Sarkozil (N-

Tris:50 mM EDTA, pH Lauroylsarcosine, Sodium salt) 750 ml

8.0 + %1 Sarkozil + 0.1 steril distile su ile karistirildi. Calisma

mg/ml proteinaz K) aninda  gereken miktarda  soliisyona,
kullanimdan hemen once, son
konsantrasyon 0.1 mg/ml olacak sekilde
Proteinaz K (100 mg/ml) eklendi.

Kesim tamponu (1X 2ml 220 pul 10 X tango buffer, 30 ul Xbal enzimi

tango buffer, 30 U Xbal
)

(10 U/pl) steril cift distile su ile 2 ml’ye
tamamlandi. Tampon buz iizerinde her
defasinda kullanimdan hemen Once taze
olarak hazirlandi.
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3.4.10. Antibiyotik stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Antibiyotik stok ¢ozeltileri 6.Cizelge’de gosterildikleri sekilde hazirlandi.

6.Cizelge. Antibiyotik stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

Antibiyotik adi Stok Hazirlanisi
konsantrasyonu

Ertapenem (ETP) 1280 pg/ml 7.68 mg ETP toz etken madde tartilarak 6
ml steril distile su ile ¢oziildii

Meropenem (MEM) 1280 pg/ml 7.68 mg MEM toz etken madde tartilarak 6
ml distile su ile ¢oziildii

Imipenem (IPM) 1280 pg/ml 7.68 mg IPM toz etken madde tartilarak 6
ml steril distile su ile ¢oziildii

Kolistin (KOL) 640 pg/ml 30.72 mg KOL toz etken madde tartilarak
24 ml steril distile su ile ¢oziildii

Ampisilin (AMP) 1280 pg/ml 8.2 mg AMP toz tartilarak 6 ml steril distile
su ile ¢oziildii

Seftazidim (CAZ) 640 pg/ml 8.7 mg CAZ toz tartilarak 12 ml steril
distile su ile ¢oziildi

Sefotaksim (CTX) 640 pg/ml 17.11 mg CTX toz tartilarak 24 ml steril
distile su ile ¢oziildii

Amikasin (AK) 2560 pg/ml 61.4 pl AK ¢ozeltisi alinip steril distile su
ile 6 mI’ye tamamlandi.

Siprofloksasin (CIP) 640 png/ml 1.9 ml CIP ¢ozeltisi almip steril distile su ile
6 ml’ye tamamlandi.

Tigesiklin (TG) 640 pg/ml 384 ul TG ¢ozeltisi alinip steril distile su ile
6 ml’ye tamamlandi.

Gentamisin (CN) 640 pg/ml 48 ul CN ¢ozeltisi alinip steril distile su ile

6 ml’ye tamamlandi.
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3.5. Saklamadan cikarilan 6rneklerin calisilmasi

Caligilacak ornekler, -80°C’den ¢ikartilarak EMB agara aseptik sartlarda tek koloni
diistirme yontemi ile pasajlandi. 36°C’de 18 saat inkiibasyon sonunda, tek diismiis
kolonilerden EMB agara ikinci pasaj alindi. Ayni siire ve sicaklikta inkiibasyon sonunda,
konvansiyonel yontemlerle tiir tanimlamalart yapilda.

3.5.1. Tamimlamada kullanilan biyokimyasal testler

Kullanilan biyokimyasal testler 7.Cizelge’ye gore yorumlandi.
3.5.1.1. Ug seker testi

Tek koloniden igne 6ze ile dip kisma batirma, 6zeyi tiip igerisinden ¢ikarmadan ylizey
kismina ¢izgi ekim yapildi. Tiipler 36°C’de 18 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler gaz olusumu, laktoz ve/veya sukroz fermentasyonu,
glukoz fermentasyonu ve hidrojen siilfiir (H2S) olusumu yoniinden degerlendirildi. Dip
sari—yiizey sar1 glukoz—laktoz ve/veya sukroz fermentasyonu pozitif, dip sar1 ylizey kirmizi
glukoz fermentasyon pozitif, laktoz ve/veya sukroz fermentasyonu negatif olarak
degerlendirildi.*®
3.5.1.2. indol ve hareket testi

EMB agarda tiremis bir koloniden, SIM besiyerine igne 6ze ile batirma ekimi yapilip
36°C’de 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda besiyerinde 6nce hareket, ardindan
indol reaksiyonu degerlendirildi.

Ekim ¢izgisi digina yayilan bir iireme hareket testi pozitif, sadece ekim ¢izgisinde olan
tireme ise negatif olarak degerlendirildi.

Indol testi i¢in, tiip igerisine 4-5 damla Kovac’s Ayiract damlatildi. Damlatilan
¢ozeltinin kirmizi renk vermesi indol pozitif, renk degisikligi olmuyorsa negatif olarak
degerlendirildi.

SIM besiyerinde H2S olusumu da degerlendirilebilir. H2S pozitifliginde siyah renk
goriiliirken, negatiflikte renk degisimi goriilmez.1°
3.5.1.3. Metil kirmuzist testi

MR — VP besiyerine tek koloniden halka 6ze ile ekim yapilip 36°C’de 18 saat inkiibe
edildi. Teste baglamadan 6nce, VVoges—Proskauer testi i¢in kiiltiir stvisindan 1 ml ayrildu.
Metil kirmizis1 ayiracindan 5 damla kiiltiir sivisina damlatildi. Kirmizi renk olusumu

pozitif, turuncu ve sar1 renk negatif olarak degerlendirildi.*

28



3.5.1.4. Voges — Proskauer testi

MR-VP besiyerinden ayrilan 1 ml kiiltiir s1visi tizerine, 0,6 ml %5 a—naftol, ardindan
0,2 ml %40 KOH damlatilarak, oksijenlenmesi i¢in tiipler hafif¢e ¢alkalandi. En ge¢ 30
dakika icerisinde kirmiz1 renk goriilen izolatlar pozitif, renk degisimi olmayanlar negatif
olarak degerlendirildi.*
3.5.1.5. Sitrat kullanim testi

Simmon’un sitrat besiyerine tek koloniden igne 6ze ile ¢izgi ekim 36°C’de 18 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyerinin yesil olan renginin maviye dénmesi veya
sadece lireme olmasi pozitif, besiyeri renginin yesil kalmasi veya lireme olmamasi negatif
olarak degerlendirildi.*
3.5.1.6. Ureaz testi

Ure besiyerine tek koloniden igne dze ile gizgi ekim yapilarak 36°Cde 18 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda besiyerinin sar1 olan renginin pembeye donmesi pozitif, renk

degisikligi olmamasi negatif olarak degerlendirildi.*®

7.Cizelge. K.pneumoniae tanimlamasinda kullanilan ¢esitli biyokimyasal testler ve
pozitiflik yiizdeleri.'°

Uc Sekerli Besiyeri

L d

[

Glu Lak Suk Gaz HS 3 = %
s « o s ¢ 5
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%100 %98 %100 %97 %0 %0 %10 %98 %98 %95 %0

K.pneumniae

3.6. Antimikrobiyal duyarhliklarin belirlenmesi

Izolatlarm Amoksisilin/ klavulanik asit (AMC), piperasilin/ tazobaktam (TZP) ve
trimetoprim/ siilfometaksazol (SXT) duyarliliklarini belirlemek i¢in Kirby—Bauer disk
difiizyon yontemi kullanildi. Diger antimikrobiyallere olan duyarliliklarini belirlemek igin

ise agar diliisyon yontemi ile MIK degerleri saptandi.
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3.6.1. Disk difiizyon yontemi
EUCAST onerilerine gore ¢alisilan antibiyotiklerin, disk icerikleri ve duyarlilik sinir

degerleri 8.Cizelge’de belirtildigi gibidir.

Belirlenen antimikrobiyallerin her bir sus i¢in duyarliliklar1 Kirby—Bauer disk difiizyon

yontemi ile saptanip, “EUCAST ” 2016 sinir degerlerine gore degerlendirildi.®® %

Saklamadan ¢ikartilip 2 kez pasajlanan izolatlarin 18 saatlik taze kiltiiri kullanildi.
Pamuklu steril ekiivyon gubuk ile alinan 2-3 adet koloni, 3 ml SF igerisinde siispanse
edilip, 0,5 McFarland standart degerinde bakteri siispansiyonu hazirlandu.

Bakteri siispansiyonu pamuklu steril ekiivyon ¢ubuk yardimi ile MHA besiyeri
yiizeyine 3-5 farkli yonde yayildi. Antimikrobiyal madde igeren diskler penset vasitasi ile
aseptik sartlarda besiyerine yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petriler 36°C’de 18 saat
inkiibe edildi. Kontrol olarak, E. coli “ATCC” 25922 standart susu kullanildi. Standart
susun duyarlilik sinirlar1 beklenen degerler icerisinde ise test degerlendirildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda, zon ¢aplari cetvel yardimi ile milimetre (mm) cinsinden
olgtilerek 8.Cizelge’de belirtilen “EUCAST ” sinir degerlerine gore duyarli, orta duyarli ve

direngli olarak degerlendirildi.

8.Cizelge. Disk difiizyon yontemi ile ¢alisilan antibiyotikler ve zon ¢ap1 (mm) sinir

degerleri.®

Disk

.. s, Duyarh Orta Direncli

Antibiyotik Icerigi

(S) > Duyarh (I) (R) <

(ng) yarl ()

Amoksisilin/
Klavulonik Asit 20/10 19 B 19
Piperasilin/
Tazobaktam 30/6 20 17-29 17
Trimetoprim/ 1.25/23.75 16 13- 15 13

Sulfametoksazol
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3.6.2. Agar diliisyon yontemi
Belirlenen antimikrobiyallerin her bir sus icin MiK degerleri agar diliisyon yontemi ile
saptanip, 9.Cizelge’de gosterilen “EUCAST” 2016 sinir degerlerine gore

degerlendirildi.”” %

Bunun igin “CLSI " de belirtildigi sekilde, 6.Cizelge’de gosterilen antibiyotik stok
cozeltilerinden, steril distile su ile ¢ift kat seri dillisyon yapilip ara konsantrasyonlar elde
edildi. Antibiyotik ara diliisyonlarinin 2 ml’si ayr1 ayri steril petri kutularma (100 mm
capinda) aktarildi ve iizerine otoklav sonras1 50-55°C’ye kadar sogutulmus 18 ml steril

MHA besiyeri ilave edilip iyice karigsmasi saglandi.

Her antibiyotik i¢in “EUCAST ” 2016 enterik bakteriler duyarlilik sinir degerinin 3
diliisyon alt1 ve direng sinir degerinin 3 diliisyon iizerine ¢ikacak konsantrasyonda
antibiyotikli agar besiyerleri hazirlandi. Besiyerinin yilizeyinin kurumasi i¢in oda 1sisinda
1-2 saat bekletildi. Boylece, her bir antibiyotik i¢in ayr1 ayr1 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128 pg/ml araliginda degisen antibiyotikli besiyerleri hazirlanmis oldu (her
konsantrasyondan 3 adet plak hazirlandr). Ureme kontrolii igin antibiyotik icermeyen

MHA besiyeri kullanildi.

Antibiyotik MIK degerlerinin belirlenmesi igin, 36°C’de 18 saatlik taze bakteri
kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu bakteri kolonisi steril SF i¢inde siispanse edilerek
yogunluklar1 0,5 McFarland bulanikligina ayarlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlari
steril SF ile 1:10 oraninda sulandirildiktan sonra steril U tabanli pleytlere, her kuyucukta
farkl bir bakteri olacak sekilde aktarildi. Béylece son inokulum, 10* CFU oldu. Agar
plaklar1 inokulumun yoniinii gosterecek sekilde isaretlendi. 3 mm capinda igneleri olan 2
uL damlatabilen replikator, sulandirilmis bakteri siispansiyonu igeren pleyte batirildi. Once
antibiyotik icermeyen lireme kontrol plagina inokiilasyon yapildi. Ardindan en diisiik
konsantrasyonda antibiyotik igeren agardan baslayarak farkli antibiyotik konsantrasyonlari
igeren plaklara, her plakta 35 adet ¢alisma susu ve kalite kontrol amaciyla 1 adet E.coli
“ATCC” 25922 susu inokiile edilmis oldu.

Agar ylizeyindeki inokulumun kurumasi beklendikten sonra plaklar 36°C’de 18 saat
inkiibe edildi. Plaklar MIK lerin belirlenmesi amaciyla koyu renkli bir yiizey iizerinde

incelendi. Uremeyi inhibe eden en diisiik antibiyotik ilag konsantrasyonu MIK olarak
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kaydedildi. E.coli “ATCC ” 25922 standart susunun MIK degerlerinin “EUCAST” kalite

kontrol tablosundaki beklenen sonuglar ile uyumlu olup olmadig1 kontrol edildi.

9.Cizelge. “EUCAST ” Entrobacteriaeceae antibiyotik MiK sinir degerleri.*®

Antibiyotik MIK smir degeri (ug/ml)
Duyarh (S) < Orta Duyarh (I) Direngli (R) >

Ampisilin 8 - 8
Seftazidim 1 2 4
Sefotaksim 1 2 2
Ertapenem 0.5 1 1
Meropenem 2 4 8
Imipenem 2 4 8
Kolistin 2 - 2
Tigesiklin 1 2 2
Amikasin 8 16 16
Gentamisin 2 4 4
Siprofloksasin 0.5 1 1

3.7. Karbapenemaz genlerinin multipleks PZR ile arastirilmasi

Multipleks PZR yontemi ile klinik 6rneklerden siklikla izole edilen 5 adet
karbapenemaz geni arastirilmistir.
3.7.1. Multipleks PZR i¢in kullanilan primerler

Primerler, karbapenem direncinden en sik sorumlu olan genler dikkate alinarak segilmis
olup iki farkli reaksiyon olarak multipleks PZR gerceklestirildi.!®® Genlerin belirlenmesi
icin yapilan Multipleks PZR panel | ve II’de kullanilan primer dizileri ve molekiiler

agirliklari, 10.Cizelge ve 11.Cizelge’de gosterildigi gibidir.
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10.Cizelge. Multipleks PZR Panel 1’de kullanilan primer dizileri ve molekiiler agirliklari.

Primer Cifti Primer Dizisi Molekiiler Agirhk (baz cifti)
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTC
232
IMP-R TCGGTTTAAYAAAACAACCACC
VIM- F GATGGTGTTTGGTCGCATA
390
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG

F: Diiz Primer, R: Ters Primer, Y: C yadaT.

11.Cizelge. Multipleks PZR Panel 11’de kullanilan primer dizileri ve molekiiler agirliklari.

Primer Cifti Primer Dizisi Molekiiler Agirhk (baz cifti)
OXA-48- F GCGTGGTTAAGGATGAACAC
438
OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
NDM- F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
621
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
KPC- F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
798
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

F: Diiz Primer, R: Ters Primer.

Liyofilize halde gelen her bir primer dizisi (IONTEK), firmanin 6nerdigi miktarda steril
saf su ile sulandirilarak 100 uM’lik stok primer ¢ozeltileri elde edildi.

3.7.2. Deoksiriboniikleik Asit izolasyonu
Karbapenemaz genlerini belirlemek amaci ile gergeklestirilecek PZR i¢cin DNA

izolasyonu, kaynatma metodu ile gerceklestirildi.**
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Bakteriler tek koloni diisiirme yontemi ile EMB agara ekildi. Bu kiiltiirden bir koloni,
MHA besiyerine pasajlanarak 36°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bakteri
plagindan bir 6ze dolusu koloni alinarak, 500 ul steril saf su igerisinde ¢oziildii ve kisa
stireli vortekslenerek bes dakika 14000 rpm’de santrifiijlendi. Dipteki pelete dokunmadan
tistteki s1v1 faz tamamen ¢ekildi. Peletin tizerine 200 pl steril saf su ilave edilerek ¢oziildii.
Elde edilen bakteri siispansiyonu kuru 1sitict blogunda (Eppendorf, ThermoStat Plus,
Almanya) 95°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda mikrosantrifiij tiipleri buz
tizerine alinip 1 dakika inkiibe edildikten sonra, 1 dakika 14000 rpm’de santrifiijlendi.
DNA igeren st siv1 steril bir mikrosantrifiij tiipiine alinip etiketlendi. Elde edilen DNA,
kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

Referans suglarin DNA’lar1 da yukarida belirtilen sekilde, ancak kontaminasyonu

onlemek amaci ile farkli bir zamanda izole edildi.

3.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Multipleks PZR, Poirel ve ark.!°’nin ¢alismasindan alinarak optimize edildi ve iki farkli
reaksiyon olarak ayr1 PZR tiiplerinde gergeklestirildi. Birinci tiipte IMP ve VIM, ikinci
tiipte ise OXA-48, NDM ve KPC genlerinin varligi arastirildi. Her bir reaksiyon igin
hazirlanan karisimlar 12.Cizelge ve 13.Cizelge’de gosterildigi gibidir.
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12.Cizelge. Multipleks PZR Panel | (IMP-VIM) karisimindaki kimyasallarin

konsantrasyonlari.

Reaktifler Stok konsantrasyon Bir ornek icin Calisma
konsantrasyonu

Hot Start Tampon 10X 2.5ul 1X

(10X)

MgCl. 25mM 4 ul 4mM

dNTP karisiom 25 mM 0.25 pl 200uM

Hot Start Tag DNA SU/ul 0.25 ul 25U

Polimeraz

Primer (2 ift) 10 pmol 2 ul (herbirinden 0.5 pl) 0.2 uM (0.2 pml/ul)

Steril Saf Su - 14 pl -

Kalip DNA - 2 pl -

Toplam 25 pul

35



13.Cizelge. Multipleks PZR Panel 1l (KPC, NDM, OXA-48) karisimindaki kimyasallarin

konsantrasyonlari.

Reaktif Stok konsantrasyon Bir ornek icin Calisma
konsantrasyonu

Hot Start Tampon 10X 2.5ul 1X

(10X)

MgCl. 25 mM 3ul 3mM

dNTP karisiom 25 mM 0.25 pl 200uM

Hot Start Tag DNA SU/ul 0.25 ul 25U

Polimeraz

Primer (3 cift) 10 pmol 3 pl (herbirinden 0.5 pl) 0.2 uM (0.2 pml/pl)

Steril Saf Su - 14 pl

Kalip DNA - 2 ul

Toplam 25 ul

Her bir reaksiyon i¢in (multipleks PZR panel I ve I1') 25 6rneklik PZR karigimi
hazirlandi. Bunun i¢in 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipii icerisine 350 pl steril distile su,
62.5 ul 10 X buffer, 100 pl MgClz, 6.25 ul dNTP mix, 12.5 pl primer (her birinden ), 6.25
ul Taq pol. enzimi eklenerek karistirildi. Steril 200 pl’lik mikrosantrifiij tiipleri
etiketlenerek igerilerine PZR karisimindan 23 pl ilave edilip, 2 pl kalip DNA ilave edildi.
Multipleks PZR panel 11 igin MgCl2 konsantrasyonunun daha diisiik olmasi nedeni ile
multipleks I’den farkli olarak 75 ul MgCl kullanildi.

Her reaksiyonda, tiim genler i¢in pozitif ve negatif kontrol kullanildu.
Reaksiyon dongiileri 14.Cizelge’de belirtildigi sartlarda iCycler (BioRad, ABD) marka

thermal cycler’da gerceklestirildi.*%
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14.Cizelge. Multipleks PZR panel I ve Il i¢in dongii sartlart.

Multipleks PZR Multipleks PZR
Panel | Panel 11
Aktivasyon 94 °C 94 °C 5 dk
Denatiirasyon 94 °C 94 °C 30sn
Primer baglanmasi 52°C 51°C 40 sn 30 dongii
Uzama 72 °C 72°C 50 sn
Son uzama 72 °C 72 °C 5 dk
Sinirsiz bekletme 4°C 4°C o

3.7.4. Elektroforez ve goriintiileme

PZR iiriinlerinin gézlemlenmesi igin yatay jel elektroforezi kullanildi. Elektroforez
i¢in Tris — Borik asit — EDTA (TBE) tamponu igerisinde %2’lik agaroz jel hazirlandu.
Temiz bir erlen igerisinde 25 ml 0.5X TBE tamponu igerisine 0,6 g agaroz (AppliChem,
Almanya) koyulup total hacim 0.5X TBE tampon ile 30 m1’ye tamamlandi. Mikrodalga
firinda agaroz tamamen eriyinceye kadar 1sitildi. Jel sicakligi yaklagik 50-55°C’ye
distiigiinde, icerisine son konsantrasyon 0.5 pug/ml olacak sekilde 10 mg/ml’lik stok
Etidyum Bromiir soliisyonu ilave edildi. Taraklar elektroforez yatagina yerlestirildikten
sonra agaroz igersine dokiildii ve yaklasik 30 dakika katilagmaya birakildi.

Agar katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilarak, jel yatak ile birlikte tanka (Thermo
Scientific, ABD) yerlestirildi. Jelin {izeri kapanacak sekilde 0.5X TBE tamponu ilave
edildi. Tk kuyucuga GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD) diger
kuyucuklara ise 6rneklere, pozitif ve negatif kontrollere ait PZR iiriinleri 6X DNA Loading
Dye (Thermo Scientific, ABD) ile karistirtlarak (2 ul boyaya 5 ul {iriin) yiiklendi.
Elektroforez 110 V’da 50 dakika yiiriitiilen 6rnekler GeneLine ImageSCI (Spectronics

Corp., ABD) jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek degerlendirildi.

3.8. Izolatlar arasindaki klonal iliskinin PFGE yontemi ile arastirilmasi
Karbapenem direncli HK enfeksiyon etkeni olarak belirlenen 84 K. pneumoniae izolati

arasindaki klonal iliski, izolatlarin Xbal DNA restriksiyon enzimi ile kesimi sonras1 PFGE
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yontemi ile aragtirtldi. PFGE yontemi PulseNet tarafindan dnerilen protokole gore

uygulandi. 19

3.8.1. Bakteri kaliplarinin hazirlanmasi

EMB agarda saf koloni olarak elde edilen suslar, MHA besiyerine tek koloni ekimi ile
pasajlanip 36°C’de 18 saat inkiibe edildi. TE tamponu (10 mM Tris:1 mM EDTA, pH 8.0)
icerisinde PFGE onayli agaroz (Bio-Rad, ABD) %1’lik konsantrasyonda hazirlanip eritildi
ve kullanilana kadar 55°C’lik su banyosunda bekletildi. 100 pl’lik hazir kaliplar etiketlenip
alt kismi bantlandiktan sonra buz akiisii iizerine yerlestirildi. inkiibasyon sonrasi elde
edilen saf kiiltiirlerden steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla alinan bakteri kolonileri hiicre
siispansiyon soliisyonu (100 mM Tris: 100 mM EDTA, pH 8.0 ) igerisinde siispanse edildi.
Bakteri yogunlugu spektrofotometre (SHIMADZU UV-1601) ile 610 nm’de optik
dansitesi 1.0 olacak sekilde ayarlandi. Steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri etiketlenerek
hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 100°er pl dagitildi. Her bir tiipe 100 mg/ml
proteinaz—K (Sigma, ABD) soliisyonundan bir pl eklenip otomatik pipet ile karistirildi.
Uzerlerine %1°lik PFGE agarozdan 100’er pl ilave edilerek yavasca karistirildi.
Karigimdan 100 pl alinarak buz akiisii izerindeki kaliplara hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dagitildi. Bu sekilde hazirlanan bakteri kaliplar1 +4°C’de 10 dakika katilasmaya
birakildi.

3.8.2. Bakteri hiicrelerinin parcalanmasi ve DNA izolasyonu

Katilagan bakteri kaliplari, 5 ml lizis tamponu (50 mM Tris:50 mM EDTA, pH 8.0, %1
Sarcosyl, 0,1 mg/ml proteinaz K) bulunan 15 ml’lik steril falkon tiiplere ayr1 ayr1 aktarilip,
calkalamal1 inkiibatorde 55°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda lizis tamponu tamamen uzaklastirildi. Agaroz kaliplar1 50°C’ye
isitilmis 10 ml steril distile su ile iki defa, sonrasinda 10 ml TE tamponu (10 mM Tris:1
mM EDTA, pH 8.0) ile ii¢ defa calkalamal: inkiibatdrde 50°C’de 15’er dakika yikandi.

Kesim yapilmak iizere 5 ml TE tamponu igerisinde +4°C’de bekletildi

3.8.3. Agaroz kaliplari icerisindeki DNA min Xbal restriksiyon enzimi ile kesilmesi
Agaroz kaliplarindan steril bistiiri ile 2 mm’lik parcalar kesilip, kaliplarin kalan kismi
gerektiginde kullanilmak tizere TE tamponu igerisinde +4°C’de saklandi. Kesim enzimi ile

birlikte temin edilen 10X Tango buffer, steril ¢ift distile suyla 1:10 diliie edilerek kesim
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tamponu olarak kullanildi. Kesilen 2 mm’lik agaroz kaliplar 200 pl 1X Tango buffer i¢inde
oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 1X Tango buffer uzaklastirilip, 30
U Xbal enzimi (Thermo 10 U/ul) i¢eren 200 ul kesim tamponu ilave edilerek ¢alkalamali
su banyosunda 37°C’de 3 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiipler igerisindeki kesim tamponu tamamen uzaklastirilip 200 pl

0.5X TBE eklendi ve oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.

3.8.4. Elektroforez ve goriintiileme

PFGE i¢in i¢in %1°lik jel hazirlandi. PFGE onayli agarozdan (Bio-Rad, ABD) 1 g
tartilip 100 ml 0.5 X TBE ile karistirtldi ve mikrodalga firin iginde tamamen eriyinceye
kadar 1sitild1. Yiikleme sonrast, jel igeren kuyucuklara konulmak tizere 5 ml agaroz ayrildi.
Elektroforez yatagina 15 disli tarak takilip, yaklasik 50-55°C’ye sogutulan jel, baloncuk
olusturmadan yataga dokiildii. Su terazisi ile diiz oldugundan emin olunan zemin iizerinde

30 dakika katilagmaya birakildi.

Elektroforez tanki1 2 L 0.5X steril TBE tamponu ile doldurularak 14°C’ye sogutuldu.
Sogutma pompasi borularinda hava kabarcigi olup olmadigina bakilip devir daimin

olduguna emin olundu.

Katilasan jelden tarak ¢ikartilip, Xbal enzimi ile kesilmis bakteri kaliplar1 steril 6ze
yardimut ile kuyucuklara yerlestirildi. Bakteri kaliplarinin yerinden ¢ikmamasi i¢in daha
onceden ayrilmis %1°lik agaroz ile kuyucuklarin iizeri dolduruldu. Molekiiler biiyiikliik
standard1 olarak ilk ve son kuyucuklara S. aureus “NCTC ” 8523°ten hazirlanip, Smal

enzimi ile kesilen bakteri kaliplar1 yiiklendi.

Bakteri kaliplarini igeren jel, altindaki tablayla birlikte daha 6nceden 14°C’ye
sogutulmus 0.5 X TBE iceren elektroforez tankina yerlestirildi.

CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad, ABD) uygulanan elektroforez kosullari baslangig
vurus siiresi 2,2 sn, bitis vurus stiresi 63,8 sn, akim 6V/cm, sicaklik 14°C, siire 18 saat
olacak sekilde ayarlandi. Elektroforez bitiminde jeller 1 pg/ml etidyum bromiir i¢eren 400
ml steril distile su igerisinde 30 dakika boyandi. Boyama islemi sonrasinda fazla etidyum
bromiiriin uzaklastirilmasi amaciyla jeller 400 ml steril distile su icerisinde, 20 dakikada

bir su degistirilerek 1 saat bekletildi. Fazla boyas1 uzaklastirilan jeller, GeneLine ImageSCI
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(Spectronics Corp., ABD) jel goriintiileme sisteminde ultraviyole 15181 altinda

goriintlilendi. Fotograflar tiff formatinda kayit edildi.
3.8.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Bant profilleri, Phoretix 1D Pro (TotalLab Ltd) program1 kullanilarak analiz edildi.
Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA) metodu ve Dice
benzerlik katsayisi kullanilarak PFGE profillerinin dendrogrami olusturuldu ve kiimelenme

analizi yapildi.

3.9. Istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programi ile yapildi. Niimerik degiskenler medyan (25. - 75. persentil) ve frekans
(ylizdelikler) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olmayan
niimerik degiskenler icin Mann Whitney U Testi ile kategorik degiskenler i¢in Fisher's
Exact Kikare analizi, Yates’ Kikare analizi ve Monte Carlo Kikare analizi ile

degerlendirildi. p <0.05 istatistiksel olarak 6nemlilik i¢in yeterli kabul edildi.

40



4. BULGULAR

4.1. izolatlar genel 6zellikleri
Calismaya her biri ayr1 hasta 6rneginden izole edilen 100 K.pneumoniae izolat1 dahil
edilmistir. Suslarin 51°1 erkek, 49’u kadin hastalardan izole edilmistir. Hastalarin en

kiigigi 1.5 aylik, en bliyligii ise 83 yasindaydi (ort. yas: 61.5).

Izolatlarin 82 tanesi yatan hastalardan, 18 tanesi ise poliklinik hastalarindan gonderilen
orneklerden izole edilmistir. Yatan hastalarin 19°u YBU’nde; 63’ii ise YBU dis1 birimlerde

bulunmaktaydi.

Hastalara ait veriler degerlendirildiginde, 16 hastanin enfeksiyonu toplum kokenli (11
poliklinik hastasi, 5 yatan hasta); 84 hastanin enfeksiyonu hastane kokenli enfeksiyon
olarak kabul edilmistir. Hastane enfeksiyonu etkeni olarak saptanan suslarin 7’si (%8)

polikliniklerden, 77’si (%92) yatan hastalardan izole edilmistir.

Orneklerin geldigi kliniklere gore dagilimi 44 dahili servisler, 4 pediatri servis, 8 dahili
poliklinikler, 15 cerrahi servisler, 3 cerrahi poliklinikler, 3 cerrahi YBU, 13 dahili YBU, 4
pediatri YBU, 4 acil servis olarak belirlenmistir. Orneklerin 45’ini idrar, 30’unu yara,
10’unu trakeal aspirat, 5’ini BAL, 2’sini balgam, 3’linti kan, 2’sini derin doku, 1’ini apse,

1’ini periton s1visi ve 1°ini genital akint1 6rnekleri olusturmaktadir (15.Cizelge).
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15.Cizelge. Calismaya alinan K. pneumoniae suslarinin izole edildigi 6rnek tiirii ve

kliniklere gore dagilimi.

Ornek tiirii
Trakeal Derin  Periton Genital

Klinik Idrar Yara aspirat BAL Balgam Kan doku SIVIS1 Apse akinti n (%)

Dahili 44

servisler 24 11 . 2 1 1 2 1 1 1 (%44)

Dahili 10

poliklinikler 7 3 . - . - ; ; ; - (%10)
13

Dahili YBU - 1 9 2 3 1 i i i - (%13)

Cerrahi 15

servisler 4 9 _ 1 1 _ _ _ _ - (%15)

Cerrahi

poliklinikler - 3 i . i i . . . - 3 (%3)

Cerrahi

YBU 1 2 ; 3 ; ; } . } - 3 (%3)

Pediatri

Servisi 4 - _ _ _ _ _ _ - - 4 (%4)

Pediatri

YBU 1 1 1 i i 1 . . - - 4 (%4)

Acil 4 - - X . - . . - - 4 (%4)
100

Toplam 45 30 10 5 2 3 2 1 1 1 (%100)

n: Ornek say1s1, YBU: Yogun Bakim Unitesi, BAL: Bronko Alveolar Lavaj

Suslarin izole edildigi hastalar degerlendirildiginde, hastalar arasinda son bir ayda
karbapenem kullanim1 %39, sefalosporin kullanimi %29, YBU’nde bulunma %53, major
cerrahi islem gegirme %39, immiin stipresyon %27, malignite %40, diyabet %30,
hipertansiyon (HT) %43, kronik bobrek yetmezligi (KBY) %24, serebrovaskiiler hastalik
(SVH) %24, mekanik ventilator (MV) %19, santral venoz kateter (SVK) %11, trakeotomi
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%11, triner kateter %30, Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) %29 ve pulmoner hastalik

varligi %14 olarak saptanmustir.

Ampirik olarak en sik baslanan antibiyotikler sirasiyla, meropenem (32 hasta),
piperasilin/tazobaktam (26 hasta) ve seftriakson (21 hasta), amikasin (14 hasta) olarak
belirlenmistir. 100 hastanin 32’sinde tedavi ile kiir saglanmis, tigii antibiyotik
baslanamadan vefat etmistir. Hastlarin altisinda kiir sonrasi tekrarlayan enfeksiyon
saptanmig, dokuzunda tedaviye ragmen kiiltiir pozitifligi devam etmis, kiiltiir pozitifligi
bildirilen {i¢ hasta kolonize kabul edilmistir. Hastalarin 13’tinden kontrol kiiltiir
almmamistir. 11 hasta dis merkez YBU’ne sevk edildiginden, 23 hastanin ise hastane bilgi
sisteminde kayith verisi bulunmadigindan tedavileri hakkinda veri elde edilememistir.
PDR K.pneumoniae izole edilmis bes yogun bakim hastasi kiiltiir sonuglar1 ¢itkmadan
baska bir merkeze sevk edildiginden tedavileri hakkinda veri elde edilememistir. Diger
dort hastanin tedavilerinde MEM+ETP, ETP+PIPTAZ, AM+MEM+TG, SXT+CN ve
kullanilarak sirasiyla ile 10., 8., 7., ve 10. giinlerde kiir saglanmistir. Ancak bir hastada
MEM+TG ile 17 giine, digerinde MEM 40 giin +COL 20 giin + TG ile 14 giin tedaviye

ragmen kiiltiir pozitifligi devam etmistir.

4.2. Antimikrobiyal duyarhhk

Test edilen tiim izolatlar i¢in %100 direngli saptanan antimikrobiyal ajanlar; ampisilin,
amoksisilin-klavulanik asit ve piperasilin-tazobaktam olarak belirlenmistir. Izolatlarin en
duyarli oldugu antimikrobiyal ajanlar ise kolistin (%42) ve amikasin (%39) olarak
saptanmistir. Vitek-2 sistemi ile karbapenemlerden herhangi birine azalmis duyarlilig
saptanan suglarin alindig1 ¢aligmamizda karbapenem grubu antimikrobiyal ajanlar i¢in agar
diliisyon yontemi ile saptanan direng oranlari; ertapenem icin %98, imipenem i¢in %56 ve
meropenem icin %70 olarak bulunmustur. Tigesiklin, seftazidim, sefotaksim,
siprofloksasin, gentamisin ve trimetoprim-siilfometaksazol i¢in sirasiyla, %37, %98, %98,
%94, %81, %63 oraninda direng saptanmistir (16.Cizelge).
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16.Cizelge. Suslarin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Antibiyotik  Duyarli (S)  Ortaduyarli  Direngli (R)  MiKsp MiKgo MIK aralig1
M
AMP % 0 %0 % 100 64 >64 32->64
AMC %0 % 0 % 100 - - -
TZP % 0 %0 % 100 - - -
CAZ %1 % 1 % 98 >32 >32 0.5->32
CTX %1 % 1 % 98 >16 >16 1->16
cip % 2 % 4 % 94 8 >8 0.25->8
CN % 18 % 1 % 81 16 >32 <0.25->32
ETP % 0 % 2 % 98 32 64 1-64
MEM % 11 % 19 % 70 16 32 0.5-64
IPM % 16 % 28 % 56 16 32 0.5-64
KOL % 42 % 1 % 57 8 16 0.25->16
AK % 39 % 23 % 38 16 128 <1->128
TG % 21 % 42 % 37 2 8 0.25->16
SXT % 34 % 3 % 63 - - -

4.3. Multipleks PZR ile saptanan karbapenemaz iiretiminden sorumlu genler ve
sikhigi

Calismaya dahil dilen 100 KDKP izolatinin 95’inin karbapenemaz direncinden sorumlu
olan en az bir gen tasidig1 belirlenmistir. Izolatlarin 5’inde ise ¢alismada arastirilan
karbapenemaz direncinden sorumlu genlerden herhangi biri saptanmamustir. Saptanan
genlerin %81.05’inin blaoxa-4s, %38.9’unun blanom ve %9.47’sinin blakpc oldugu
belirlenmistir. Genlerin tek basina goriilme siklig1 blaoxa-4s, blanom ve blakpc igin sirasiyla

%53.6, %9.4 ve %6.3 olarak belirlenmistir. blaoxa-ss ve blanom’nin birlikte bulunma
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siklig1 %26.3, blanom Ve blakpc’nin %2.1, blaoxa-as Ve blakec’nin %1.05, blanom ve
blavim’in %1.05 olarak saptanmistir. Toplum ve hastane kokenli izolatlarda karbapenem
direncinden sorumlu genlerin goriilme siklig1 17.Cizelge’de, PZR-elektroforez sonrasi

ornek jel goriintiileri ise 2. ve 3.Cizim’lerde gosterildigi gibidir.

YBU’leriden izole edilen 19 susta en sik goriilen karbapenemaz enzimi 10 izolatta
(%52.6) saptanan OXA-48 olmustur. Ikinci siklikta saptanan OXA-48+NDM enzimi ise 8
izolatta (%42.1) saptanmistir. Genlerin YBU ve YBU dis1 boliimler arasindaki dagilimi
18.Cizelge’de gosterilmistir.

VIM+NDM pozitif olarak saptanan tek izolat, cocuk YBU’nde yatan 3,5 aylik erkek
hastanin yara yeri kiiltiiriinden izole edilmistir. Hastanin son 1 ayda karbapenem,
sefalosporin kullanim1 ve YBU’nde bulunma &ykiisii mevcuttur. K\VH ve trakeotomisi
bulunan hasta mekanik ventilatér’e bagliydi. izolat kolistin ve amikasin’e duyarl, diger
antibiyotiklere direngli olarak belirlenmistir.

OXA-48+KPC enzimi iirettigi saptanan tek izolat ise genel cerrahi servisinde yatan 61
yasinda kadin hastanin yara yeri kiiltiiriinden izole edilmistir. Hastanin son 1 ayda
karbapenem kullanimi, YBU’nde bulunma ve major cerrahi gegirme dykiisii mevcuttu.
Diyabet, HT, KBY, KVH ve iiriner kateteri bulunmaktaydi. izolat test edilen tiim
antibiyotiklere direngli olarak saptanmustir.

Kolonize kabul edilen ve toplum kokenli olarak degerlendirilen ii¢ izolat, idrar
kiiltiirlerinden edilmis ve OXA+NDM pozitif olarak saptanmistir.

Yara yeri kiiltiirlerinden izole edilen NDM ve NDM+KPC pozitif saptanan iki sus, idrar
orneklerinden izole edilen OXA, KPC, NDM+KPC pozitif saptanan ii¢ sus ve idrar
orneginden izole edilip, arastirilan karbapenemaz enzimlerinden higbirini {iretmeyen bir
sus, dis merkez kaynakli hastane enfeksiyonu etkeni olarak degerlendirilmistir.

KPC+NDM pozitif olarak saptanan iki sus ta dig merkez kaynakli hastane enfeksiyonu
etkeni olarak degerlendirilmistir. Biri, KBB servisinde yatan 55 yasinda kadin hastanin
yara yerinden 15.1.17 tarihinde izole edilmistir. Son 1 ayda sefalosporin kullanimi ve
YBU’nde bulunma 6ykiisii olan hastanin, HT, SVH, trakeotomi ve iiriner katateri
bulunmaktadir. Izolat sadece TG’ne orta duyarli diger antibiyotiklere direngli olarak
bulunmustur. Hastadan kontrol kiiltiirii alinmamustir. Digeri ise gastroenteroloji servisinde
yatan 69 yasinda kadin hastanin idrar 6rneginden 18.1.17 de izole edilmistir. Son 1 ayda

YBU’nde bulunma 6ykiisii olan hastada, immiinsiipreyon, diyabet, HT, KBY, KVH ve
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pulmoner hastalik mevcuttur. izolat KOL, TG ve SXT’e duyarli diger antibiyotiklere
direncli olarak saptanmigtir. SXT ile tedavi edilen hasta, 15 giinde kiir olmustur.

Toplum kokenli enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilen 16 izolatin 11’inde sadece
OXA-48 enzimi saptanirken, 5’inde OXA-48 ve NDM enzimi birlikte saptanmustir.

17.Cizelge. Karbapenemaz tiretiminden sorumlu genlerin gortilme sikligi.

Pozitif saptanan genler Ornek sayis1 n(%) Toplam n(%o)
HK TK
blaoxa-4s 40(%50.6) 11(%68,8) 51(%53.7)
blanom 9(%11.4) 0 9(%9.5)
blakec 6(%7.5) 0 6(%06.3)
blaoxa-g+Nom 20(%25,3) 5(%31,4) 25(%26.3)
blakpc+nom 2(%2,5) 0 2(%2.1)
blaoxa-ss+kpc 1(%1,2) 0 1(%1.05)
blavim+nom 1(%1,2) 0 1(%1.05)
Toplam 79(%83.2) 16(%16.8)

Saptanan genlerin dagilimi agisindan HK-TK enfeksiyonlari arasinda anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05).
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18.Cizelge. Karbapenemaz iiretiminden sorumlu genlerin YBU ve YBU dis1 béliimler
arasindaki dagilimi.

blaoxa-as blanowm blakrc blaoxa- blaoxa-  blavivenxom  blakpc+nom
48+NDM 48+KPC
YBU 10 0 0 8 0 1 0
(%52.6) (%0) (%0) (%42.1) (%0) (%5.3) (%0)
YBU dis1 41 9 6 17 1 0 2
boliimler  (%50.6) (%11.1) (%7.4) (%21) (%1.2) (%0) (%2.5)

1000 be
700 be

KPC (798 be)
NDM (621 be)

500 be OXA-48 (438 be)

VIM (390 be) 400 be

IMP (232 be) 250 be

2.Cizim. Karbapenemaz iiretiminden sorumlu genlere ait pozitif ve negatif kontrol 6rneklerinin jel
goriintiileri. 1, Marker (50 bp); 2, multipleks PZR panel | pozitif kontrol; 3, negatif kontrol; 4,
Marker (50 bp); 5, multipleks PZR panel Il pozitif kontrol; 6, negatif kontrol
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3.Cizim. Izolatlarda saptanan karbapenemaz iiretiminden sorumlu genlere ait jel goriintiileri. A.
Sadece OXA-48 pozitif drneklere ait jel goriintiileri. 1, Marker (50 bp); 2, multipleks PZR panel
Il pozitif kontrol; 3, 4, 5, 6, 7, 8, hasta drnekleri.

B. KPC ve NDM pozitif érneklere ait jel goriintiileri. 1, Marker (50 bp); 2, multipleks PZR panel
Il pozitif kontrol; 3, 4, hasta 6rnekleri.

C. Sadece NDM pozitif drneklere ait jel gortintiileri. 1, Marker (50 bp); 2, 3, 4, 5, 6, 7 hasta
ornekleri; 8, multipleks PZR panel 1l pozitif kontrol.

D. OXA-48 ve NDM pozitif érneklere ait jel goriintiileri. 1, multipleks PZR panel 1l pozitif
kontrol; 2, 3, 4, 5, 6, 7, hasta ornekleri; 8, Marker (50 bp).
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3. Cizim devamu. E. Sadece KPC pozitif 6rneklere ait jel gortintiileri. 1, 50 bp Marker; 2,
Multipleks PZR Panel Il pozitif kontrol; 3, 4, 5, 6, 7, 8, hasta drnekleri.

F. KPC ve OXA-48 pozitif 6rnege ait jel goriintiisii. 1, 50 bp Marker; 2, multipleks PZR panel |1
pozitif kontrol; 3, hasta drnegi.

G. VIM ve NDM pozitif 6rnege ait jel goriintiisii. 1, 50 bp Marker; 2, multipleks PZR panel |
pozitif kontrol; 3, hasta 6rnegi; 4, multipleks PZR panel 1l pozitif kontrol; 5, hasta 6rnegi; 6, 50
bp Marker.
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4.4. Karbapenemaz iiretiminden sorumlu genlerin varhginda karbapenem grubu
antibiyotiklerin duyarhhklarinin irdelenmesi

Ertapenem duyarlihigi: Sadece blaoxa-4s geni pozitif saptanan 51 adet izolattan iki tanesi

ertapeneme orta duyarli bulundu. Diger genlere sahip izolatlarin hepsi ertapenem direngli

idi. Genler ve ETP duyarliligi agisindan anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,495).

Meropenem duyarliligi: Saptanan genler, meropenem duyarliligi agisindan

karsilastirildiginda sadece blaoxa-ag pozitif izolatlarda anlamli bir fark saptanmaistir (p
=0,003). Sadece blaoxa-4s pozitif olarak saptanan izolatlar diger genleri igeren izolatlara

gore belirgin olarak meropeneme duyarliydi.

Imipenem duyarlilig1: Saptanan genler, imipenem duyarlilig1 agisindan

karsilastirildiginda sadece blaoxa-4g pozitiflerde anlamli bir fark saptanmustir (p < 0,001).
Sadece blaoxa-4s pozitif olarak saptanan izolatlar diger genleri igeren izolatlara gore

belirgin olarak imipeneme duyarliydi.

Saptanan genler ve karbapenemlere olan duyarlilik sonuglart 19.Cizelge’de gosterildigi
gibidir.

19.Cizelge. Genler ve karbapenem duyarliliklarinin karsilastirilmasi.

Duyarli (n) Orta duyarli (n) Direngli (n) MiKso (ug/ml) | MiKgo (ug/ml)

iPM | MEM | ETP | iPM | MEM | ETP | iPM | MEM | ETP | . )
[PM | MEM | ETP | iPM | MEM | ETP

blaoxa-ss 10 8 0 24 15 2 17 28 | 49 8 16 16 | 16 16 32
blanpm 0 0 0 1 1 0 8 8 9 |16 | 16 | 32 | 16 | 16 | 32
blakec 0 0 0 1 1 0 5 5 6 | 16 | 16 | 32 | 32 | 32 | 64

blaoxa4g+nom | o | o | o | 3 1 0 | 22| 24 | 25 | 16| 16 | 32 | 64| 32 | 64

blaoxa-as+kpc | 0 o | o 0 0 | 1 1 1

blanom-+vim ol o | o] o 0 0| 1 1 1

blakec+npwm ol o | o] o 0 0| 2 2 | 2
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4.5. Orneklerin gonderildigi kliniklere gore karbapenem grubu antibiyotiklerin
duyarhhiklarinin irdelenmesi

Orneklerin gonderildigi klinikler karbapenem duyarliligindaki azalma agisindan
karsilastirnldiginda; YBU’nden gelen 6rneklerden izole edilen suslarda meropenem ve
imipenem duyarlili§inin belirgin olarak azalmis oldugu saptanmistir (p < 0,05). Ertapenem

icin ise anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05).

4.6. PFGE bulgular:

84 izolatin PFGE analizi ile 4 major patern A (21/84), B (11/84), C (11/84), D (10/84)
saptanmustir. Diger paternler ise 15’1 bagimsiz olmak tizere (J-Z, X), E (6/84), F (3/84), G
(3/84), H (2/84), | (2/84) olarak belirlenmistir. Multipleks PZR ile sadece blaoxa-4s geni
tespit edilen 40 izolattan pulsotip A’da 19, pulsotip B’de 8, pulsotip C’de 4, pulsotip D, E,
M, P, S, V.Y, Z ve X’de ise 1’er izolat bulunmustur. blaoxa-4s+nom geni saptanan 20
izolattan pulsotip A’da 1, pulsotip B’de 2, pulsotip C’de 5, pulsotip D de 8, pulsotip G’de 3
ve pulsotip K’da 1 izolat bulunmustur. Sadece blanom geni saptanan 9 izolatin 2’si pulsotip
C’de, diger 7’si ise farkli PFGE paternleri sergilemistir (A, D, H, J, L, O, T). Sadece
blakec geni saptanan 6 izolattan pulsotip E’de 4, pulsotip B ve F’de 1’er izolat
bulunmustur. blakec+nom geni saptanan 2 izolat da pulsotip I’da bulunmustur. blaoxa-as+krc
geni ve blavim+nom geni saptanan birer izolat sirasiyla pulsotip E ve N’de bulunmustur.
Multipleks PZR ile karbapenem direncinden sorumlu herhangi bir gen tespit edilmeyen
izolatlardan pulsotip F’de 2, pulsotip H, R ve U’da 1’er izolat bulunmustur. Izolatlarin

PFGE paternleri ve klonal iliskilerinin dendrogrami 4.Cizim’de gosterilmistir.
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4.Cizim. Izolatlarin PFGE analizi ile elde edilen dendrogramu.
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Bazi suslarin PFGE bant profilleri 5.Cizim’deki gibidir.

674

361
324
262

208

175
135

<80

5.Cizim. PFGE bant profilleri. M S.aureus NCTC 8325; 1, 3, 5, 7 Pulsotip A sirasiyla 73, 59, 50, 56 nolu
suslar; 2 Pulsotip B 83 nolu sus; 4, 10 Pulsotip C sirasiyla 113 ve 94 nolu suslar; 6 Pulsotip G 107 nolu sus; 8
Pulsotip R 26 nolu sus; 9 Pulsotip E 37 nolu sus; 11 Pulsotip 88 nolu sus.

PFGE yapilan 84 izolatin PFGE tipleri, suslarin izole edildikleri 6rnek tiirii, klinikler ve
izolasyon tarihleri 20.Cizelge’de gosterilmistir. Ayn1 pulsotip igerisindeki ayni kliniklerden
¢ok yakin tarihli izole edilmis ve bir salgin patlak vermis olup ilgili izolatlar koyu renk ile
belirtilmistir.
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20.Cizelge. PFGE yapilan 84 susun PFGE paternleri, suslarin izole edildikleri 6rnek tiirt,
klinikler ve izolasyon tarihleri.

PFGE Paterni Izolat No Multipleks PZR Klinik Izolasyon Tarihi Ornek Tiirii
A 9 OXA-48+NDM G. cerr. serv. 12.1.2015 Yara
18 OXA-48 Hemato-Onko. 18.2.2015 Yara
Serv.

25 OXA-48 Cerr. YBU 18.3.2015 Yara
35 OXA-48 Plastik cerr. 8.4.2015 Yara
Serv.

36 OXA-48 Dah. Serv. 14.4.2015 idrar
38 OXA-48 Plastik cerr. 20.4.2015 Yara
Serv.

44 OXA-48 Dah. Serv. 18.5.2015 Idrar
47 OXA-48 G. cerrahi serv. 27.5.2015 Yara
50 OXA-48 Cerr. YBU 13.6.2015 Idrar
55 OXA-48 Dah. YBU 26.6.2015 TA
56 OXA-48 Dah. YBU 27.6.2015 TA
57 OXA-48 Dah. YBU 27.6.2015 TA
59 OXA-48 Dah. YBU 5.7.2015 TA
60 OXA-48 Dah. YBU 3.7.2015 Kan
62 OXA-48 Dah. YBU 6.7.2015 TA

67 OXA-48 Uro. Serv. 9.8.2015 Balgam
68 OXA-48 Hemato-Onko. 6.8.2015 BAL
Serv.

73 OXA-48 Hemato-Onko. 17.8.2015 Yara
Serv.

74 OXA-48 Hemato-Onko. 16.8.2015 idrar
Serv.

104 OXA-48 Noro. Serv. 3.10.2016 Idrar
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123 NDM Ortop. Serv. 18.7.2016 Idrar
7 OXA-48+NDM Hemato-Onko. 14.1.2015 Genital akint1
Serv.
10 OXA-48 Dah. Serv. 12.2.2015 Yara
49 OXA-48 Dah. Serv. 6.6.2015 Derin doku
52 OXA-48 Dah. YBU 11.6.2015 Yara
53 OXA-48 Hemato-Onko. 15.6.2015 Yara
Serv.
64 OXA-48 G. cerr. serv. 18.7.2015 Yara
70 OXA-48 FTR serv. 11.8.2015 Yara
79 OXA-48 Kardiyo serv. 31.8.2015 Idrar
81 OXA-48 Hemato-Onko. 7.9.2015 Yara
Serv.
90 OXA-48+NDM Plastik cerr. 6.1.2016 Yara
Serv.
120 KPC Enf. Polk. 30.1.2017 Yara
84 NDM Derma. Serv. 17.10.2015 Idrar
91 OXA-48 Dah. Serv. 17.6.2016 Idrar
92 OXA-48+NDM Dah. YBU 17.6.2016 BAL
94 NDM Plastik. Polk. 18.7.2016 Yara
96 OXA-48+NDM Cerr. YBU 17.7.2016 Yara
102 OXA-48+NDM Dah. YBU 3.10.2016 TA
103 OXA-48+NDM Dah. YBU 2.10.2016 TA
112 OXA-48 Dah. YBU 26.10.2016 TA
113 OXA-48 Enf. Serv. 6.10.2016 Yara
115 OXA-48+NDM Dah. YBU 8.12.2016 TA
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122 OXA-48 Enf. Serv. 2.2.2017 idrar
1 NDM Dah. Serv. 14.1.2015 Idrar
23 OXA-48+NDM Acil 15.3.2015 idrar
27 OXA-48+NDM Enf. Polk. 16.3.2015 Yara
30 OXA-48+NDM Noro. Serv. 25.3.2015 Idrar
31 OXA-48+NDM Dah. Serv. 24.3.2015 Idrar
32 OXA-48+NDM G. cerrahi serv. 1.4.2015 Yara
34 OXA-48+NDM Hemato-Onko. 6.4.2015 Idrar
Serv.
40 OXA-48+NDM Plastik cerr. 24.4.2015 Yara
Serv.
41 OXA-48+NDM FTR serv. 7.5.2015 Idrar
69 OXA-48 Hemato-Onko. 5.8.2015 Idrar
Serv.
37 KPC Dah. Serv. 20.4.2015 Yara
51 KPC Dah. Serv. 10.6.2015 Periton s1vist
66 OXA-48 Hemato-Onko. 4.8.2015 Apse
Serv.
76 KPC Acil 19.8.2015 Idrar
101 OXA-48+KPC G. cerr. serv. 28.8.2016 Yara
108 KPC Enf. Polk. 30.11.2016 Yara
42 KPC Gogiis. Serv. 12.5.2015 Yara
65 NEGATIF G.cerr. polk. 30.7.2015 Yara
105 NEGATIF Dah. Serv. 11.10.2016 Kan
98 OXA-48+NDM Ped. YBU 1.8.2016 TA
106 OXA-48+NDM Ped. YBU 10.11.2016 idrar




107 OXA-48+NDM Ped. YBU 16.11.2016 Kan

H 82 NDM Dah. Serv. 2.10.2015 Idrar
86 NEGATIF Enf. Serv. 10.11.2015 Idrar
| 117 KPC+NDM KBB serv. 15.1.2017 Yara
119 KPC+NDM Dah. Serv. 18.1.2017 Idrar
J 2 NDM Ped. Serv. 30.1.2015 Idrar
K 77 OXA-48+NDM Dah. Serv. 26.8.2015 Balgam
L 54 NDM Dah. Serv. 20.6.2015 Idrar
M 4 OXA-48 Ortop. Serv. 30.1.2015 BAL
N 116 NDM+VIM Ped. YBU 12.12.2016 Yara
0 14 NDM Derma. Serv. 12.2.2015 Derin doku
P 118 OXA-48 Dah. YBU 13.1.2017 BAL
R 26 NEGATIF FTR serv. 18.3.2015 Yara
S 83 OXA-48 FTR serv. 5.10.2015 Idrar
T 80 NDM KVC polk. 7.9.2015 Yara
U 88 NEGATIF Ped. Serv. 24.11.2015 Idrar
\% 87 OXA-48 Néro. Serv. 20.11.2015 Idrar
Y 29 OXA-48 Dah. Serv. 18.3.2015 Idrar
z 121 OXA-48 Gogiis. Serv. 1.2.2017 BAL
X 97 OXA-48 Hemato-Onko. 24.7.2016 Idrar
Serv.

G. cerr. serv.: Genel cerrahi servisi, Hemato-Onko.: Hematoloji- Onkoloji, YBU: Yogun Bakim Unitesi, Dah.: Dahiliye, Uro: Uroloji,
Noro.: Noroloji, Ortop.: Ortopedi, Kardiyo: Kardiyoloji, FTR: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon, Enf. Polk.: Enfeksiyon poliklinik,
Derma.: Dermatoloji, Gogiis.: Gogiis hastaliklari, Ped.: Pediatri, KBB: Kulak Burun Bogaz, KVC: Kardiyo Vaskiiler Cerrahi
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Pulsotip A’da bulunan izolatlarin antibiyotik duyarliliklart birbirleri ile benzer olup,

sadece li¢ izolat farkl1 bir sekilde KOL’ne duyarl: olarak bulunmustur.

Pulsotip B’de bulunan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 da birbirleri ile benzer olup,

farkli olarak bir izolat KOL ne, iki izolat TG’ne duyarli olarak bulunmustur.
Pulsotip A ve B’dekiler i¢in en duyarl antibiyotik SXT olarak saptanmustir.

Pulsotip C’de bulunan izolatlarin antibiyotik duyarliliklart birbirleri ile benzer olup,

sadece iki izolat farkli bir sekilde KOL’ne duyarl olarak bulunmustur.

Pulsotip D’deki OXA-48+NDM enzimi pozitif olan izolatlarin hepsi KOL disinda ayn1

duyarlilik paternini sergilemistir.

PFGE yapilan 84 K. pneumoniae izolatinin agar diliisyon ile elde edilen antibiyotik

duyarliliklar1 PFGE tiplerine gore gruplandirilarak 21.Cizelge’de gosterilmistir.
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21.Cizelge. PFGE ile farkli paternlerde saptanan suslarin antibiyotik duyarliliklar.

PFGE PATERNI (n)
AB A B C D E F G H [ J |K L [M|[N O [P |[R|S |[T |U|V |Y |Z |X

(21) (11) (11) (10) (6) 3 ©)) @ 1@ OO OO oo OO oo eO|O|a|a
ETP |R R R R R R R R R R IR |R |[R |[R |R|R |[R |[R [R |R |[R |[I |[R |[R
MEM | R R R R S/IN/4AR | 2SIR | R IIR | R R |[R |l |[R R [R |[I [S |S |[R |R |[S |S |R |R
iPM | S/111/9R | S/6I/4R | R R SN/4R | 2SIR | R SR | R R |R |[R IR |[R [R|I [S |[s |[R |[S |[S [Ss [R |I
KOL | 3S/18R S/10R 3S/8R 5S/5R [ S/BR | 2SR | S S SR|sS |[S |[R |R [S |S [S |[S |S [s |[S |[s |S |R |[R
AMP | R R R R R R R R R R IR |R |[R |[R |R|R |[R |[R|R |R |[R |R |[R |R
AMC | R R R R R R R R R R IR |R |R|[R |R|R |[R |[R|R |R |R |R |[R |R
CAZ |R R R R R R R R R R |[R |[R |[R|R [R[R[R |S |[R |R |I |R |R |R
CTX |R R R R R R R R R R IR |R |R|[R |R|[R |[R [S |[R |R |I |[R |[R |R
TZP |R R R R R R R R R R IR |R |R|[R |R|R [S |[R|R |R |R |R |[R |R
AK 9S/91/3R | 4S/6I/R | 3S/8R S/9R S/4IIR |S R R R R IR |[R [S [S [R[S |[S [S |[R |[S |S [Ss |I I
CIP R R R R R R I2R | R R R |[R |[R |[R |R [R[R[R |I |[R|I |S |R |R |R
TG S/141/6R | 2S/71/2R | 2S/21/7TR | S/I2I/TR | R 2IIR | S/NIR |S S [R |1 [R [R [I [S |s [I [s [I I [s |[s [s |l
CN S/20R R R R 3S/3R | S SI2R | R R R IR I |[R|R |[R|[S [Ss |[Ss |[R |S |[S |[R |[R |S
SXT | 14S/1/6R | 6S/5R R R R R S?2R |[R [SR|R [S |[R |[I |[S |[R |[S |[S |[S |[R |[R |[R |R [S |R

AB: Antibiyotik, n: Izolat say1s1
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5. TARTISMA

Enterik bakteriler arasinda karbapenem direncinin en yaygin gozlendigi tiir
K.pneumoniae ‘dir.** > UAMDSS-“CAESAR ” verilerine gére, iilkemiz invaziv
K.pneumoniae izolatlarinda karbapenem direng ylizdeleri 2013, 2014, 2015 yillarinda
sirastyla %11, %28, %30 olarak bildirilmistir.> 1% Avrupa’daki karbapenem direng
ortalamas1 2015 yilinda %8,1 olarak saptanmstir.1® Karbapenemaz iireten K.pneumoniae
izolatlar1 diinya genelinde artan siklikta izole edilmeleri ile nemli bir acil durum haline
gelmistir. Hatta KPC, ABD, Yunanistan ve israil’de, VIM Yunanistan’da, NDM Hindistan
ve Balkan iilkelerinde, OXA-48 ise iilkemizde ve Kuzey Afrika’da endemik olarak
goriilmektedir. Genellikle ¢oklu direng genlerine de sahip olduklarindan sebep olduklari

enfeksiyonlar yiiksek mortalite hizlari ile iligkilidir.33 3% °1

Karbapenem direncinin saptanmasinda meropenem duyarlilik ve 6zgilliik dengesi
acisindan en iyi ajan olarak bildirilmistir. Ertapenem duyarlilik agisindan mitkemmel
olmakla birlikte porin kayb1 ve GSBL veya AmpC beta laktamazlarin varhiginda, diisitk
stabilitesi nedeniyle dzgiilliigii diisiiktiir.3® *° Bizim galismamizda multipleks PZR ile
diren¢ geni saptanan 95 izolatta agar diliisyon yontemi ile ertapeneme duyarli sus
saptanmamistir. Izolatlarin yedisi (%7.3) meropeneme, 11 (%11.57)’i imipeneme duyarh
bulunmustur. Meropenem ve imipenemin duyarlilik - 6zgiilliikleri sirastyla %92.6 - %88.4
ve %60 - %100 olarak bulunmustur. Karbapenemaz genine sahip suslarin hepsinin ETP
direncli olmasi nedeniyle, karbapenemaz taramasinda en duyarl karbapenem ETP olarak
saptanmistir. ETP nin 6zgiilliigiinilin diisiik oranlarda olmasina ragmen, karbapenemaz
tireten suslar1 atlamamasi nedeniyle (duyarlilik %100) karbapenemazlarin fenotipik olarak

saptanmasinda, tarama amaciyla ETP kullanimi énerilmektedir®® 1%°

Calismamizdaki 100 izolatin diger antibiyotik duyarlilik durumlari degerlendirildiginde,
hepsi AMP, TZP ve AMC’a, %98’i CAZ ve CTX me, %94’ii CiP’ne, %81°i CN’ne,
%63°1 SXT e, %37’s1 TG’ne, %38’1 AK’ne ve %57°st KOL’ne direngli bulunmustur. K.
pneumoniae’da karbapenemlere direng, genellikle aminoglikozid, GSBL, kinolon
direnciyle beraber goriilmektedir.® 12 Bu calismada da karbapenemaz iireten ve
karbapenem direngli izolatlarin biiyiik kisminin bu grup antibiyotiklere de direngli oldugu
gbzlenmistir. Aminoglikozid grubu antibiyotiklerden CN’e %81 oraninda direng

gozlenirken AK’ne direng oraninin daha diisiik (%38) bulunmus olmasinin bu ilacin
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hastanemizdeki tedavi protokollerinde siklikla tercih edilmemesinden kaynaklandig:
diisiiniilmiistiir. KUE iiyeleri, cogu bata laktam antibiyotikleri hidrolize edebilmesi ve bu
izolatlarin siklikla fluorokinolon, aminoglikozid gibi diger antibiyotik siniflarina kars1 da
diren¢ mekanizmalarini bir arada bulundurmasi nedeniyle bu suslarla olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok az terapotik ajan kullanilabilmektedir. Buna ek olarak, TG
ve polimiksinler gibi son segenek antibiyotiklere karsi direng oranlar gittikce
artmaktadir.*® 19 “EuSCAPE ” verilerine gore, Tiirkiye’den gonderilen 112 KDKP
izolatindan KOL duyarlilig1 arastirilan 66 izolatin 19°u (%28.8), TG duyarlilig1 arastirilan
27 izolatin ise yedisi (%25.9) direngli olarak belirlenmistir. Bu 112 izolatin 24 {iniin
(%21.4) test edilen diger tiim antibiyotiklere direngli oldugu saptanmustir.’®” Bu ¢aligmada
KOL direnci %58, TG direnci ise %79 olarak bulunmustur. TG ve KOL igin ¢alismamizda
saptadigimiz yiiksek direng oranlar1, antibiyotik direncininin ne denli hizli yayginlagtigini

ve endise verici boyutta oldugunu bir kez daha gostermektedir.

Orneklerin gonderildigi klinikler karbapenem duyarliligindaki azalma agisindan
karsilastirldiginda; YBU’nden gelen drneklerden izole edilen suslarda meropenem ve
imipenem duyarliliginin belirgin olarak azalmis oldugu saptanmistir (p < 0,05). Ertapenem
i¢in ise anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). Bu duruma YBU’nde yatan hastalarin
tedavilerinde genis spektrumlu antibiyotiklerin 6zellikle de karbapenem grubunun sik

kullanilmasinin neden olabilecegi diisiintilmiistiir.

KUE enfeksiyonu icin tedavi secimi tartismalidir. Invitro calismalar, bakteriler tek tek
ilaglara direncli olsa bile, gesitli antibiyotik kombinasyonlarinin KUE’ye kars1 artmis
etkinlikte oldugunu gostermistir. Aminoglikozit, karbapenem, KOL, TG veya fosfomisin
ieren ikili ve iiclii kombinasyonlar igin sinerjik veya bakterisidal etkiler bildirilmisgtir.1%®
109,110, 111 Kiinik ¢aligmalar, KUE ile olusan agir enfeksiyonlarda kombinasyon tedavisinin
monoterapiden daha iistiin oldugunu gostermektedir. Uygun goriilen kombinasyonlar
arasinda KOL+TG, KOL+karbapenem, KOL+aminoglikozid ve
karbapenem-+aminoglikozid bulunmaktadir. Bu antibiyotiklerle yapilan diger ¢ift veya ti¢lii
kombinasyonlar da degisken basarilarda kullanilmistir.!*? 113 Bir ¢alismada kan akimi
enfeksiyonlarinda KOL+MEM+TG kombinasyonun %85.7 gibi yiiksek bir hayatta kalma
orani sagladig1 saptanmustir.*'* Oliva ve ark.!*® yayinladiklar1 vakada KOL+MEM+ETP
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kombinasyonunun, yiiksek MIK varliginda bile, kan dolasim enfeksiyonuna neden olan bir

“PDR” K.pneumoniae’ya kars1 sinerjik ve etkili oldugunu gostermislerdir.

Bu ¢alismada “PDR” K. pneumoniae izole edilen dort hasta, MEM+ETP,
ETP+PIPTAZ, AM+MEM+TG, SXT+CN kombinasyonlar1 kullanilarak, sirasi ile 10, 8, 7
ve 10 giinde tedavi edilebilmislerdir. Ancak diger iki “PDR " izolatin birinde, MEM+TG
ile 17 giin, digerinde MEM 40 giin +COL 20 giin + TG ile 14 giin tedaviye ragmen kiiltiir
pozitifligi devam etmistir. Aymi sekilde CID olan alt1 izolat TG, MEM+TG+AM,
MEM+KOLA+TG ve AM+SXT ile tedavilerine ragmen kiir edilememis, tekrarlayan
kiltiirlerde pozitiflik devam etmistir. Bu hastalarin biri hari¢ hepsinde KVH, SVH,

diyabet, KBY, malignite ve immiinsiipresyon gibi eslik eden hastalik mevcuttur.

Verilen tedaviler ile kiir edilen ancak KDKP ile tekrarlayan enfeksiyon gegiren alti
hastada malignite, KBY, KVH, immiinsiipresyon ve HT gibi ¢esitli eslik eden hastaliklari
oldugu belirlenmistir. Bu hastalarin tekrarlayan enfeksiyonlarmin nedeni olarak, KDKP ile
rektal kolonize olabilecekleri diisiiniilmustiir. Fakat hastalardan tarama kiiltiirii olarak
rektal siiriintii 6rnegi alinmadigi i¢in hastalarin tasiyiciligi konusunda bir yorum
yapilamamistir. Hastalardan izole edilen KDKP izolatlarinin tasidiklar: karbapenem

genleri ile tedaviye direng arasinda herhangi bir iliski kurulamamistir (p >0,05).

Genellikle diger antibiyotiklerle birlikte KUE tedavisinde omurga ajan haline gelen
KOL monoterapisi mortaliteyi arttirdig1 i¢in dnerilmemektedir.''® Ayni1 sekilde TG’nin de
tek basina kullaniminda genis spektrumlu betalaktamlara kiyasla mortaliteyi arttirdigi

yoniinde bildirim mevcuttur.®

Hastane bilgi sisteminden verilerine ulasabildigimiz kadariyla 100 hastadan 32’sinin
KDKP’nin etken oldugu enfeksiyonlar: tedavi edilmistir. Bunlarin altisinda TG, AM,
KOL, SXT, MEM ve ETP tek basina etkili olmustur. Diger kiir olan hastalarda ise en ¢ok
MEM+TG+KOL, MEM+AM, MEM+COL ve AM+MEM+TG kombinasyonlar etkili

olmustur.

Genis spektrumlu sefalosporinler ve karbapenemlerin yogun kullanilmasi bu direncli
bakterilerle kolonizasyon ve enfeksiyon gelisiminde 6nemli bir risk faktoriidiir.!'" 18 Bu
calismada, suslarin izole edildigi hastalara ait ulasilabilen veriler degerlendirildiginde, son

bir aydaki karbapenem kullanim1 %39, sefalosporin kullanimi ise %29 olarak
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belirlenmistir. Karbapenemaz tireten K.pneumoniae’da diger risk faktorleri, uzun siire
yataga bagimli kalma, yogun bakim iinitesinde bulunma, cerrahi miidahale ge¢irmis olma,
immiin stipresyon ve trakeotomi, mekanik ventilasyon, SVK gibi invaziv ara¢ kullanimi

olarak belirtilmistir,107 117 118, 119,120

“CDC ’nin KDE ile enfekte hastalardaki komorbid hastalik, invaziv kateter, dren
varligi ve yas1 degerlendirdigi calismada, median yasinin 66 oldugu, hastalarin sadece
%9’unun komorbid eslik eden hastaligi olmadigi ve %75 inin {iriner kateteri oldugu,

%43 {iniin SVK’i oldugu goriilmiistiir.}?! Bunlara ek olarak endemik bolgelere, 6zellikle de
medikal turizm amaciyla yapilan seyahat de 6nemli risk faktdrleri arasinda sayilmustir.*®
Calismamizda yukarida belirtilen ¢alismalar1 destekler nitelikte bulgular elde edilmis olup,
hastalarin %53 iinde YBU’nde bulunma, %39 unda major cerrahi gecirme, %27 sinde
immiin stipresyon, %40’1nda malignite, %30 unda diyabet, %43 linde HT, %24’{inde
KBY, %24’iinde SVH, %19’unda MV, %11’inde SVK, %1 1’inde trakeotomi, %30 unda

iriner kateter, %29’unda KVH, %14’iinde pulmoner hastalik varlig1 saptanmustir.

Yas, MV, malignite, kalp hastalig1 ve YBU’nde bulunma KDKP ile enfekte hastalarda
yiiksek mortalite ile iliskilendirilmistir.!t” 119122123 By, calismada incelenen KDKP
suslarinin izole edildigi hastalarin %22’sinin vefat ettigi belirlenmistir. Yukaridaki
calismalara benzer sekilde, vefat eden hastalarda ¢esitli risk faktorleri saptanmistir. Onbir
hastanin dis merkez YBU ne transferi nedeniyle, 23 hastanin ise kayith ayrintili bilgisine
ulasilamamasi nedeniyle eslik eden hastaliklarinin olup olmadig1 degerlendirilememis

olup, ¢alismamizin kisith bir yonii olarak degerlendirilmistir.

Bu bilgiler 1s131nda KDE izole edildigi bildirildiginde, bulasin 6nlenmesi i¢in acilen
enfeksiyon kontrol 6nlemleri alinmalidir. Hastalara, miimkiinse tek kisilik odada, miimkiin
degilse, ayn1 etkeni bulunduran hastalar bir arada kohortlama uygulanarak siki temas
izolasyonu uygulanmalidir. Kulanilacak tansiyon aleti gibi tibbi ara¢ geregleri sadece o

hastalarda kullanilmali ve dezenfekte edilmeden odadan ¢ikarilmamalidir.®®

Karbapenemazlar plazmidlerle transfer edildiginden, hem Enterobacteriaceae hem de
non fermentatif bakteriler bu plazmitlerin tasinmasinda ve yayilmasinda gorev yaparlar.

Direng genlerini tagiyan organizmalarin intestinal tagiyiciligi hastanelerde ¢apraz bulaga

63



neden olabilir. Bu nedenle, intestinal tagiyiciligin saptanmasina yonelik enfeksiyon kontrol

programlari, bu patojenlerin yayilmasini sinirlamak agisindan énemlidir.!8

Cesitli calismalar, karbapenemaz tireten organizmalara bagl enfeksiyonlarin etkin
kontrolii i¢in intestinal tastyiciligin saptanmasinin énemini vurgulamaktadir.'® 124 New
York'ta yapilan bir ¢alismada, karbapeneme direngli K. pneumoniae ve A. baumannii igin
rektal stirlintii kiiltiirlerinde intestinal tastyicilik taramasi pozitif ¢ikan hastalarin izole
edilmesi ve YBU'nde uygulanan enfeksiyon kontrol programi sayesinde 1 y1l sonra
intestinal tagiyicilik oraninda 6nemli bir azalma oldugu saptanmistir. Ayrica yeni KPC
ireten K. pneumoniae vakalarinin ortalama sayisini 1.000 hasta giiniinde 9.7'den 3.7'ye
diisiirmeyi basarmslardir.'?* Cesitli galismalarda, klinik kiiltiirlerin KDE ile kolonize olan
hastalarin sadece bir boliimiinii tanimladig1 ileri siiriilmiistiir. Israil'de bir hastanede yatan
hastalarda KDKP'nin rektal tastyicilik oranini %5.4 olarak bildiren bir nokta prevelans
calismasinda, hastalarin ti¢te birinden daha azinin KDKP i¢in pozitif klinik kiiltiirlere sahip
oldugu saptanmustir.?® Rektal tarama kiiltiirleri her klinikte maliyet etkin olmasa da YBU
gibi 6zellikli boliimlere hasta kabuliinde, endemik bir bolgeden gelen ya da daha 6nceden
KDKP pozitif oldugu bilinen hastalarin kabuliinde, kolonizasyonun erken tespiti amactyla
yararli olabilir. Yayilimin 6nlenmesinde alinabilecek diger dnlemler ise uygun
antimikrobiyal kullanimina ek olarak iiriner kateter, santral venoz kateter gibi invaziv
araclarin kullanimini azaltmak, kullanilan araclarin bakiminin aseptik sartlarda ¢ok 1yi

yapilmasi olarak belirtilmistir.'?®

Yapilan bu caligmada multipleks PZR yontemi ile karbapenem direnci belirlenen 100
izolatin 95’inde en az bir karbapenemaz geni belirlenmis olup, bes izolatta karbapenemaz
genleri agisindan negatif sonug alinmistir. Geriye doniik olarak, suslarin Vitek-2
(BioM¢érieux, Fransa) otomatize sistem sonuglar1 incelendiginde, bu bes izolatin {ligiinde
yiiksek diizey AmpC tretimi ve eslik eden membran gecirgenliginde azalma; diger ikisinde

ise GSBL iiretimi oldugu belirlenmistir.

Izolatlarda arastirilan bes karbapenemaz geninden blaoxa-as, blanowm, blaxkec ve blavim

gen pozitifliklerine rastlanirken blaivp gen pozitifligine rastlanmamustir.

Ulkemizde endemik olan OXA-48 enzimi, ilk kez 2001 yilinda saptandiktan sonra artan

siklikta bildirimleri devam etmistir. OXA-48 pozitif K. pneumoniae izolatlar ile ortaya
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¢ikan ilk salgin ise 2008 yilinda bildirilmistir. Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi’nde
ortaya ¢ikan bu salginda Mayis 2006 ile Subat 2007 aylar1 arasinda toplanan 39 izolatin
hepsinin OXA-48 pozitif oldugu saptanmistir. *2” Yapilan cesitli ¢calismalarda iilkemizde
enterik bakterilerde halen en sik saptanan karbapenemaz enzimi OXA-48 olarak
raporlanmaktadir.®l: 3 61.128.129 9} A48 NDM, KPC, VIM ve IMP genlerinin
HyplexSuperBug ID Kkiti ile arastirildig: bir ¢aligmada 2012 yilinda izole edilen 95 enterik
bakterinin 57’si karbapenemaz pozitif olarak saptanmistir. Bunlarin 49 tanesi (%86) OXA-
48 pozitif olarak belirlenmistir.>* Azap ve ark.'? 2007-2011 yillar1 arasinda Baskent
Universitesi Hastanesi’nde izole edilen karbapenem direngli 16 K. pneumoniae’nin
molekiiler epidemiyolojisini arastirdiklar1 ¢alismada, izolatlarin hepsinde OXA-48 geni
bulunurken KPC, NDM, GES, IMP ve VIM genlerine rastlamamislardir. Cizmeci ve
ark.'?° 2014-2016 yillarinda topladiklar1 76 KDE izolatmin 52’sinde (%68.4) OXA-48 geni
saptadiklarini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da en sik saptanan gen OXA-48
(%81.05) olmustur ve iilkemizdeki diger calismalarla ortiigmektedir. Suglarin %53.6’sinda
tek basina, %26.3’linde NDM ile birlikte, %1.05’inde ise KPC ile birlikte OXA-48
pozitifligi saptanmustir. YBU’lerindeki hastalardan izole edilen suslarin %52.6’sinda tek
basina, %42.1’inde NDM ile birlikte olmak {izere suslarin %94.7’sinde OXA-48 pozitifligi
saptanmustir. YBU gibi riskli bir boliimde en sik goriilen enzim halen OXA-48 olmakla
birlikte, CID ve “PDR ’a neden olabilen NDM enzim pozitifliginin artmis olmas: endise

vericidir.

MBL sinifindan klinik olarak en énemli enzim olan NDM diinyada ilk kez 2009 yilinda,
Hindistan’a seyahat dykiisii olan bir hastadan izole edilmis ve bu tarihten itibaren hizla
yayilmaya baslamistir.®” Endemik oldugu Hidistan, Pakistan ve Banglades disinda diinya

genelinde de bircok iilkeden bildirimler yapilmustir,t7: 130 131,132

Ulkemizdeki ilk blanowm bildirimi ise 2012 yilinda yapilmustir.”® Sonrasinda da
{ilkemizden bildirimler yapilmaya devam etmistir.>l %% 54 71129 Alp ve ark.” 2010-2011
yillar1 arasinda topladiklar1 137 KDKP izolatmin %4.4’{inde, Demir ve ark.>! 2012 yilinda
izole ettikleri 95 enterik bakterinin %6.3’{inde, Poirel ve ark.>* yaptiklar ¢calismada
%18.2’si K.pneumoniae’da, %36.4’i E.cloacae’de olmak iizere 2013 yilinda izole ettikleri
22 KDE izolatinin %54.6’sinda, Cakar ve ark.>> “EUSCAPE " projesi kapsaminda, 2014
yilinda gesitli merkezlerden topladiklari: 143 adet KDE’nin %6.3’{inde, Cizmeci ve ark.t?®
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2014-2016 yillar1 arasinda topladiklar1 76 adet KDE izolatinin % 22.3’{inde blanpm
saptadiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ikinci siklikta saptanan karbapenemaz geni
blanom (%38.9) olmustur. Suslarin %9.5’inde tek basina, %26.3’{inde ise blaoxa-asile
birlikte, %2.1’inde blakpc ile birlikte, %1.05’inde blavim ile birlikte blanowm pozitifligi
saptanmistir. Yukarida belirtilen ¢alismalarla karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek bir
oranda blanpm saptadigimiz goriilmektedir. Hizla yayilan NDM enziminin 6niimiizdeki

yillarda, iilkemizde endemik bir sekilde saptanmaya baslayacagi ongoriilebilir.

Sinif A karbapenemazlar igerisindeki en dnemli enzim blakpc olup 1996 yilinda
ABD’de ilk defa saptanmistir.*? ABD, Cin, Italya, Israil ve Yunanistan’da endemik olarak
bulunmaktadir.!® Ispanya, Fransa, Almanya, Isve¢ ve Finlandiya gibi Avrupa iilkeleriyle
Hindistan, Giliney Kore ve Avusturalya gibi Asya pasifik bolgelerinde de sporadik olarak

bildirimler yapilmaktadir.t” 133

Yunanistan’daki ilk KPC pozitifligi 2007 yilinda bildirilmistir."** Yunanistan’da 3.
basamak bir hastaneden izole edilen karbapenamaz pozitif K.pneumoniae’larda KPC
tiretimi 2003’te %0°dan 2010°da %38.3’¢ ¢ikmustir.™*® Giani ve ark.'* calismalarinda
ftalya’daki karbapenemaz iireten izolatlarm %89.5’inin KPC, %9.2’sinin VIM ve
%1.3’iintin de OXA-48 pozitif oldugunu belirterek KPC’nin iilkede endemik oldugunu
vurgulamislardir. Ulkemizde blakpc ilk kez 2014 yilinda Labarca ve ark.>° tarafindan
bildirilmis olup, sonrasinda ¢ogu ¢alismada saptanamamustir.* 52 12° Nadir olarak izole
edildigi bildirimlerde mevcuttur.>* > Ozbek ve ark.>® 2011 yilinn ilk yarisinda izole
ettikleri 40 KDE’de bir E.coli izolatinda blakpc saptamislardir. istanbul’da bir iiniversite
hastanesinden 2013 yilinda izole edilen 22 KDE arasindan iki K.pneumoniae izolatinda
blakpc-2 saptandig1 bildirilmistir.>* Bu ¢alismada iigiincii siklikla saptadigimiz gen blaxec
(%9.5) olup, suslarin %6.3’linde tek basina, %2.1’inde NDM ile birlikte ve %1.05’inde
OXA-43 ile birlikte saptanmustir. Ulkemizde yapilan dnceki ¢alismalar ile
karsilagtirildiginda oldukga yiiksek oranda saptadigimiz bu enzimin de yillar i¢inde

tilkemizde de sik belirlenir hale geldigi goriilmektedir.

ik defa bir Pseudomonas izolatinda Lauretti ve ark.? tarafindan tanimlanan blavm,
Enterobacteriaceae’ya yayilim gosterdigi Yunanistan’da bir E.coli susunda
belirlenmistir.**” VIM iireten K.pneumoniae izolatlar1 diinya genelinde artan siklikta
bildirilmektedir.138 139 140. 141 Gjakkoupi ve ark.!*® 2002 yilinda Yunanistan’daki ii¢
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hastanenin YBU’lerinden 17 adet blaviv-1 tasidig1 saptanan K.pneumoniae izole ettiklerini
bildirmislerdir. Sedighi ve ark.}*! iranda’ki iki farkl1 hastaneden Nisan 2014- Mart 2015
yillar1 arasinda izole edilen 100 K.pneumoniae izolatinda yaptiklart multipleks PZR ile
suslarin %33’linde blavim saptamislardir. Basta K. pneumoniae olmak iizere VIM {ireten
Enterobacteriaceae’nin diger Avrupa iilkelerine yayilmasinda, Yunanistan kaynak iilke

olarak kabul edilmistir.14?

Ulkemizde ilk VIM-1 K.pneumoniae izolatinda 2007 yilinda Yildirim ve ark.%®
tarafindan bildirilmistir. Ozbek ve ark.>® 2011 yilinda HK enfeksiyon etkeni olarak izole
ettikleri 40 karbapenem direngli enterik bakteri ile yaptiklari ¢alismada alt1 izolatta (3
K.pneumoniae, 2 E.cloacae ve 1 E.coli) blayiv saptamislardir. Demir ve ark.®! 2012 yilinda
izole edilen 80 karbapenem direngli enterik bakteri ile yaptiklari calismada izolatlarin
57’sinde karbapenemaz iiretimi saptadiklarini ve bunlardan sadece iki (%3.5) izolatta
(E.cloacae) blayim oldugunu raporlamislardir. Baran ve ark.* ise 2013 yilinda izole edilen
181 KDE susu ile yaptiklart multipleks PZR’da sadece bir K.pneumoniae susunda blavim
saptanmuslardir. Cakar ve ark.>? “EUSCAPE " projesi kapsaminda, 2014 yilinm ilk yarisinda
Tiirkiye nin degisik bolgelerindeki merkezlerden izole edilen karbapenem direncli 155
klinik izolat [21’1 (%13.5) E.coli, 134’1 (%86.5) K.pneumoniae] ile yaptiklar1 ¢alismada,
timi K.pneumoniae’da olmak {izere izolatlarin %5.6’sinda blavim saptadiklarini ve
dagiliminin tek basina VIM: 4 (%2.8), OXA-48+VIM: 3 (%2.1); VIM+NDM: 1 (%0.7)
seklinde oldugunu raporlamislardir. Cizmeci ve ark.'?® 2014-2016 yillar1 arasinda izole
edilmis 76 KDE iginde sadece iki izolatta (K.pneumoniae, E.cloacae) VIM saptadiklarini
bildirmislerdir. blaviv ve blanom genini birlikte saptadiklar tek izolatin da EUSCAPE
projesi kapsaminda, Kocaeli Universitesi Hastanesi’nden génderildigi belirlenmistir. Bu
projeden bir y1l sonra bu ¢alisma i¢in topladigimiz 100 KDKP i¢inde VIM+NDM iireten
sadece bir izolat saptamis olmamiz, bu gen paterninin dnceki yillarda da hastanemizde var
olmasina ragmen, goriilme sikliginin yillar icinde artmamis olmasi sevindiricidir. Ayrica
yukarida belirtilen yayinlardan da anlasildigi lizere iilkemiz genelinde de VIM enziminin

sikliginda bir artis olmamustir.

Enterik bakterilerde tek bir izolatta farkli karbapenemazlarin birlikte tiretilmesi dikkat
cekici bir sekilde pek ¢ok yayinda bildirilmistir. italya’da Perilli ve ark.*® K.pneumoniae
izolatlarinda KPC-3+VIM-2, Richter ve ark.1** KPC-2+VIM-1, Cin’de Chen ve ark.1#
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NDM-1+IMP-4, Liu ve ark.!*® KPC-2+NDM-1, Isvicre’de Seiffert ve ark.'*” OXA-
48+NDM-1, Brezilya’da Pereira ve ark.1*8 Enterobacter hormaechei’de KPC-2+NDM-1
saptandigimi bildirmislerdir. Hindistan’da da OXA-181+VIM-5 bildirimleri yapilmugtir.®
Hatta Fas’dan NDM-1, VIM-1 ve OXA-48 in {i¢iinii de iireten bir K.pneumonia izolati

tanimlanmugtir, 149

OXA-48+NDM-1 iireten K.pneumoniae susu iilkemizde ilk kez Kilig ve ark.™°
tarafindan raporlanmistir. Sonrasinda da pek ¢ok ¢alismada OXA-48+NDM-1 bildirimi
yapilmigtir,>? 3 72129151 Cakar ve ark.®? 2014 yilinda iilkemizde yapilan ¢ok merkezli bir
calismada 155 karbapenem direngli enterik bakteri i¢ersinde yedi K.pneumoniae izolatinda
iki enzim bir arada (OXA-48+NDM: 3; OXA-48+VIM: 3; VIM+NDM: 1) saptamislardir.
Baran ve ark.”® ise 181 KDE ile yaptiklar1 ¢alismada sadece ii¢ susun OXA-48+NDM, bir
susun OXA-48+VIM iirettigini raporlamislardir. Cizmeci ve ark.? ise 2014-2016 yillari
arasinda topladiklar1 76 karbapenem direncli enterik bakteriyle yapilan multipleks PZR
sonucunda OXA-48+NDM ve OXA-48+VIM iireten iki K.pneumoniae izolati
bildirmislerdir.

Yukarida belirtilen ¢caligmalardan yaklasik bir —iki y1l sonra bu ¢alisma i¢in toplanmis
olan karbapenemaz enzimi iireten 95 K.pneumoniae izolatinin 25’inde (% 26.3) OXA-
48+NDM, ikisinde (%2.1) KPC+NDM, birer tanesinde de OXA-48+KPC (%1.05) ve
NDM+VIM (%1.05) saptanmistir. Diger ¢alismalarla karsilastirildiginda OXA-48+NDM
tireten suslarin oraninin ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durumun muhtemel nedeni
bir sanayi sehri olan Kocaeli ilinin farkli cografik bolgelerden fazla sayida go¢ almasi
olabilir. Birden fazla enzim tasiyan karbapenem direngli izolat oranlarinin hizli bir sekilde
artmasi tedavi segeneklerinin tiikenmesine neden oldugu i¢in hem hastanemiz hem de

iilkemiz i¢in biiylik bir tehdit teskil etmektedir.

Azap ve ark.1?® OXA-48 pozitif olarak saptadiklar1 16 KDKP izolatinin hepsini AK ve
KOL duyarli bulmustur. Bu ¢alismada ise sadece OXA-48 pozitifligi tespit edilen
izolatlarin en duyarli oldugu antibiyotigin AK ve SXT oldugu, KOL ve TG’ne genellikle
direngli olduklar goriilmiistiir. Diger taraftan, OXA-48 pozitif izolatlarda IPM ve MEM
duyarli sinirlarda olabilecegi bildirilmekteyse de, bu caligmada sadece OXA-48 pozitifligi
tespit edilmis 51 izolatin IPM ve MEM i¢in yiiksek MIK degerleri ile direng gosterdigi

goriilmis olup (20. Cizelge) direng oranlar1 sirastyla %80.4 ve %84.4 olarak saptanmustir.
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Nitekim, Azap ve ark.!?®’nin ¢alismasinda da imipenem ve meropenem i¢in yiiksek MiK
degerleri saptanmig, bunun nedeni olarak da suslarda saptanan TEM ve SHV tipi GSBL ve

dis membran porin kaybi1 gosterilmistir.

Genel olarak MBL iireten izolatlarin, OXA-48 ve KPC tipi enzim iireten suslara gore
daha yiiksek diizeyde dirence neden oldugu bilinmektedir. blanpm genini tasiyan
plazmidler diger karbapenemaz, ESBL, aminoglikozit (16S RNA metilazlar), makrolid
(esteraz), rifampin (rifampin modifiye edici enzimler) ve siilfametoksazol direng genlerini
baridirabilir ve ¢oklu ilag direncine sebep olabilirler. NDM-1 pozitif izolatlar sadece
tigesiklin, kolistin ve daha az oranda fosfomisin'e duyarli olarak saptanirlar.® 152 Bu
calismada da literatiirii destekler nitelikte bulgular elde edilmistir. NDM pozitifligi
belirlenen 37 izolatin hepsi her ii¢ karbapeneme kars1 yiiksek MiK degetleri ile direngli
olarak saptanmistir (20. Cizelge). Calistigimiz antibiyotiklerin hepsine direngli olarak
saptanan “PDR " 11 izolatin dokuzunu OXA-48+NDM pozitif, ikisini sadece NDM iireten

izolatlar olusturmaktadir.

KPC iireten izolatlarda karbapenem direng seviyesinin belirgin olarak degisebilecegi ve
ertapenemin en diisiik aktiviteye sahip olan karbapenem olarak bildirilmesine karsin® bu
calismada KPC pozitifligi saptanan 9 izolatta her ii¢ karbapenem antibiyotik icin yiiksek
MIK degerleri saptanmustir (20. Cizelge). KPC iireticileri genellikle ¢ok ilaca direnglidir ve
KPC ile iliskili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in terapdtik segenekler sinirli kalmaktadir.
Benzer sekilde bu ¢alismada da KPC pozitif izolatlar nerdeyse tiim antibiyotiklere direngli
olarak saptanmistir. Halen kullanilan aminoglikozidler arasinda sadece gentamisinin, iy1
bir etkinligi oldugu bildirilmektedir.'>? Bu ¢alismada da KPC pozitif izolatlara karsi en

duyarl antibiyotik gentamisin olarak belirlenmistir.

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis HK enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilen 84
K.pneumoniae izolatinin birbirleriyle olan klonal iliskisi PFGE yontemiyle aragtirilmig
olup 24 farkli klon tespit edilmistir. Hastanemizdeki K.pneumoniae suslarinin 6nemli
kisminin birbiriyle klonal iligkili oldugu goériilmiis olmakla birlikte farkli klonlarin
bulunmas1 salginlarin birgok farkli kdkenden olusmasini da miimkiin kilmaktadir. PFGE
yontemi kisa siireli salginlarda klonal olarak izolatlarin tiplendirilmesi ve kaynagin

belirlenmesinde ayirt edici giicii yiiksek olan bir metod olmakla beraber alti1 aydan uzun
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stiren izolatlarin toplandig calismalarda tiplendirme yontemi olarak ayirt edici 6zelligi

azalmaktadir.®®

Us ve ark.® 2004- 2007 yillar1 arasinda topladiklari karbapenem direncli 26 izolatin
PFGE ile tiplendirilmesinde 7 farkli patern, Azap ve ark.'?® 2007-2011 yillar1 arasinda
Baskent Universitesi Hastanesi’nde izole edilen karbapenem direncli 16 K. pneumoniae
izolatinda 8 patern bildirmislerdir. Ordu Universitesi Tip Fakiiltesi YBU’den 2014 Ekim-
Aralik aylar iginde izole edilen 20 karbapenem direngli K.pneumoniae izolatinin PFGE ile
yapilan klonal aragtirmasinda ii¢ farkli pulsotipe ayrildigi gézlenmistir. Bununla birlikte
suslarin tek bir klonda yogunlastigi ve bunun salgin izolat1 olarak degerlendirildigi
bildirilmistir.'>® Brezilya’da 2008-2010 yillar1 arasinda karbapenem direncli K.
pneumoniae salginmin epidemiyolojisinin arastirildigi bir ¢alismada 33 karbapenem
direngli K. pneumoniae’nin PFGE ile bes molekiiler tipe ayrildigini [genotip A’da bes
(%15), B’de 18 (%55), C’de sekiz (%24) ve iki bagimsiz profil] belirlemislerdir. Chen ve
ark.’>* 20 karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatinda bes PFGE tipi saptamistir.
Bununla birlikte Giani ve ark.*> 2011-2013 tarihleri arasinda izole edilmis 59 KOL
direngli KDKP izolatinin 56’sinin tek bir paterne ve ayni1 ST ye sahip olduklarini
bildirmisler ve bunu biiyiik bir nozokomiyal salgin olarak degerlendirmislerdir. Bu
calismada da 2015-20017 tarihleri arasinda izole edilen HK enfeksiyon etkeni 84
Klebsiella pneumoniae susu PFGE yontemi ile tiplendirilmis ve 24 patern belirlenmistir.
Yirmidort patern i¢ersinde Pulsotip A en biiyiik grubu olusturmus olup 21 izolatin klonal
olarak ayni1 kokenden kaynaklandigi belirlenmisitr. Bu klon icersinde 26.6.2015-
06.07.2015 tarihleri arasindaki 2 haftalik siirecte dahili YBU’nde kiigiik bir salginin patlak
verdigi belirlenmistir (20. Cizelge). Yakin tarihte ayn1 sekilde hematoloji- onkoloji
servisinde de 3 hastaya ait izolatin aym klonal paterne sahip oldugu gériilmiistiir. ikinci
siklikta 11°er izolatin yer aldig1 Pulsotip B ve C, 10 susla pusotip D goriilmektedir.
Pulsotip C’de yine dahili yogun bakim iinitesinde 3 hasta ile sinirli bir patlak olusturdugu
belirlenmistir. Us ve ark.® Ankara Universitesi Hastanesi’nde yaptiklar1 ¢alismada, PFGE
yontemi ile tiplendirdikleri K. pneumoniae izolatlarindan 2006 yilinda izole edilen B
paterninindeki alt1 susun antibiyotik duyarliliklarinin ayn1 oldugu ve hepsinin YBU ndeki
hastalardan izole edilmesinin, hastadan hastaya yayilimi vurguladigini belirtmislerdir.
PFGE yontemi ile D paterni olarak belirlenen izolatlarin farkl kliniklerde olmakla birlikte

ayni1 tarihte hastanemizde yaygin olarak goriildiigii belirlenmistir.
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A ve B paterninde bulunan 32 susun %84.3’ii sadece blaoxa-4s geni tasirken C ve D
paternlerinde bulunan suslarin %76.2’nin blanom Ve blaoxa-4s +nom geni tasidiklar
belirlenmistir. Hastanemizde karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinda blanpm
geni, yillar i¢ersinde hizla artarak blaoxa-48’den sonra endemik olarak degerlendirilebilecek
diizeye ulagsmistir.

Pulsotip E’de yer alan 6 izolatin dort tanesi blakec geni tasiyor olup, suslardan bir
tanesinin ise blaoxa-as +kpc genini birlikte tasidigr saptanmustir. Literatiir arastirmasinda bu

iki geni bir arada tasiyan izolat bildirimine rastlanmamastir.

Farkl1 bir patern olarak degerlendirilen pulsotip I’daki izolatlarin her ikisi de
blakpc+npm geni tastyor olup 2017 yilinda hastanemize dis merkezden sevk edilen

hastalardir ve yine lilkemizde bu genleri tasiyan bir izolat daha 6nce bildirilmemistir.

Antibiyotik duyarliliklarina ve tagidiklar1 direng genlerine gore PFGE paternleri
degerlendirildiginde; ayn1 paternde olup farkli antibiyotik duyarliligi ve farkli direng
genleri tasiyan izolatlar bulunmaktadir (20. ve 21. Cizelgeler). 2013 yilinda iilkemizde
yapilan bir caligmada 22 karbapenem direngli enterik bakterinin klonal iligskisi PFGE ve
Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST) yontemiyle arastirilmistir. KPC-2 pozitif iki
K.pneumoniae susunun klonal olarak iliskili ve ayn1 sekans tipine ait oldugu (ST307)
halde; dort NDM-1 pozitif K.pneumoniae susunun klonal olarak iliskisiz ve farkli ST lere
ait oldugu (ST15, ST45, ST278 ve ST159) saptanmis; alti OXA-48 pozitif K.
pneumoniae izolatinin hepsinin klonal olarak iliskili ve ST101 klonuna ait oldugu
gosterilmistir.>* Benzer durum Chen ve ark.®"1n ¢alismasinda da belirtilmis olup,
bakterinin yayilmasi sirasinda bazi 6zelliklerini degistirebileceginden ya da direng
genlerini zamanla kaybedip/kazanabileceginden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistir.
Sonug olarak tek bir salginin degerlendirilmesinde PFGE yonteminin ayirt edici giicii
bakimindan degerli bir yontem oldugu tartisilmaz olmakla beraber, major epidemik
klonlarin saptanmasinda ve kdkenin belirlenmesinde “MLST ” yonteminin ayirt edici
giiclinlin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Calismamizda elde edilen PFGE paternlerinin
“MLST ” yontemi ile sekans tiplerinin belirlenmesi maddi kaynaklarin yetersizligi nedeni
ile yapilamamis olup bir sonraki ¢alisma olarak planlanmustir.

Karbapenemaz iireten bakteriler ile enfeksiyon ¢ogunlukla HK olmakla birlikte TK

izolatlara da rastlanilmaktadir.*? 1% Nozokomiyal izolatlarda cogunlukla blaxpc
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saptanirken, blanom Ve blaoxa-4s’e hem nozokomiyal hem de TK patojenler arasinda
rastlanabilmektedir.!” Senegal’den yapilan bir bildirimde, bolgede blaoxa-4s pozitif
izolatlarm hem HK hem de TK enfeksiyonlarda gériilmeye basladigi ifade edilmistir.*>’
Bizim ¢alismamizda ise TK enfeksiyon etkeni olarak siniflandirdigimiz 16 izolatin 11’inde
sadece blaoxa-ss pozitifligi saptanirken, bes susta blaoxa-4s+nom p0zitifligi saptanmastir.
blakec saptadigimiz suslarin hepsi HK enfeksiyon etkenidir. Bu bulgular yukarida tartisilan
calismalar1 desteklemektedir. OXA-48 enziminin endemik oldugu iilkemizde, CID ve
“PDR "’a neden olabilen NDM pozitif enterobacteriaccae iiyelerinin de TK
enfeksiyonlarda karsimiza ¢ikabilecegi unutulmamalidir.

Bu ¢alismanin sonucu olarak, tilkemizde endemik olarak bulunan OXA-48 pozitif
izolatlarin yaninda arttk NDM enzimi tasiyan izolatlarin da endemik diizeye ulasmaya
basladig1 ve bu organizmalarla gelisen enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilabilecek
antibiyotiklerin de gittik¢e sinirlanmakta oldugunu yadsinamaz bir gergektir. Bu durumun
engellenebilmesi igin 6zellikle YBU gibi riskli boliimlere yatis sirasinda hastalarin KUE
acisindan gerekli enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin siki bir sekilde uygulanmasi yanisira

hastaneye yatista KUE agisindan kontrol digk1 tarama testlerinin yapilmasi uygun olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Ulkemizde endemik olarak bulunan OXA-48 pozitif izolatlarin yaninda artik MBL
sinifindan dzellikle CID ve “PDR e neden olabilen NDM enzimi tasiyan
izolatlarin da endemik diizeye ulasmaya basladig1 saptanmistir.

2. Bu calismadaki izolatlarin %9.47’sinde KPC enziminin saptanmis olmasi, sinif A
karbapenemaz grubunda bulunan ve genellikle “PDR "’a neden olan KPC’nin,
iilkemizde ilk kez saptandig1 2012 yilindan sonraki 5 yilda yayilmaya basladigini
gostermektedir.

3. Yaptigimiz literatiir taramasinda tilkemizde, bir izolatta saptadigimiz OXA-
48+KPC ve iki izolatta saptadigimiz KPC+NDM  nin birlikte {iretiminin bildirildigi
yayina rastlanmamis olup yaptigimiz bildirimin tilkemizde ilk oldugunu
diisiinmekteyiz.

4. K.pneumoniae’da karbapenemaz varliginin taranmasinda en yiiksek duyarlilik
ertapenem ile saptanmistir (%100).

5. Hastanemizde enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 100 karbapenem direngli
K.pneumoniae izolatinda, en yiiksek direng saptanan antimikrobiyal ajanlar
ampisilin (%100), amoksisilin-klavulanik asit (%100) ve piperasilin-tazobaktam
(%100) olmustur. En duyarli antimikrobiyal ajanlar ise kolistin (%42) ve amikasin
(%39) olarak saptanmustir.

6. YBU hastalarindan izole edilen suslarda meropenem ve imipenem duyarliliginin
belirgin olarak azalmis oldugu saptanmistir (p < 0,05).

7. Sadece OXA-48 pozitif oldugu saptanan izolatlarin, diger genleri igeren izolatlara
gore anlamli olarak meropeneme (p =0,003) ve imipeneme (p < 0,001) duyarh
olduklar1 saptanmugtir.

8. Multipleks PZR ile 100 izolatin 95’inde en az bir karbapenemaz geni saptanmistir.
Saptanan genlerin %81.05’inin blaoxa-4s, %38.9’unun blanom ve %9.47’sinin
blakpc oldugu belirlenmistir. Tek basina blaoxa-4s, blanom ve blakpc geni goriilme
siklig1 sirasiyla %53.6, %9.4 ve %6.3 olarak belirlenmistir. blaoxa-sg ve blanom’nin
birlikte bulunma siklig1 %26.3, blanom Ve blakec’nin %2.1, blaoxa-4s Ve blakpc’nin

%1.05, blanom ve blavim’in %1.05 olarak saptanmuistir.
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9.

10.

11.

12.

Genel olarak MBL iireten suslarin daha yiiksek diizeyde dirence neden oldugu
bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda da “PDR ” olarak saptanan 11 izolatin
dokuzunu OXA-48+NDM pozitif, ikisini NDM ve OXA-48+KPC pozitif izolatlar
olusturmaktadir.

HK enfeksiyonlarda karbapenemaz direncine neden olarak siklikla blakec geni
saptanirken, TK enfeksiyonlarda blaoxa-4s ve blanom saptandigi bildirilmektedir.
Bu ¢alismada ise TK enfeksiyon etkeni olarak siniflandirdigimiz 16 izolatin
11’inde sadece OXA-48 pozitifligi saptanirken, bes susta OXA-48+NDM
pozitifligi saptanmustir. blakpc saptadigimiz suslarin hepsi HK enfeksiyon
etkenidir. OXA-48’in endemik oldugu iilkemizde, CID ve “PDR "’a neden olabilen
NDM pozitif Enterobacteriacae tiyelerinin de TK enfeksiyonlarda karsimiza
cikabilecegi unutulmamalidir.

Hastanemizdeki K.pneumoniae izolatlariin 6nemli kisminin doért yaygin klon
igerisinde yeraldigi saptanmustir.

KDE ailesinin aktarilabilir genetik elementlerinin topluluk igerisinde hizli bir
sekilde yayilmasi salgin yapma potansiyellerini arttirmaktadir. Dolayisiyla herhangi
bir hasta 6rneginden KDE izole edildigi bildirildiginde, hastalar miimkiinse tek
kisilik odada, miimkiin degilse, ayni etkeni bulunduran hastalar bir arada
kohortlama uygulanarak siki temas izolasyonu uygulanmalidir. YBU gibi riskli
boliimlere yatis sirasinda hastalarm KUE acisindan kontrol digki tarama testlerinin
yapilmasi ve pozitiflik saptanan hastalardan bulasin 6nlenmesi igin acilen gerekli

enfeksiyon kontrol dnlemlerinin siki bir sekilde uygulanmasi 6nerilmektedir.
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7. OZET
Karbapenemaz Ureten Klebsiella pneumoniae Suslarmin Molekiiler

Karakterizasyonu
Giris ve amac

Bu calisma Ocak 2015 - Subat 2017 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Birimi’ne gelen drneklerden izole edilmis karbapenem
direngli K. pneumoniae suslarinin sahip oldugu aktarilabilir karbapenemaz genlerinin
tanimlanmasin1 ve goriilme sikligini konu alan ilk ¢aligma olup, hem hastanemiz hem de

tilkemiz i¢in epidemiyolojik veri saglanmay1 amaglamistir.

Gerec ve yontem

Vitek-2 (BioM¢érieux, Fransa) otomatize sistemi ile karbapenem grubu antibiyotiklerden
herhangi birine azalmis duyarlilig1 saptanan 100 adet K. pneumoniae izolat1 galismaya
dahil edilmistir. AMC, TZP ve SXT duyarliliklarini belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi
kullanilmistir. Diger antimikrobiyal ajanlarin (AMP, AK, IPM, MEM, ETP, CAZ, CTX,
CiP, KOL, TG, CN) duyarhliklarmni belirlemek amaciyla agar diliisyon yontemiyle MiK
degerleri saptanmstir. Ulkemizde goriilen blaoxa-as, blanowm, blakec, blavim ve blame
genlerinin hastanemizdeki sikligi iki farkli multipleks PZR yontemiyle arastirilmustir.
Ayrica hastanemizden izole edilen KDKP suslarinin klonal olarak iliskisini belirlemek

amactyla PFGE yontemi kullanilmistir.
Bulgular

Tiim suslar i¢in en yiiksek direng AMP (%100), AMC (%100) ve TZP (%100)’e kars1
saptanmistir. Diren¢ oraninin giderek arttig1 belirlenmekle beraber en duyarl antibiyotik
olarak KOL (%42) saptanmistir. KDKP izolatlarinin 95’inin karbapenemaz genlerinden en
az birini tagidigi multipleks PZR ile gosterilmistir. Genlerin %81.05’inin blaoxa-ss,
%38.9’unun blanom ve %9.47’sinin blakpc ve %1.05’inin blavim oldugu belirlenmistir. Bir
izolatin blaoxa-48 +kpc genini, iki izolatin da blakpc+nom genini birlikte tasidigr ilk kez
belirlenmistir. PFGE ile izolatlarin 24 farkli klona ayrildig1 tespit edilmis olup
%63.09’unun dort pulsotip (A,B,C,D) igerisinde gruplastigi saptanmustir.
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Sonug

Ulkemizde endemik olarak bulunan OXA-48 pozitif izolatlarin yaninda NDM enzimi
tasiyan izolatlarin gériilme sikliginin endemik diizeye ulasmaya basladigi, ilk kez 2012
yilinda belirlenen KPC pozitif suslarin NDM pozitifligi kadar olmasada hizla arttig1
gorilmektedir. Yillar iginde hizla artan bu yayilimin engellenebilmesi i¢in 6zellikle riskli
boliimlerdeki hastalara, KUE agisindan kontrol digk1 tarama testlerinin yapilmasi ve

enfeksiyon kontrol dnlemlerinin uygulanmasi dnerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: K.pneumoniae, OXA-48, NDM, KPC, VIM, IMP, pulsed-field jel
elektroforezi
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8. ABSTRACT
Molecular characterization of Carbapenemase producing K.pneumoniae

Introduction and purpose

This is the first study indicated that definition and incidence of transferable
carbapenemase genes of carbapenem resistant K. pneumoniae at the University Hospital of
Kocaeli. Strains collected from Kocaeli University Hospital Central Microbiology
Laboratory between January 2015 and February 2017. The purpose of this study, providing

epidemiologic data for both our hospital and country.

Materials and methods

The study was included 100 isolates of K. pneumoniae that detected reduced
susceptibility to any of the carbapenem group antibiotics with automated system Vitek-2
(BioMérieux, France). The disc diffusion method was used to determine the AMC, TZP
and SXT sensitivities. MIC values were determined by agar dilution method to determine
the sensitivities of other antimicrobial agents (AMP, AK, IPM, MEM, ETP, CAZ, CTX,
CIP, KOL, TG, CN). The frequencies in our hospital for blaoxa-4s, blanowm, blakec, blavim
and blaive genes which frequently detected in our country have been investigated by two
different multiplex PCR methods. In addition, PFGE method was used to determine the
carbapenem resistant K. pneumoniae (CRKP) strains clonal relationship isolated from our

hospital.

Results

The highest resistance for all strains was determined against AMP (100%), AMC
(100%) and TZP (100%). Although KOL resistance rate is rising, it (42%) is detected as
the most sensitive antibiotic. It was determined that 95 CRKP isolates carry at least one of
the carbapenemase genes. 81.05% of the genes were identified as blaoxa-4s, 38.9% as
blanom, 9.47% as blakpec and 1.05% as blavim. One isolate was identified for the first time
carrying the blaoxa-4s+krc gene and the two isolates were identified for the first time
carrying the blakpc+nom gene. With PFGE, it was determined that the isolates were divided

into 24 different clones, and 63.09% were grouped into four pulse types (A, B, C, D).
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Conclusion

In addition to blaoxa-sg gene positive isolates found endemic in our country, the
incidence of blanom gene-carrying isolates is beginning to reach endemic levels. Although
as much as not blanowm, blakec gene positive strains isolated for the first time 2012,
spreading rapidly. In order to prevent this spread which is increasing rapidly over the
years, it is suggested to carry out control stool screening tests and to take infection control
measures especially in terms of the carbapenemase producing Enterobacteriacae on

patients in the risk areas.

Key Words: K.pneumoniae, OXA-48, NDM, KPC, VIM, IMP, pulsed-field gel
electrophoresis
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9. EKLER
1.EK. Epidemiyolojik hasta formu

Hasta ad-soyad:

Dosya no:

Hasta no: Laboratuvar protokol no:

Yas: Cinsiyet: K E
(I (I

Ornek istem tarihi: Ornegin geldigi birim:

Ornek tiirii:

Es zamanli lireyen bagka mikroorganizma:

Hastanin tanisi:

Hastanin geldigi yer: ev hastane

1

Onceki servis/ sonraki servis:

Hastaneye yatma: yatiyor [ ayaktan 1

Yatis tarihi: Yatiyorsa enfeksiyon kaginci giinde gelisti:

Cikis tarihi: Onceki 1 ay icinde kullanilan antibiyotikler:

Ex ise iremenin kaginci giiniinde: Onceki 1 ay iginde karbapenem grubu antibiyotik
kullanimi: [

Malignite: ] immiinsiipresyon: ]

KBY: 1  pulmoner hastalik: 1 | WBC:

DM: ] kardiyovaskiiler hastalik: [ | CRP:

HT: 1  SSS hastalig:: 1 | ATES: ]
Idrar sondast: |
Trakeotomi (.

Y.B.U de bulunma: [ ] Cvp katater: _—
Ventilasyon tlipii: -
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Major cerrahi operasyon:

Kiiltiir —antibiyogram sonrasi kullanilan antibiyotik:

Tedavi siiresi:
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