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GIRIS VE AMAC

Gram negatif bakteriler beta laktam antibiyotiklere karsi direng gelistirmektedir.
Gelisen bu direng birgok enfeksiyonun ozellikle de hastane enfeksiyonlarinin
tedavisinde biiylik sorun haline gelmistir. Son yillarda Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinde siirekli degisim gosteren ve hiz kazanan direng ¢esitlerinde artis oldugu
gosterilmektedir (Chang, 2011). Bu nedenle Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi klinisyenler acisindan sorun haline gelmistir.
Diren¢ mekanizmalarin giderek artmasi ve buna bagh olarak ¢esitlilik gostermesi,
cabuk yayilmasi ve olusan bu direng bi¢imlerinin farkli bakteriler arasinda rahatlikla
aktarilmasi olagan tedavi seceneklerini kisitlamaktadir. Bu sekilde direngli olan
Gram negatif basillerin etken oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde
karbapenem grubu antibiyotikler AmpC, genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) enzimlerine ve antibakteriyel spektrumlarmin genisligi, dayanikli olmalari
sebebiyle ilk sirada tercih edilen ve kullanilan antibiyotiklerdir (Tasova, 2011).
GSBL’lerin diinyanin  heryerinde oldugu gibi iilkemiz hastanelerinde de
prevelansiin % 50°nin {izerine ¢ikmis olmasi, karbapenem grubu antibiyotiklerin
kullaniminin artigma ve buna bagli olarak karbapenemlere direng gelisiminin
olustugunu gdstermektedir (Giilay, 2014). Ulkemizde karbapenem direncinin 2011
Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) verileri dikkate
alindiginda % 20’nin lizerinde degerlere ulastig1 bildirilmektedir (Jones, 2014).

Karbapenemazlar, Enterobacteriaceae iiyelerininde yer aldigi Gram negatif
mikroorganizmalar arasinda artmakta olan ve siklikla karsimiza c¢ikan direng
mekanizmalarindandir. Enterobacteriaceae tiyelerinde karbapenem direnci, GSBL
tiretimi, yiksek diizey AmpC ve porin kaybi gibi birlesik mekanizmalarla
olusabildigi gibi, temel mekanizmalarla da karbapenemaz iiretimi oldugu
bildirilmistir (Sar1, 2005; Giilay, 2014).



Ulkemizde VIM, IMP gibi metallo beta laktamazlarin bulunmasinin yani sira
daha yiiksek oranlarda OXA karbapenemazlarin bulundugu da bildirilmistir. Son bir
yildir iilkemizden KPC-2 gen varliginin bildirilmis olmast ve NDM’nin yayiliminin
gozlenmesi ile birlikte Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem direng sorununun

daha da artacagini diisiindiirmektedir (Karatuna, 2014).

Karbapenemaz iireten organizmalarin belirlenmesi, enfeksiyonlarin kontrolii ve
bolgemizdeki direngli olan izolatlarin yayilimi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu
diisiinceden hareketle ¢alismamizda, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda son
bir yil icerisinde izole edilen, karbapenemlerden en az birine direngli ya da orta
duyarli olan, enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen tiirleri igeren
Enterobacteriaceae iiyelerinde (Klebsiella ~— pneumoniae ve Escherichia coli)
karbapenem grubu antibiyotiklere direng oranlarinin belirlenmesi ve bu direngten

sorumlu enzimlerin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ailesi, tibbi 6nemi olan ¢ok sayida Gram negatif bakterinin bir
araya geldigi, en heterojen ve en genis bakteri toplulugudur. Bu ailedeki bakterilerin
birgogu bitkilerde, toprakta, suda, insan ve hayvanlarin barsak disi floralarinda;
kommensal, patojen ve saprofit olarak bulunmaktadir (Bilgehan, 2004). insanda
gastroenterit ve enterokolit, idrar yolu enfeksiyonu, pnémoni, menenjit, septisemi,
yara enfeksiyonu ve abse gibi hemen her doku ve organi tutan enfeksiyonlarda, bu
ailenin bir bakteri tiirii etken olarak izole edilebilmektedir. Bu ailede 40°dan fazla
cins ve 150°den fazla tiir yer almaktadir. Bu ailedeki tiirler biyokimyasal
ozelliklerine, DNA-DNA hibridizasyon ve 16sRNA dizilimlerine ve antijenik
yapilarina gore siniflandirilmaktadir (Giir, 2009). Enterobacteriaceae ailesinin
adlandirma ve simiflandirmasinda son zamanlara kadar antijenik, fenotipik,
biyokimyasal ve fizyolojik oOzellikleri kullanilmaktaydi (Wu Q, 2009); ancak
giniimiizde fenotipik ozelliklerini desteklemek i¢in DNA benzerlik verileri de
kullanilmaktadir. Enterobacteriaceae ailesindeki Onemli cinsler: Klebsiella,
Escherichia, Shigella, Salmonella, Proteus, Citrobacter, Enterobacter, Morganella,
Serratia, Yersinia, Providencia’dir. (Ustagelebi, 1999). Bu ailedeki iiyeler; Gram
negatif, genellikle homojen boyanan, 2-3 um boyunda, 0,3-1,0 um eninde, gomak
seklinde bakterilerdir. Aside direngli boyanmazlar ve spor olusturmazlar. Ortak bir
antijenik yapiya sahiptirler, ya hareketsizdirler ya da peritrisoz flagella ile
hareketlidirler. Ttiim tiyeleri fakiiltatif anaerobik ve aerobik ortamda bir¢ok secici ya
da secici olmayan besiyerinde hizla tireyebilirler. Optimum iireme sicakliklar
37°C’dir. Cogu pigmentsiz olmasma ragmen, bazilar1 kirmizi veya sar1 pigment
yapmaktadir. Enterobacteriaceae tiirlerinin tiimii glukozu fermente eder (diger seker
gruplarinin fermentasyonu degisiklik gosterebilir) ve enerji tiretim siireglerinin bir
bolimiinde nitrat1 nitrite indirgerler, oksidaz negatif, katalaz pozitif'tirler (Bilgehan,
2004).



Sitokrom oksidaz aktivitelerinin bulunmamas1 Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinin diger birgok fermentatif olmayan Gram negatif ¢omaklardan ayirt
edilmesine yardimci olmaktadir (Ustagelebi, 1999). Enterobacteriaceae tiirlerinin
cogu eritrositleri eritebilen hemolizin salgilamaktadir. Hemolizin, 16kositleri ve diger
hiicreleri de etkileyebilme 6zelligi tagimaktadir. D-glukozu ve diger karbonhidratlari
gaz olusturarak veya gaz olusturmadan da fermente edebilirler. Enterobacteriaceae
ailesinde bulunan bakterilerin hiicre yiizeylerinde baslica ii¢ temel yapi1 bulunur.
Bunlar dis zar, peptidoglikan tabaka ve sitoplazma zaridir. Ayrica hiicre yiizeyinde
hareketi saglayan flagellalar1 ve mukoza yiizeylerine tutunmay1 saglayan pilus yapisi
vardir. LPS (lipopolisakkarit), fosfolipidler ve peptidoglikan sitoplazma zari
tarafindan sentezlenmektedir. LPS tabakasi kor oligosakkarit, tekrarlayan
oligosakkarit yan zincirler ve lipid A olmak iizere ii¢ bolimden olusmaktadir
(Ozkuyumcu, 2009).

Tekrarlayan oligosakkarit zinciri oldukg¢a heterojen bir yapiya sahiptir. Ayni tiir
icerisinde ve tirler arasinda da degisiklik gostermektedir. Bu yapmm bulunup
bulunmamasina gore koloni sekli diizensiz (R: rough) veya diizgiindiir (S: smooth).
Kapsiil bulunduran tiirler M (mukoid) koloni yaparlar. Kapsiillerinde K ve M olmak
tizere iki cesit poligosakkarit yap1 bulunmaktadir. K poligosakkarit antijeni bakteriyi
fagositozdan korur ve serotipe 6zeldir. O antijeni ile agliitinasyonu engellediginden
sitilarak  bakteriden uzaklastirilmaktadir. Bakteriyi kurumaya karsi koruyan M
antijeni veya kolanik asit de cinsler arasinda ortaktir ve ¢apraz reaksiyona sebep olur
(Ozkuyumcu, 2009). Gram negatif comaklarin biiyiik bir grubunda kor oligosakkariti
ortaktir. Kor bdlgesinin bir tarafi lipid A’ya diger tarafi poligosakkarit zincirine
baglhdir. Lipid A bolimii disakkarit yapida ve endotoksin aktivitesinden sorumlu
kisimdir. Enterobacteriaceae tiirlerinde somatik (O), flagella (H), kapsiil (K)
antijenleri olmak {izere ii¢ ylizey antijeni bulunmaktadir. Bunlar disinda bakteri
hiicresinin dis yiizeyinde bulunan ECA (Enterobacteriaceae Common Antigen) tiim
enterobakterilerde bulunan ortak antijendir. Enterobacteriaceae iiyelerinin antijenleri
epidemiyolojik ve klinik arastirmalarda tiplendirme icin kullanilmaktadir.
Viriilanslarinda fimbriya, enterotoksin, kapsiil, flagella, toksin, siderofor ve diger
faktorler rol oynamaktadir (Isik, 2007).



Enterobacteriaceae iiyeleri nozokomiyal enfeksiyonlarinin olusmasinda en
biiyiik etken olarak gosterilmektedir. National Healthcare Safety Network (NHSN)
(2009-2010)  yilindaki raporlar1 dikkate alindiginda nozokomiyal iliskili
enfeksiyonlarin olusmasinda etkili olan Gram negatif bakteriler arasinda en ¢ok izole
edilen tiirler Klebsiella spp.(% 8), Escherichia coli (% 11,5), Enterobacter spp. (%
4,7y dir (Sievert, 2013).

2.1.1. Escherichia

E. coli'ye 1885’de Escherich tarafindan Bacterium coli commune adi verilmis, daha
sonra barsak dis1 enfeksiyonlarda da patojen oldugu bildirilmistir. Chalmer ve
Castellani Escherichia cins adi onerilene kadar Bacterium coli adi kullanilmigtir
(Topgu, 2002). Escherichia cinsinde tibbi 6nemi olan bir tiirdiir. E. coli diger
koliform bakteriler ile birlikte insan ve hayvanlarin aerop barsak florasinda en sik
bulunan bakteridir. Dogada fekal kontaminasyonun oldugu her yerde bulunur. Ancak
diger koliform bakterilerin aksine dogada kisa ya da uzun siire canli kalsa da
cogalamaz ve varlig1 diski ile kontaminasyonunun isareti olarak kabul edilmistir. Bu
nedenle c¢esitli su kaynaklari, igme suyu ve besinlerin sagliga uygun olup
olmadiginin aragtirilmasinda indikator bakteri olarak E. coli kullanilir. E. coli toplum
kaynakli enfeksiyonlara neden oldugu gibi nozokomiyal enfeksiyonlara da neden
olan firsatc1 ve patojen bir tiirdiir (Ozkuyumcu, 2009).

2.1.1.1. Morfoloji ve Yapi

E. coli'ler Gram negatif, 2-6 pm boyunda, 1-1,5 um eninde diiz, uglar1 yuvarlak
comak seklinde bakterilerdir. E. coli suslarimin ¢ogunda fimbria bulunmaktadir.
Fimbrialarin hiicrelere tutunma &zelligi bulunur ve protein yapidadirlar. Tutunma
ozelligi sayesinde yardime virtilans faktor olarak rol oynamaktadir. Cogu sus peritris

flagella ile hareketlidir (Ozkuyumcu, 2009).



Mikroskopta kapsiil olusumu c¢ok az goriiliir, fakat birgok susta polisakkarit
yapida K antijeni igeren slime tabaka veya polisakkarit yapida M antijeni i¢eren bir
mikrokapsiil bulunabilmektedir. Bu yapilar mikroskopta farkedilmeyebilir ama bu
antijenlere karsi hazirlanmis bagisik serumlar ile yapilan serolojik deneylerle
goriilebilmektedir (Topgu, 2002).

2.1.1.2. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikler

Bu bakteriler genel besiyerlerinde rahatlikla iirerler. Ureme 1s1 aralign oldukca
genistir (15-45°C). Optimum tireme sicakligi 37°C'dir. Fakiiltatif anaerop {ireyen bir
bakteridir. E. coli'ler basit besiyerlerinde 18-24 saatte 3-4 mm ¢apinda S tipi koloni,
kapsiil iceren tiirleri ise M tipi koloni yapar. Mac Conkey gibi laktoz igeren bir
besiyerinde koyu pembe ya da kirmizi renkte S seklinde koloni olustururlar. Eozin
Metilen Blue (EMB) agarda suslarin ¢ogu, metalik refle veren yesil-siyah koloni
olusturmaktadir. Baz1 suslar kanli agarda B-hemoliz yaparlar. Glukoz ve diger
karbonhidratlara etki ederek asit ve gaz olusturmaktadirlar (Ozkuyumcu, 2009). Bu
bakteriler inositol, arabitol, adonitol ve sellobiozu fermente edemezken, laktoz,
mannitol, sorbitol, trehaloz, arabinoz, maltoz, ksiloz ve mannozu fermente ederler. E.
coli suslarinin, laktozu fermente etmeyen, hareketsiz ve glukozdan gaz olusturmayan
suglar inaktif E. coli olarak tanimlanir. E. coli'lerin VVoges-Prauskauer reaksiyonu,
sitrat kullanimi, H,S olusumu, iire ve jelatin hidrolizi, fenilalanin deaminaz, lipaz,
DNaz, KCN (Potasyum siyaniir)’de iireme ve malonat kullanimi testleri negatif,
indol, O-nitrophenyl-beta-D-galactoside (ONPG), metil-red testi, lizin dekarboksilaz
ve hareket testleri ise pozitiftir (Bilgehan, 2004; Bozkaya, 2005).

2.1.1.3. Antijenik Yap1

E. coli suslarin somatik O, flagellar H, kapsiiler K ve fimbrial (Pilus) antijenleri
bulunur. Enteropatojenik E. coli’lerde bulunan pilus antijenleri etkenin

hemaglutinasyon 6zelligini belirlemektedir.



O antijenleri LPS'nin polisakkarit kisminda bulunur. Bu antijenler birgok farkli
Enterobacteriaceae cinslerinin iiyelerinde ortak olabilir, ayn1 zamanda da sicaga
dayaniklidirlar. H antijenleri ayn1 zamanda flagella antijenleridir. Bu sebeple E. coli
gibi sadece flagella bulunduran Enterobacteriaceae iiyelerinde vardir. K antijenleri
genellikle kapsiille veya daha az oranla fimbriyalarla iliskili antijenlerdir. E. coli
tiyeleri i¢inde serolojik olarak farkli pek ¢ok O, H, K antijenleri vardir ve spesifik
serotiplerin belirli hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir (Bulut, 2014).

2.1.1.4. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

E. coli’nin viriilans faktorleri enterotoksin, kapsiil ve salgiladigi enzimlerden olusur.
Fimbriyalar1 konak hiicrelere tutunmayi saglamakta ve bu yapilar fonksiyonel ve
antijenik ozellik gostermektedir. Kolonizasyon faktorleri antijenik ozellige sahip
olup, gastroenteritten sorumludur. Enfeksiyonun olustugu bdlge tutunma 6zelligine
gore farklilik gostermektedir. E. coli suslarinin bazilart hemolizin salgilamaktadir.
Bir diger viriilans faktorii ise sideroforlardir. Bu faktorler, ihtiyag duyulan demiri
konak organizmadaki laktoferin ve transferin gibi demir baglayan molekiillerden
saglamaktadir (Bozkaya, 2005).

Gastroenterit ve Neonatalmenenjit disindaki tim enfeksiyonlar endojendir.
Gastroenterite neden olan E. coli suslari 5 biiyik gruba ayrilir. Bunlar;
enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enterohemorajik E.
coli (EHEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteroagregatif E. coli (EAEC)’dir.
Bunlarin bir kism1 ince bagirsagi tutan sekretuvar diyareye sebep olurken, bir kismi

da primer olarak kalin bagirsagi tutmaktadir (Murray, 2009).

ETEC: Enterotoksijenik E. coli'nin sebep oldugu enfeksiyonlarin patogenezinde
enterotoksin ve adezin olmak ftizere iki énemli viriilans faktorii rol almaktadir. Bu
bakterilerde plazmid tarafindan kodlanan ve ayni zamanda ince barsaktaki
mikrovilluslarda bulunan 6zel reseptorlere baglanan adezyon molekiilleri

bulunmaktadir.



Kolonizan faktér (CFA-I ve CFA-II) antijenleri ise sadece ETEC {iyelerinde
bulunmaktadir. ETEC suslarinda 1siya direngli stabil toksin (ST) ve 1stya duyarli labil
toksin (LT) olmak tizere iki toksin bulunur. ST-1/STa ve ST-11/STb olmak tizere iki
tipi vardir. STb farkli bir etki mekanizmasina sahip ve domuzlardan izole edilen
suglarda rastlanmigtir. STa ise enterosit apikal membraninda guanil siklaz C’ye
baglanmaktadir. Reseptorii aktive etmekte ve siklik guanozin monofosfati meydana
getirerek sivi kaybma neden olmakta ve insanlarda olusan ETEC enfeksiyonlarinda
STa ve LT-I toksinleri rol oynamaktadir. LT'nin LT-I ve LT-1l olmak {izere iki tip
toksini vardir. Bu toksinlerin ikisi de ayni etki ve yapi mekanizmasina sahiptir.
Ancak LT-II ETEC fyeleri tarafindan daha az iiretilmektedir (Topgu, 2002).
Gangliosidosis tip-1 (GM-1) gangliyosidlere baglanan B alt iinitesi toksinin A alt
tinitesinin hiicre i¢ine girmesini saglamaktadir. A alt Ginitesi girmis oldugu hiicrede
adenilat siklaz aktivitesini uyarip klorun hiicreden ¢ikigini artirir, ayn1 zamanda
sodyumun da hiicre igine girisini azaltir. Bunlarin sonucu olarakta barsaga fazla sivi

salgilanir ve sekretuar diyare meydana gelmektedir (Ozkuyumcu, 2009).

EHEC: E. coli 'nin Vero hiicrelerine sitotoksik etki gosterdikleri i¢in verotoksijenik
E. coli (VTEC) olarak adlandirilirlar. Ayrica Shigella dysenteriae tipI’in olusturdugu
toksine benzerlik gosterdigi i¢in bu toksinler Shiga benzeri toksinler (STEC) olarak
da bilinmektedir. Verotoksin 1 (VT-1) ve Verotoksin 2 (VT-2) olmak tiizere iki tipi
vardir. Bu iki toksin de bir profaj tarafindan kodlanir (lizojenik konversiyon).
Toksinin A alt tinitesi hiicrede protein sentezini inhibe ederek hiicrenin dlimiine
sebep olurken, B alt fiinitesi ise konak hiicrede var olan spesifik bir glikolipide
baglanmaktadir. Bu glikolipid yapisi ise bobrek endotelyal hiicrelerinde ve barsak
villuslarinda bulunmaktadir. Bulag yollarindan en onemlisi bakteri ile kontamine
olan sigir etlerinin tiiketilmesidir. Ayrica kontamine siit, su, sebze, meyve ile
bulagsma da olmaktadir. Verotoksin iireten E. coli serotipleri arasinda O157: H7 en

sik rastlanandir (Topeu, 2002; Ozkuyumcu, 2009).

EAEC: Hiicre kiiltiirlerinde hiicrelere agregativ (Kiimelesen) tarzda ya da tugla
yigint  seklinde tutunduklarindan dolayr enteroagregativ. E. coli olarak
adlandirilmiglardir (Topgu, 2002).



Hep-2 ve HelLa adli hiicrelere adherans gosterirler. Yiizeyleri adheranstan
sorumlu olan ¢ok ince fibriler yap1 ile kaphidir. ST benzeri toksin ve hemolizin

benzeri toksin olustururlar (Bulut, 2014).

EPEC: E. coli suslarindan barsak infeksiyonlarinda ilk tanimlanan enteropatojenik
E. coli (EPEC)'dir. EPEC suslar1 Shigella'lar gibi ger¢cek hiicre ici patojeni
degillerdir, LT ve ST toksini olusturmazlar. EPEC suslar1 barsak hiicrelerine ESpA
filamanlar ile tutunup tipIII sekresyon sistemini kullanarak epitel hiicrelere intimin
reseptdr molekiiliinii enjekte ederler. intimin reseptorii dis membranda eksprese
olmaktadir. Bu reseptore bakteride bulunan ve onemli bir viriilans faktorii olan
intiminin baglanmasi ile hiicrede bir dizi olaymin baslamasina sebep olur. Hiicre
yiizeyinde bakterinin tutunmadigi bdlgelerde mikroviluslar wuzar, tutundugu
bolgelerde mikrovilus proteini islev goremez hale gelir ve mikrovillus harabiyetine
yol agar. Sonug olarak barsakta emilim bozulur ve diyare meydana gelir (Murray,
2009; Ozkuyumcu, 2009).

EIEC: Bakteri kolon epiteline tutunur ve endositozla bir vakuol iginde hiicre igine
alinmaktadir. Bakteri etrafin1 saran vakuolii eritir ve sitoplazma igine yayilarak epitel
hiicresi i¢inde ¢ogalmaktadir. Bu durum bakterinin virulansinda 6nemli bir 6zelliktir.
Daha sonra hiicrenin aktin filamanlarim tekrar diizenleyerek komsu hiicreye gecis
yapmaktadir. Epitel hiicrede hasar meydana gelmesiyle birlikte kolonda iilserler

olusmaktadir. (Ozkuyumcu, 2009).

2.1.1.5. Epidemiyoloji

E. coli insan yasaminin ilk saatlerinde yenidogan sindirim sisteminde kolonize olur,
daha sonra bakteri ve konak¢i mutual bir yasam siirmektedir. Immiin sistem
bozukluklarinda ya da sindirim sistemi savunma mekanizmalarinin buzuldugu
durumlarda nonpatojen E. coli'ler bile enfeksiyon etkeni olabilir. E. coli suslarinin
sebep oldugu enfeksiyonlar diinyanin heryerinde cinsiyet ve yas ayrimi yapmadan
goriilebilmektedir.



E. coli'lerin olusturdugu gastrointestinal enfeksiyonlar, virotip 6zelligine gore
konak ve endemik bolge farki gosterebilmektedir (Ustagelebi, 1999). EPEC
suslarinda bulasin temel yolu insandan insana bulastir, kontamine yiyeceklerle olan
salginlar nadirdir. Annne siiti almama EPEC enfeksiyonu i¢in 6nemli bir risk
faktoriidiir. Bu olgularin biiylik bir ¢ogunlugu 2-3 yasindan kiiglik ¢ocuklar da
goriildiigl gibi erigskinlerde de nadir olarak goriiliir. Salgin hastaliklarda 6liim orani
% 0 ile % 70 arasinda olabilmektedir. Sporadik olarak hastane enfeksiyonu
olgularinada rastlanir, ancak daha ¢ok ¢ocuk klinikleri ve giindiiz bakim evlerinde
salginlar goriilmektedir. EPEC suslari diinyada yaygin olarak goriilebilmektedir.
Fakat yaz aylarinda daha sik goriilmektedir (Topgu, 2002; Kiraz, 2011).

EHEC i¢in sigirlar uzun yillar baglica rezervuar kabul edilmis ancak
epidemiyolojik ¢alismalarda kedi, kopek, keci ve koyunlarinda barsaklarinda
kolonize olabildikleri anlasilmistir. EHEC {iiyelerinde bulas coguzaman bu bakteriyi
tasiyan sigirlarin diskisi ile kontamine olmus etli besin maddelerinin tiikketilmesiyle,
arasira da kontamine siit, meyve, sebze, su tiiketilmesiyle olmaktadir. Genellikle
okullar, bakimevleri gibi toplu yasanilan yerlerde salginlar goriilebilmektedir. Bes
yasindan kii¢iik ¢ocuklarda ve 65 yas tizerinde eriskinlerde daha sik goriilmektedir.
Gelismis tilkelerde (ABD, Kanada, Avrupa) daha sik goriilmektedir. ETEC
suglarinda ise kontamine su ve besinlerle ve fekal-oral yolla bulas olmaktadir. Bu
enfeksiyona geri kalmis iilkelerde ve bu iilkelere seyahat eden kisilerde daha sik
rastlanir. Bu yiizden turist diyaresi olarak da adlandirilir. Enfeksiyonun endemik
oldugu yerlerde daha ¢ok c¢ocuklarda, disaridan gelenlerde ise her yasta
goriilebilmektedir. Mevsimsel 6zellik géstermemektedir. EAEC'lerin neden oldugu
ishalin epidemiyolojisi tam agiklanamamustir. Gelismekte olan iilkelerde uzun siiren
ishallerden gelismis {iilkelerde ise akut ishallerden sorumlu oldugu ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir. Gelismis iilkelerde ishalli ¢ocuklardan izole edildigi,
diger iilkelerde ise bazi olgularin seyahatle iliskilendirildigi bildirilmistir. EIEC
suslar1 daha ¢ok kontamine besinlerle bulasmaktadir. Epidemik veya endemik olarak
goriiliir. EIEC ile bagirsak enfeksiyonlarina biitiin diinyada seyrek rastlanmaktadir.

(Kiraz, 2011)
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2.1.1.6. Klinik

A. Gastrointestinal Enfeksiyonlar

Gastrointestinal enfeksiyonlara sebep olan E. coli tiirleri;

EAEC: Kronik diyare etkenidir. Kiigiik g¢ocuklarda biiyiime geriligine sebep
olmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde uzun siiren ishallerden gelismis iilkelerde ise
akut ishallerden sorumlu oldugu yapilan calismalarda bildirilmistir. Infantlarda

dehidratasyona neden olmaktadir (Murray, 2009; Kiraz, 2011).

EHEC: EHEC enfeksiyonu sulu ishalle baslayip agir seyirli kanli ishale (hemorajik
kolit) kadar ilerlemektedir. Enfeksiyona sicak mevsimlerde ve 5 yasin altindaki
cocuklarda daha sik rastlanir. O157: H7 serotipi ile enfekte olanlarin % 5-10'unda
HUS (hemolitik iiremik sendrom) komplikasyonu gelisir ve bu durum kiigiik
cocuklarda daha siktir. HUS un neden oldugu komplikasyonlar; trombositopeni, akut
bobrek yetmezligi, ve mikroanjiopatik hemolitik anemidir. HUS’da % 12 6liim riski
vardir, % 30 da bobrek fonksiyon bozuklugu ve hipertansiyon gelisebilmektedir.
EHEC i¢in esas rezervuar sigirlardir. Bu nedenle enfeksiyon olasiligi etlerin iyi

pisirilmesi ve siitlerin pastorize edilmesiyle dnlenebilmektedir (Ozkuyumcu, 2009).

ETEC: Gelismekte olan iilkelerde ¢ocukluk ¢agi ishallerinin 6nemli bir nedenidir ve
Oliimlere neden olabilmektedir. Genellikle turist diyarelerinin etkenidir. Hijyen
kosularinin  kotii  oldugu yerlerde kontamine besinler ve sularla bulastig
gosterilmistir. ETEC ince bagirsakta kolonize olmakta ve. ishale enterotoksini neden
olmaktadir (Topcu,2008). Bu toksinin yonlendirdigi mekanizma sayesinde ETEC
barsak mukoza hiicrelerince klorid iyonlarmin ve suyun artmus miktarlarda
salgilanmasimna neden olurken, sodyum reabsorbsiyonunu inhibe etmektedir.
Barsaklarda siv1 artisi ile birlikte birkag giin siiren diyare olusmaktadir (Ozkuyumcu,
2009).
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EIEC: Gelismekte olan iilkelerde endemik enfeksiyonlara gelismis lilkelerde ise ara
sira salginlara neden olmaktadir. Birgok salgin kontamine su ve yiyeceklerle
iliskilidir. Insandan insana bulas daha azdir. Kalin bagirsak mukozasinin tutulmasi
yaygin kolite neden olur. Ates ve kanli digkilamayla seyreden dizanteri benzeri
sendromun etkenidir. EIEC ile bagirsak enfeksiynlarina biitiin diinyada seyrek
rastlanmaktadir (Kiraz, 2011).

EPEC: Tiim diinyada fakir 6zellikle de hijyen kosullarinin kétii oldugu yerlerde siit
cocugu diyarelerinin 6nemli etkenlerindendir. Yeni doganlarda bulasma dogum
sirasinda veya uterusta gergeklesir. EPEC ince barsak mukoza hiicrelerini infekte
eder ve mikrovilluslarda yapisal bozukluklara ve karakteristik lezyonlarin olusumuna
neden olur. Sulu diyare gelisir ve nadiren kroniklesmektedir. Sulu diyarede kusma ile
birlikte ishal goriiliir. Diskida kan ve mukus nadir goriiliir, ates ¢ok yiikselmez veya
hi¢ yoktur. Genellikle 1 hafta i¢inde kendini sinirlamaktadir. EPEC gelismekte olan
tilkelerde ¢ocuk ve bebeklerde, 6zellikle de bebeklerin ilk aylarinda O111 serogrubu
ile meydana gelen enfeksiyonlar 6liimciil olabildiginden Onemli bir patojendir
(Ozkuyumcu, 2009).

B. Ekstraintestinal Enfeksiyonlar

Neonatal Menenjit

Neonatal donemdeki bakteriyemi, menenjit ve sepsiste E. coli etken olarak
Streptecoccus agalactiae'dan sonra gelir. E.coli suslarmin ¢ogunda K1 kapsiiler
antijeni bulundurur. Bu serogrup hamile kadinlarda ve yeni dogmus infantlarin
gastrointestinal sistemlerinde sik goériilmektedir. Bu durum yenidogan igin bir risk
faktori olarak kabul edilmis olsada tam kesinlesmemistir (Topgu, 2008; Murray,
2009; Ozkuyumcu, 2009).
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Septisemi

E. coli septisemisi tim yaslarda bir problemdir. Sindirim sistemi perforasyonu,
apandisit veya cerrahi girisimler sirasinda gelisir. E. coli’nin sebep oldugu
septisemiler genellikle gastrointestinal kanal ya da idrar yolu kékenlidir. Immiin
yetmezligi olan kisilerde ve primer enfeksiyonu abdomende olusan vakalarda E. coli

septisemisinin mortalitesi yiiksektir (Topgu, 2008; Murray, 2009).

Uriner Sistem Enfeksiyonu

E. coli'lerin en sik rastlandig1 enfeksiyon iiriner sistem enfeksiyonudur. Nozokomiyal
ya da toplumdan kazanilmis (% 85) enfeksiyonlara sebep olurlar. Uriner sistem
enfeksiyonlarin insidansinda kadin ve erkekler arasinda farklilik vardir. Bunun bir
nedeni tropatojenik bakterilerin kolonda kolonize olmalari ve buradan {iretraya
ulagmalari, diger bir nedeni ise mesane enfeksiyonu sirasinda iiropatojen E. coli
hiicrelerinin mesane iiroepiteliyal hiicrelerine yerlesmesi ve antibiyotiklerin

etkisinden kurtularak daha sonra enfeksiyona neden olmalaridir (Murray, 2009).

2.1.1.7. Tedavi

E. coli suslarinin sebep oldugu enfeksiyonlarinin tedavisi enfeksiyon merkezine ve
Ozgiil izolatin gosterdigi direng profiline bagli oldugu bilinmektedir. E. coli
suglarin  ¢ogu TEM-1 beta-laktamazi olustururlar ve karboksipenisilinlere,
tireidopenisilinlere ve aminopenisilinlere  karsi  direngli  olurlar. E. coli
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antibiyotikler sunlardir; E. coli sepsisi igin
parenteral antibiyotik tedavisi gerekirken, komplikasyonsuz idrar yolu enfeksiyonu
tedavisinde  trimetoprim-sulfametoksazol ~veya ampisilin  disiiniilmektedir,
gentamisin gibi bir aminoglikozidle birlikte ya da tek basina kullanilan ii¢lincti kusak
sefalosporinler kullanilmaktadir. Neonatal menenjit tedavisi i¢in ampisilin ile

sefotaksim kombinasyonu tavsiye edilir. E. coli’nin sebep oldugu gastrointestinal
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enfeksiyonlarda ise antibiyotik tedavisi genel olarak endike degildir. Diyarelerinin
tedavisinde esas olan hastanin kaybettigi sivinin geri verilmesidir. Bununla beraber
trimetoprim-sulfametoksazol ya da Ioperamid kullanilmasi beklenen siireyi
kisaltabilmektedir (Topgu, 2002).

2.1.2. Klebsiella

Klebsiella cins adi 19. yy sonlarinda Alman bakteriyolog Edwin Klebs onuruna
olusturulmustur. Sonralarda Carl Friedlander adli arastirmaci tarafindan tanimlanmis
olan Klebsiella pneumoniae’nin yaptigi agir, siklikla oldiiriicii pndmoni tablosu ile
bakteri uzun yillar Friedlander basili olarak anilmistir (Topgu, 2002). Klebsiella
tirleri Enterobacteriaceae ailesinin Klebsillea cinsinde Enterobacter, Citrobacter ve
Serratia ile birlikte yer almaktadir. K. pneumoniae tibbi agidan en 6nemli olan
tirdiir. Dogada yaygin olarak bulunabildigi gibi, insan ve hayvan gastrointestinal
sistem florasinda da yer alirlar. Uriner sistem enfeksiyonu, pndmoni, bakteriyemi
gibi ¢ok c¢esitli infeksiyonlara neden olurlar. Klebsiella tiirleri; Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella rhinoscleromatis, Klebsiella
ornithinolytica, Klebsiella ozaenae, Klebsiella granulomatis, Klebsiella planticola,
Klebsiella trevisanii ve Klebsiella terrigens dir. Klebsiella cinsi igerisinde hastalik

olusturan tiirler sunlardir; K. pneumoniae, K. oxytoca ve K. granulomatis’dir.

2.1.2.1. Morfoloji ve Yap1

Klebsiella tiirleri 0,7-1,5 pm eninde, 2-5 um boyunda Gram negatif, sporsuz,
kapsiillii, hareketsiz bakterilerdir. Tek tek, ikili veya kisa zincir seklinde goriilebirler.
Klebsiella suslarinin ¢ogu ilk izolasyonda, karbonhidrat bakimindan zengin ve nemli
besiyerlerinde yapilan kiiltirlerde  bakteri ¢evresinde genis bir kapsiil
olusturmaktadir. Genellikle bu kapsiil normal Gram preparatlarinda sekilsiz bir bolge
gibi goriilsede, ¢ini miirekkebi ile hazirlanan preparatlarda daha sekilli ve diizgiin

goriiliir.
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Kapsiil olusturmayan suslar goriildiigi gibi slime tabakasi gibi az kapsiil
olusturan suslarda goriilebilmektedir. Bu bakteriler flagella bulundurmaz. Solunum
yollarindan izole edilen K. pneumoniae suslar1 genellikle tipl fimbria bulundururken,
diger kaynaklardan izole edilen K. pneumoniae suslar1 tiplll fimbria bulundururlar.
K. pneumoniae’nin bazi suslari, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis’in biitiin suslari
fimbriasizdir (Topgu, 2002; Bilgehan, 2004).

2.1.2.2. Antijenik Yap1

Klebsiella cinsinin en ayirici 6zelliklerinden birisi kat1 besiyerinde biiyiik mukoid
koloniler olugturmasina neden olan polisakkarit kapsiiliiniin bulunmasidir. Bu
kapsiiliin 80'den fazla antijenik yapist vardir ve Klebsiella'larda kapsiil (K) antijenine
gore yapilan tiplendirme, somatik (O) antijenine gore yapilan tiplendirmeden daha
onemlidir. Ayni zamanda K antijenleri fagositozu ve enfeksiyon bdlgesine
fagositlerin gocilinii engelleyen viriilans faktoriidiir. O antijenleri ise bakterinin
endotoksinini olusturmaktadir (Kiraz, 2011).

2.1.2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella tiirleri fakiiltatif anaerop'tur. Optimum {reme sicakligi 37°C’dir. K.
pneumoniae hari¢ diger tiirler 4-44°C araliginda irerler. Basit besiyerlerinde
kapsiilsiiz suslar1 18-24 saatte S tipi koloni, kapsiillii suslar1 ise M tipinde koloni
olusturur. Klebsiella metabolik olarak aktif bir bakteri tiirlidiir. Potasyum siyaniir
(KCN) varliginda iireyebilirler. Birgok karbonhidrati asit ve gaz olusturarak fermente
edebilirler. H,S tiretmez, fenilalanini deamine etmezler (Ustagelebi, 1999; Bilgehan,
2004). K. pneumoniae eskulini ve tireyi hidrolize eder. VVoges-Prauskauer reaksiyonu
pozitif, metil kirmizis1 reaksiyonu negatiftir. Tek karbon kaynagi olarak Sitrati
kullanabilirler. Indol testi ile K. pneumoniae ve K. oxytoca’nin ayrimi yapilir. Bu
test, K. oxytoca’da pozitif, K. pneumoniae’de ise negatiftir (Ustagelebi, 1999;
Bilgehan, 2004).
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2.1.2.4. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Klebsiella, insanlarda iist solunum yollarinda, deride ve barsakta diisiik oranlarda
kommensal olarak bulunurken, dogada cansiz ortamlarda ve hayvan floralarinda
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Bogaz, deri ve kolonda hizla kolonize olup immiin
sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyona yol agabilmekteler. Hastanede yatan
hastalarda antibiyotik kullanimina bagli olarak bakteri sayis1 ve kolonizasyon orani
hizla artmaktadir. Coklu ilag direncine sahip olmasi, ¢evre kosullarina ve kuruluga
dayanikli olmasi sebebiyle hastane ortaminda kolaylikla yayilirlar. Hastane
ortaminda kaynak, hem endojen hemde ekzojen odaklidir. Bu nedenle nozokomiyal
enfeksiyonlar, toplum kaynakli enfeksiyonlara gore daha sik goriilmektedir. Bu
bakteriler Enterobacteriaceae ailesinin ortak viriilans faktorlerine sahiptirler. Sahip
olduklari kapsiilleri bakteriyi, serumun 6ldiiriicii etkisine ve fagositoza karsi direngli
kilmaktadir. Baz1 suslar1 enterotoksin salgilamaktadir. Bu toksin E. coli’nin 1siya
duyarli LT ve 1s1ya dayanikli ST ile benzerlik gostermektedir. Suslarin bir¢ogu beta-
laktamaz salgilayarak beta-laktam antibiyotikleri etkisiz hale getirirler (Ozkuyumcu,
2009).

2.1.2.5. Epidemiyoloji

Nozokomiyal enfeksiyonlarda K. pneumoniae enfeksiyonu ilk sirada yer almaktadr.
Ozellikle de gelismekte olan iilkelerde ¢oklu direng gozlenmektedir. Degisik direng
mekanizmalari ile birgok antibiyotige kars1 direnglidir, bununla birlikte dis kosullara
ve kuruluga direnci hastane ortaminda daha kolay yayilmasma sebep olmaktadir.
Hastane enfeksiyonlar1 endojen ve ekzojen kaynaklidir. K. rhinoscleromatis ve K.
ozaenae Afrika, Gliney Amerika, Dogu Avrupa, Uzak Dogu ve Akdeniz iilkelerinde
cok nadir rastlanabilen rinosklerom ve ozene hastaliklarina yol agmaktadir (Topgu,

2002; Murray, 2009). K. oxytoca ve K. pneumoniae epidemiyolojileri benzerdir.

16



Ikisi de ileri yaslilar, infantlar, dzellikle solunum sisteminde olmak iizere
sistemik diger bir hastalig1 olan, damar i¢i katater ve idrar sondasi uygulananlar,
yogun bakimda yatanlar ve genis spektrumlu antibiyotikler ile tedavi goren hastalar

i¢cin daha biiylik enfeksiyon riski olusturmaktadirlar (Topgu, 2002; Murray, 2009).

2.1.2.6. Klinik

K. pneumoniae ve daha az siklikta da K. oytoca toplum ve nozokomiyal kaynakli
lober pnémoniye sebep olan ve en sik izole edilen tiirlerdir. Klebsiella tiirlerinin
neden oldugu hastaligin, nekrotik, inflamatuvar ve hemorajik yapisi nedeniyle
balgam kanli ve ¢ogu kez jolemsi goriiniimiindedir. Abse, kavite olusumu ve
plevraya gecme egilimi fazladir. K. pneumoniae, pnomoni disinda Yyara
enfeksiyonlarina, iriner yol enfeksiyonlari, bakteriyemiler, safra yolu enfeksiyonlart,
peritonit, menenjit, damar igi ve diger invaziv cihazlara bagh enfeksiyonlarada neden
olmaktadir. K. rhinoscleromatis burun ve farenkste destriiktif bir graniilomaya neden
olur. K. ozaenae burun mukozasinda yesil-sari, atrofi ve ¢ok kotii kokulu burun
akintis1 ile seyreden ozene olgularinda saptanmaktadir. K. granulomatis tropikal
bolgelerde granuloma inguinale (donovanoz) sebebidir. Kiiltiirde fiiretilmesi zor
oldugundan, genital ilserlerden hazirlanan preparatlarin giemsa boyamasinda
histiyositler i¢inde donovan cisimciklerinin ya da mononiikleer hiicreler

goriilmesiyle tan1 konulmaktadir (Murray, 2009; Kiraz, 2011).

2.1.2.7. Tedavi

Bu bakteriler bir¢cok antibiyotige kars1 cesitli direncler gelistirdikleri i¢in antibiyotik
secimi duyarlilik testleri sonucuna goére belirlenmelidir. Nozokomiyal enfeksiyonlara
sebep olan bakteriler siklikla ¢ok sayida antibiyotige direng gostermektedir.
Klebsiella, amino ve karboksipenisilinlere dogal direnglidir. Kromozomal direng ile
birlikte diren¢ plazmidlerine de rastlanilmaktadir. Birgok sus GSBL

tiretebilmektedir. Bu oran iilkemizde de hizla artmaktadir. Bu sebeple ¢oklu ilag
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direncine sahip suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde birinci kusak
sefalosporinler, beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari ile penisilin, trimethoprim-
sulfametaksazol, florokinolonlar, ve aminoglikozidler kullanilmas: tavsiye edilir.
Coklu ilag direncine sahip suslarin, 6zellikle de GSBL iireten suslarin tedavisinde ise

karbapenemler ve dordiincii kusak sefalosporinler kullanilmalidir (Topgu, 2002).

2.2. Beta Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam ajanlar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkas1 tagimaktadir.
Bu antibiyotikler hiicre duvari sentezini inhibe eder ve bakterisidal etki gosterirler.
Bu antibiyotikler; Karbapenemler, sefalosporinler, penisilinler, monobaktamlar, beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitorleri olmak tizere 5 gruba ayrilir (Bulut, 2014).

2.2.1. Karbapenemler

Karbapenem antibiyotik grubu ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces -cattleya
tarafindan iiretilen ve “thienamycin adi verilen bilesigin bir tiirevidir. Gilinlimiizde
bulunan antibiyotikler i¢inde en genis spektrumlu gruptur. Karbapenemler tiim beta-
laktamlar gibi beta-laktam halkas1 igerir ancak 6. pozisyonda trans baglantili
hidroksietil yan zincirinin varligi sebebiyle diger beta-laktam antibiyortiklerden
ayrilmaktadir. Bu ozelliginden dolay1 karbapenemler, metallo-B-laktamaz (MBL)
disinda diger beta-laktamaz enzimlerine son derece dayaniklidir. Beta laktam
antibiyotikler gibi peptidoglikan biyosentezi {izerine etki gostermektedir.
Mikobakteriler, hiicre  duvar1  bulunmayan organizmalar  (Mycoplasma,
Sphaeroplast'lar, Protoplast), bazi nonfermentatifler, Aeromonas disinda Gram
pozitif, Gram negatif ve anaerop mikroorganizmalarla olusan nozokomiyal
enfeksiyonlar ve toplumdan kazanilmis olan patojenlere etkilidirler. Karbapanemler
ierisinde ilk bulunan antibiyotik grubu Imipenem'dir. Bu antibiyotik monoterapétik
ozellik gosteren, hiicre duvar sentezini inhibe eden ve bakterisidial etki gdsteren

antibiyotiktir. Klinik olarak 6nem tasiyan bakterilerin ¢oguna etkilidir (Sar1, 2005).
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Bu antibiyotik Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin ¢eperindeki penisilin
baglayan protein’lerine (PBP-1 ve PBP-2) yiiksek bir afinite gosterip
baglanmaktadir. Baglanma ilk olarak PBP-2’ye ve ardindan PBP-1’e olmaktadir
(Sar1, 2005). Imipenem Gram pozitif bakterilere daha etkilidir ve bobreklerden
salgilanan dehidropeptidaz enzimi (DHP-1) ile inaktive olmaktadir bundan dolay1 bu

enzimin inhibitdrii olan silasitatin ile birlikte kullanilmali (Sari, 2005).

1996 yilindan sonra ise karbapenem grubunun ikinci iiyesi olan meropenem
kullanima dahil edilmistir. Bu antibiyotik karbapenem halkasina 1-B-metil grubu
eklenmesiyle elde edilmistir. Meropenem, dihidropeptidaz enzimine dayanikli
oldugundan tek basina parenteral kullanilabilir. imipenem antibiyotigine gére etki
stiresi daha uzundur. Gram pozitif, Gram negatif ve anaerop bakterilere karsi
etkindir. Meropenem ise Gram negatiflere 6zellikle de Pseudomonas aeruginosa’ya
daha etkilidir (Keskin, 1998; Onciil, 2002).

Ertapenem yapisinda bulundurdugu 1B-metil grubu DHP-1 enzimine karsi
dayaniklilig1 saglar. Ertapenem 2001°de yetiskinler de, 2005°de ise 3 aydan biiyiik
cocuklar i¢in kullanmima dahil edilmistir (Alhan, 2011). imipenem ve meropeneme
benzer sekilde 6-hidroksietil grubu betalaktamazlara karsi stabiliteyi saglar.
Ertapenem betalaktam antibiyotikler gibi hucre duvar sentezini engelleyerek
bakterisidal etki gosterir. Enterobacteriaceae’ye ve anaeroblara etkilidir, ancak P.
aeruginosa, Acinetobacter, Enterokoklar ve penisilin direngli pnomokoklara etkili
degildir (Ozmen, 2013).

Karbapenemlerin en yeni bir iiyesi doripenem'dir. ABD’de 2007 yilinda
kullanilmaya baslanmistir. PBP’lere baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe ederek
etki gostermekteler. DHP-1 enzimine karsi stabildir. Doripenemin Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere kars1 etkinligi imipenem ve meropeneme benzer sekildedir

(Ozmen, 2013).
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2.2.2. Karbapemlere Diren¢ Mekanizmalari

Karbapenemler bakteriyel membranlardan hizla gegebilme  6zelliklerinin,
antibakteriyel spektrumlarinin genis olmasi, GSBL ve AmpC enzimlerine dayanikli
olmalarindan dolayr c¢oklu direngli Gram-negatif bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ilk tercih edilen antibiyotik grubu arasindadirlar. Fakat,
karbapenemlerin yaygin olarak kullanilmasi sonucunda, bu antibiyotiklere direng
gelisimi meydana gelmistir. Karbapenemlere karsi gelisen direng mekanizmalar {i¢

sekilde olusmaktadir (Bulut, 2014).

2.2.2.1. Hedef PBP degisimleri

Gram negatif bakterilerin sitoplazmik membraninda bulunan PBP'lerin yapisinda
meydana gelen degisiklik nedeniyle antibiyotigin baglanmasinin tamamen
engellenmesiyle veya afinitesinde azalma olacak sekilde meydana gelen bir olaydir.
Ormegin; Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus’ da penisiline karst
gozlenen direng gelisimi. PBP’lerdeki bu degisiklikler kromozomal mutasyonlara
bagli olarak gelismektedir (Bulut, 2014).

2.2.2.2. ilacin Hiicre icinde Etkin Konsantrasyona Ulasmamasi

Aktif Pompalama Sistemlerinin Indiiklenmesi

Aktif pompalama sistemi antibiyotiklere direngli ve duyarli olan biitiin
mikroorganizmalarda bulunmakta ve mutasyonlarin meydana gelmesi ile
antibiyotiklere diren¢ gelistirmektedirler (Topgu, 2008). Son birka¢ yildir bir ¢ok
bakteride c¢oklu antibiyotik direncine neden olan kromozom ve plazmid kaynakli
cesitli attm pompalart bildirilmistir. Gram negatif bakterilere 6zgii olan RND
(resistance-nodulation-division) ii¢ bilesenlidir (Topgu, 2008).
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Bu pompada, sitoplazmaya yerlesmis bir pompa protein, membran fiizyon
proteini (MFP) adinda periplazmik protein ve bir dis membran proteini (Omp)
bulunur. Atim pompalarinin en ¢ok ¢alisildigi bakterilerden biri P. aeruginosa’dir.
Bu bakteride bulunan atim pompa sistemlerinden, stoplazmik membran proteini
(MexB, MexD veya MexF) enerjiye bagli pompa olarak is goriir, dis membranda
bulunan ve por olusturan protein (OprN, OprM veya OprJ) dis membranda bir ¢ikis
yolu saglar, (MexA, MexC veya MexE) periplazmik boslukta bulunur ve diger iki
protein arasindaki baglantiy1 saglar. Yiiksek oranda aktif pompa iireten bakterilerin
sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi bilinmemektedir. RND tipi aktif pompa
proteinlerine ornek olarak; E. coli’de AcrA-AcrB-TolC, K. pneumoniae’da ise Ram
A verilebilir (Topgu, 2008).

Porin degisimleri

Beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogu hidrofilik yan zincirler igerdikleri ig¢in porin
proteinlerdeki degisimlerden etkilenmektedir. Ornegin, P. aeruginosa suslarinda
karbapenemler icin 6zel bir porin olan OprD’nin kaybi sonucunda bu antibiyotik
smifina karsi direng gelismekte, Escherichia coli suslarinda ise dis membran
porinlerinden OmpF ve OmpC’nin kaybi1 sonucunda beta-laktam minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK)’larinda 8-16 kat artis goriilmektedir. Bu mekanizma
meropenem, penisilin, sefalosporin, kinolon, tetrasiklin ve kloramfenikol i¢in gegerli
fakat imipenem ig¢in gegersizdir (Kohler, 1999). K. pneumoniae’nin karbapenem
direnci plazmid araciligi ile AmpC beta-laktamaz varligi ve porin kaybinmn
varliginda gelismektedir (Bradfor, 1997). P. aeruginosa’daki imipenem direnci porin
kayb1 ile olusmakta fakat bu durum sadece kromozomal AmpC Dbeta-laktamaz
tammlandig1 ve korundugu zaman islevini gdstermektedir. In vitro kosullarda
porinlerini kaybetmis mutantlarin kisa siirede elde edilebilmesine karsin porin

eksikligi olan Gram negatif bakteri mutantlari klinikte nadirdir (Lee, 1991).
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2.2.2.3. Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varhgi (Beta-laktamazlar)

Gram negatif bakterilerde beta-laktamazlar, sitoplazmik membran ve dis membran

arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerde bu

enzimleri kodlayan genler kromozom, plazmid veya transpozonlarda bulunurlar.

Bugiine kadar 600'den fazla farkli beta-laktamaz enzimi vardir. Ambler 1980°de,

Bush, Jacoby ve Medeiros 1995'de beta-laktamaz enzimlerini molekiiler ve

biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirmislardir. (Rpzenfe'd, 1980). Tablo 2.1°de

beta-laktamazlarin siniflandirmasi gésterilmektedir.

Tablo 1.1 Beta Laktamazlarin Siniflandirilmasi (Bulut, 2014)

Bush-Jacoby Ambler Temel Alt Temel Ozellikler
Gruplar
Grup 1 Sefalosporinazlar © le Cogunlukla Gr (-) bakterilerdeki kromozomal enzimler
(klavulanik asit ile inhibe (Amp C) Karbapenem hari¢ tim beta -laktamlara
olmaz direngli, Seftazidime yiiksek afinite
2a Gram (+) bakterilerdeki penisilinazlar
2b Cogunlukla Gr (-) bakterilerdeki genis spektrumlu
beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2, SHV-1) Ampisilin,
karbenisilin, tikarsilin, sefalotin direnci
A 2be Genisletilmis spektrumlu (TEM, SHV tiirevi enzimler,
PER-1, CTX-M, VEB-1, GES-1) Ampisilin,
karbenisilin, tikarsilin, sefalotin direncine ek olarak
seftazidim, seftriakson, sefotaksim, aztreonam direnci
A 2br Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam direngli
Grup 2 Penisilinazlar (TEM-30, SHV-10)
- S A 2ber Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam direncine ek
(klavulanik asit ile inhibe D . .
olur) o!arak 'seftaZ|d|m, seftriakson, sefotaksim, aztreonam
direngli (TEM-50)
A 2c Karbenisilini hidrolize eden enzimler (PSE-1, CARB-
3)
A 2ce Karbenisiline ek olarak, sefepim, sefpirom hidrolize
eden enzimler (RTG-4: CARB-10)
D 2d Oksasilin ve kloksasilin hidrolize eden enzimler
(OXA-1, OXA-10)
D 2de Kloksasilin veya oksasilin hidrolizine ek olarak
seftazidim, seftriakson, sefotaksim, aztreonam direnci
(OXA-11, OXA15)
D 2df Kloksasilin veya oksasilin hidrolizine ek olarak
karbapenem hidrolizi (OXA-23, OXA-48, OXA-58)
A 2e Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlar (CEP
A)
A 2f Karbapenem, seftazidim, seftriakson, sefotaksim,
aztreonam direnci, sefamisin hidrolizi (KPC)
Grup 3 Metallo- B 3a Cinko-bagiml karbapenemazlar Karbapenem

betalaktamazlar

hidrolizleri yiiksek, monobaktam hidrolizleri zayif
Klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe olmazlar
Metal iyonu selatorleri ile inhibe olurlar (IMP, VIM)

NI

Smiflanmamig

Dizileri bilinmeyen ¢esitli enzimler
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Karbapenemazlar, karbapenemlerin hidrolizine ve bunun sonucunda
karbapenem MIK degerlerinde yiikselmeye neden olan betalaktamazlardir.
Karbapenem direncinde, karbapenemazlara goére daha kisith olan diger
mekanizmalar, efluks (aktif pompa) sistemleri, impermeabilite ve buna eslik eden
AmpC veya GSBL {iretimidir. 1990 6ncesinde tanimlanan karbapenem hidroliz eden
enzimlerin tiimii kromozomal olarak bilinmektedir, fakat yakin gegmiste
Japonya’dan plazmid aracilikli metallo-p-laktamaz varligi da bildirilmistir (Amyes,
1997; Nordman, 2007).

Kromozomal (Dogal) Karbapenemazlar

Molekiiler siniflandirmada ambler simif B igerisinde yer alan karbapenemazlar bu
grup icinde incelenmektedir. Myroides (Flavobacterium) odoratum, Legionella
gormanii, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas hidrophila, Aeromonas sobria
ve Bacillus cereus gibi bakterilerin kromozomlari tarafindan kodlanmaktadir. Dogal
karbapenemazlarin tamaminda goriilen Katalitik aktivite ¢inko iyonlarina baglidir ve
EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) ile birlestiklerinde bu etkilerini kaybederler
(Livermore, 2000).

Kazanilmis Karbapenemazlar

Bu karbapenemazlar karbapenemler ile birlikte diger beta-laktam grubu
antibiyotikleri de hidroliz edebilir. Bu karbapenemazlar ambler molekiiler sinif A, B
ve D grubunda bulunan enzimleri igermektedir. Simif A SME (Serratia marcescens
enzyme), NMC (not metalloenzyme carbapenemas), IMI (imipenem-hydrolyzing
betalactamase) enzimleri, sinif D’de OXA tipi enzimler (¢ogunlukla Acinetobacter
spp.’de) bulunur. Smuf B ise metalloproteinazlar olarak adlandirilmaktadir.
Kazanilmis sinif B karbapenemazlar Entrobacteriaceae iiyelerinde, P. aeruginosa ve
Acinetobacter spp.'de gériiliir, stmf A karbapenemazlar birkag Entrobacteriaceae

tiyesinde goriiliir.
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Smif D karbapenemazlar ise Enterobacteriaceae tiirleri, Acinetobacter
baumannii, P. aeruginosa gibi bakterilerde goriiliir. Enterobacteriaceaenin bazi
tiurlerinde kromozomal (dogal) enzimler bazi tiirlerinde ise plazmid aracili
kazanilmis beta-laktamazlar goriilmektedir (Bulut, 2014). Enterobacteriaceae

ailesinde sik goriilen betalaktamaz enzimler Tablo 2.2°de sunulmustur.

Tablo 2.2 Enterobacteriaceae ailesinde goriilen betalaktamaz enzimler (Bulut,2014)

Molekiiler Enzimler Gen Bolgesi EDTA ATM CLA Organizmalar
sinif

(fonksiyonel

grup)

I+

A (2f) Sme-l,Sme- Kromozomal - R S. marcescens ve

3, IMI-l, IMI- E. cloacae

3, NmcA, Enterobacteriaceae,

SFC-I, P. aeruginosa, A.
Plazmid - R baumannii

KPC-2, Enterobacteriaceae,

KPC-13, P. aeruginosa,
Plazmid - S/R + A. baumannii

I+

GES-I, GES-
20
B (3) IMP-1, IMP- Kromozomal/ + S - Enterobacteriaceae,
33, VIM-1, Plazmid P. aeruginosa ve
VIM-33, diger GNNFB
NDM-1,
NDM-6,
SPM-1, SIM,
GIM, IND-1,
IND-7, AlM,
DIM, KHM

D (2df) OXA-23 grup  Kromozomal/ - S Enterobacteriaceae,
(OXA-23, Plazmid P. aeruginosa ve
OXA-27, diger GNNFB
OXA-49)

+

OXA-24 grup
(OXA-24,
OXA-25,
OXA-26,
OXA-40,
OXA-72)

OXA-40 grup
(OXA-40,
OXA-143,
OXA-58)

OXA-48 grup
(OXA-48,
OXA-54,
OXA-181)
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Smif A Karbapenamazlar

Beta-laktamlar T{izerinde genis hidrolitik aktiviteye sahip olan smf A
karbapenemazlar, serin karbapenemazlar grubuna aittirler ve karbapenemlere ek
olarak aztreonam (monobaktam), penisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize
edebilirler. Klavulanik asit ve tazobaktam ile kismen inhibe olabilirler. Bu sinifta
plazmidle kodlanan KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) ve kromozomal
kodlanan NMC/IMI ile SME olmak {izere ii¢ majér enzim grubu tanimlanmustir.
KPC iireten suglar, bu grubun ¢ogunlugunu olusturmaktadirlar, KPC beta-
laktamazlar 6zellikle K. pneumoniae’da sik goriilmekle birlikte E. coli, Enterobacter
cloaca, Citrobacter freundii, ve Salmonella spp.’de de goriilmektedir. KPC varyanti
olan KPC-2 ilk kez 1996’da Amerika’da bir K. pneumoniae susunda tespit edilmistir.
Ardindan KPC-3 (KPC-1/KPC-2’den tek bir aminoasit farki olan) tasiyan K.
pneumoniae ile New York sehrinde bir salgin bildirilmistir. Giiney Amerika ve
Cin’de rapor edilen olgularla KPC diinyada biiyiik bir problem haline gelmistir.
SME-1 ilk kez 1982°de Ingiltere’de Serratia marcescens tiiriinde bulunmustur. SME-
1 beta-laktamazi ile birlikte SME-2 ve SME-3 ABD’nin ¢ogu bolgesinde sporadik
olarak bildirilmektedir. NMC ve IMI enzimleri ABD, Fransa ve Arjantin’de E.
cloaca'da nadir olarak tespit edilmistirler (Queenan, 2006; Pottumarthy, 2003).

Sinif B Karbapenemazlar

MBL’ler belirgin aminoasit sekans farkliliklarina ragmen ii¢ farkli fonksiyonel
ozellik paylasan bir enzim smifin1 (molekiiler sinif B) olustururlar. Bu ozellikler;
karbapenemleri hidrolize etme yetenegi, beta-laktamaz inhibitorlerine direng ve
EDTA'ya, duyarliliktir. Bu enzimlerin en 6nemli 6zellikleri monobaktamlar digindaki
tiim betalaktamlar1 ve karbapenemleri hidroliz edebilme yeteneginde olmalaridir. Tlk
olarak Gram pozitif bakterilerde, Stenotrophomonas maltophilia ve Bacteroides
fragilis’de tespit edilmislerdir. Enterobacteriaceae suslarinda yaygin goriilen MBL
enzimleri, Verona integron-encoded (VIM), Imipenemase (IMP) ve New Delhi
MBL-1 (NDM-1) tip enzimlerdir.
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IMP ve VIM Yunanistan, Tayvan ve Japonya’da endemik olarak rapor
edilmistir. NDM-1 enzimi ilk kez 2007 yilinda Isve¢’ten, Hindistan’a sik¢a seyahat
eden bir hastada tesbit edilmistir (Yong, 2009).

Siif D Karbapenemazlar

Bir diger serin beta-laktamaz olan oksasilinazlar, fonksiyonel olarak oksasilin ve
kloksasilini hidrolize edebilen penisilinazlar olarak tanimlanmaktadir. Bu enzim
grubunda karbapenemaz aktivitesi ilk olarak 1993 yilinda Acinetobacter baumannii
susunda tanimlanmistir. Heterojen OXA grubu arasinda farkli derecelerde
karbapenem hidrolize etme yeteneklerine gore 4 alt gurup belirtilmistir; OXA-58
OXA-23 OXA-24, ve OXA-51. ik 3 grup aktarlabilir plazmidler tarafindan
kodlanirken, OXA-51 kromozomlar tarafindan kodlanir ve A. baumannii suslarinda
bulunmaktadir. OXA-51 ve OXA-23'de promoter bolge varligi (ISAbal)
karbapenem direncine katkida bulunmaktadir. Enterobacteriaceae ailesinde
karbapenemaz aktivitesi 6n planda olan baslica OXA tipi enzim ise OXA-48
enzimidir. OXA-48 tipi karbapenemaz, ilk olarak 2001 yilinda Tirkiye’de bir
hastadan izole edilen K. pneumoniae susunda tespit edilmistir. Karbapenemleri
hidroliz etme yetenekleri azdir. EDTA ve klavulanik asit ile zayif bir inhibisyon
gostermektedirler (Yan, 2001).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan 16.SAG.BIL.10 numarali proje ile desteklenip Afyon
Kocatepe  Universitesi ~ Arastirma  Uygulama  Hastanesi  Mikrobiyoloji

Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.1. izolatlarin Toplanmasi

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Ocak-Aralik 2017 tarihleri
arasinda cesitli kliniklerden gonderilen 6rneklerden ve Mikrobiyoloji Laboratuvari
arsivinde muhafaza edilen 207 K. pneumoniae, ve 57 E. coli susu ¢alismaya dahil
edilmistir. Suslarin izole edildigi 6rnekler; % 47,3 idrar, % 11,7 yara, % 19,3 kan, %
10,6 trakeal aspirat, % 4,3 diger ornekler, % 6,8 balgamdir. Klebsiella pneumoniae
suslarmin % 43'i ve E. coli suslarinin % 65'i idrar 6rneklerinden elde edilmistir.
Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Kegidren Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik

Arastirma Etik Kurulu’ndan etik kurul onayr alinmistir (2012-KAEK-15/1152).

3.2. Besiyerlerin Hazirlanmasi

Calisma siiresinde toplanan E. coli ve K. pneumoniae suslarinin {iretimi rutin
kullanimda yer alan Kanli Agar ve Eozin Metilen Blue (EMB) Agar (Oxoid,
England) ile gerceklestirilmistir. Bakterilerin yeniden canlandirilmast isleminde
Brain Heart Infiizyon Buyyon (BHI) (Oxoid, England) kullanilmistir. Calisma

esnasinda kullanilan tiim besiyerleri tiretici firma tarafindan tarafimiza saglanmistir.
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3.3. Suslarin Identifikasyonu

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gelen 6rnekler EMB ve kanli agara ekimleri yapildi. Kanli agarda
diizgiin 2-3 mm c¢apinda laktoz pozitif ve EMB agarda metalik rofle yapan
kolonilerin E. coli, EMB agarda 3-4 mm g¢apinda pembe mukoid, kanli agarda
mukoid 3-4 mm c¢apinda laktoz pozitif kolonilerin Klebsiella tiirii bakteri oldugu

diistiniilen suslarin Gram boyamasi yapilmuistir.

Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore
iki biiyiik gruba (Gram-pozitif, Gram-negatif) ayirmak i¢in kullanilan deneysel bir
yontemdir. Gram boyama yapmak i¢in elimizde bulunan hasta numuneleri lama
stiriliip kurutularak hazirlanan preparatlarin tizerine kristal viyole boyast damlatilip 1
dakika bekletilmis ve distile su ile yikanmustir. Sonrasinda preparata lugol ¢ozeltisi
damlatilip 1 dakika bekletilmis ve distile su ile yikanarak lugol ¢dozeltisi
uzaklagtirilmistir. Ardindan Preparatin iizerine % 96’lik etil alkol dokiilerek 30
saniye bekletilmis ve distile su ile yikanmistir. En son olarak sulu fuksin damlatilip
ve 30 saniye bekletilmis ve preparat distile su ile yikanarak havada kendi halinde
kurumaya birakilmigtir. Preparata immersiyon yagi damlatilip, 100’liik objektifle
incelenmistir. Gram negatif bakteriler pembe-kirmizi renkli ve ¢omak seklinde

degerlendirilmistir.

3.4. Antibiytik Duyarhlik Testi

Izole edilen bakterilerin tiimiiniin Antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde,
otomatize sistemler (Vitek 2, BioMerieux, USA) kullanilmistir. Elde edilen sonuglar
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2018)
kriterlerine gore “duyarli”, “orta duyarli” ve direngli” olarak yorumlanmustir. (Tablo
3.1. ve Tablo 3.2.)
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Tablo 3.1. Klebsiella pneumoniae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik

sinir degeri profili

Klebsiella pneumoniae

Amoksisilin/Klavunat
Piperasilin/Tazobaktam
Seftazidim
Sefotaksim
Seftriakson
Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Gentamisin

Amikasin

Tobramisin
Siprofloksasin
Levofloksasin

MIC degeri (mg/L)

0]
IA

O NONNKREPREPFP O
]

Disk
icerigi (ng)

20-10
30-6
10

5

30
10
10
10
10
30
10

Zone ¢api degeri (mm)

S> R<
19 19
20 17
22 19
20 17
25 22
22 16
22 16
25 22
17 14
18 15
17 14
26 24
23 19

Tablo 3.2. E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik sinir degeri profilleri

Escherichia coli

Amoksisilin/Klavunat
Piperasilin/Tazobaktam
Seftazidim
Sefotaksim
Seftriakson
Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Gentamisin

Amikasin

Tobramisin
Siprofloksasin
Levofloksasin
Ampisilin

MIC degeri (mg/L)

Disk
icerigi (ng)

20-10
30-6
10

5

30
10
10
10
10
30
10

5

5

10

Zone cap1 degeri (mm)

S> R<
19 19
20 17
22 19
20 17
25 22
22 16
22 16
25 22
17 14
18 15
17 14
26 24
23 19
14 14
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3.5. Karbapenemazlarin Genotipik Yontemle Arastirilmasi

Elde edilen izolatlarin DNA izolasyonu gergeklestirilip, inhouse PZR ile
optimizasyon calismalar1 yapilmus, ardindan molekiiler calismalar

gergeklestirilmistir.

3.5.1 Bakteriyel DNA'nmin Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma yontemi kullanilmistir. DNA izolasyonunda
kullanmak {izere, ¢alismadan bir giin 6nce suslarin tamami -80°C'den ¢ikarilmis
ardindan BHI buyyonda bir gece inkiibe edilerek yeniden canlandirilmis, kanli ve
EMB agara subkiiltiirleri yapilmistir. Her bir 6rnek i¢in steril ependorf tiiplerine
100ul dH,0 ilave edilerek iizerlerine steril 6ze ile 4-5 koloni siispanse edilmistir.
Kaynamis 100°C’lik saf suda 15 dakika kaynatilmistir. Oda sicakliginda sogumasi
icin beklenmis ve soguma isleminden sonra 14000 rpm'de bir dakika santrifiij
edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatant kismindan 30ul alinarak PZR islemi ig¢in

ayrilmistir.

3.5.2. Primerlerin Hazirlanisi

Gen bolgelerinin amplifikasyonlar1 i¢in altt farkli primer seti kullanilmistir.
Hedeflenen DNA dizilimleri Gen bankasi verileri yardimi ile tarama yapilarak
bulunmustur. Se¢ilen primerlerin belirlenen hedef DNA’ya 6zgiin olup olmadigini
saptamak i¢in primer-3 plus programi kullanilmistir. NDM, VIM, OXA-48, IMP
OXA-58, KPC igin yaklasik olarak 20-30 basepair (bp) uzunlugunda reverse ve
forward primerler belirlenmistir. Primer dizilerinin uygunlugunu diger yayinlar
yardimi ile literatiir taramasi yapilmis ve primer dizaynina karar verilmistir.
Liyofilize halde bulunan primerlerin (ThermoScientific, ABD) sulandirma islemi
dretici firma talimatlar1 dogrultusunda protokole uygun olarak yapilmis ve 100

pmol/ul konsantrasyonda stok primerler olugturulmustur.
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Calismamiz i¢in kullanilacak primerlerin konsantrasyonu 10 pmol/ul olarak

belirlenmigtir. Bunun i¢in 100 pmol/ul konsantrasyonda stok primerden 10 pl

almarak 90 pl distile su ile toplam hacim 100 ul olacak sekilde tekrar sulandirilmis,

ependorflara ayrilip -20°C’de saklanmistir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. Karbapenem direncini kodlayan genlerin aragtirilmasinda kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-3°) Uriin Referans Genbank erisim

uzunlugu no

(bp™)
VIM-F ATTGGTCTATTTGACCGCGTC

380 Yum, 2002 DQ489717
VIM-R TGCTACTCAAGGACTGAGCG
NDM-F CAATATTATGCACCCGGTCG

726 Kaase, 2012 KC539432
NDM-R ATCATGCTGGCCTTGGGGAA
IMP-F CATGGTTTGGTGGTTCTTGT

448 Suzuki, 2017 LC190726.1
IMP-R ATAATTTGGCGGACTTTGGC
OXA48-F | TTGGTGGCATCG ATTATCGG

744 Queenan, 2007 | AY236073
OXA48-R | GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
OXA58-F | AAGTATTGGGGCTTGTGCTG

599 Gao, 2013 JX968506
OXA58-R | CCC CTCTGCGCTCTACATAC
KPC-F TGTCACTGTATCGCCGTC

331 Mosca, 2013 JX430448
KPC-R TATTTTTCCGAGATGGGTGAC
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3.5.3. PZR Optimizasyonu

PZR calismalari i¢in kullandigimiz primerlerin baglanma sicakliklarini belirlemek

icin inhouse PZR ile farkli sicakliklarda optimizasyon c¢aligmalar1i yapildi.

Primerlerin baglanma sicakliklart Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T) formili ile

hesaplanmistir. Calismada VIM, KPC, OXA-48, OXA-58,

IMP, NDM gen

bolgelerinin belirlenmesi i¢in alt1 ayr1 primer seti kullanilmistir. Toplam volum 30 pl

olacak sekilde reaksiyon mixi hazirlandi. Inhouse PZR ile optimizasyonu sonrasinda

ilgili gen bolgelerini saptamak i¢in molekiiler ¢alismalar yapilmig ve pozitif bulunan

ornekler agaroz jel elektroforez yontemi ile goriintiileme yapilmistir. Calismada

kullanilan PZR reaksiyon mixi Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.4 PZR reaksiyon karigimi

10X Buffer (Thermo Scientific) 3ul
MgCl, (Thermo Scientific) 24l
DNTPs (Thermo Scientific) 0,5 pl
Primer Forwad (Thermo) 0,5 ul
Primer Reverse (Thermo) 0,5 ul
DNA Tag Polimeraz  (Thermo | 0,25 pul
Scientific)

Distile Su 18 ul
DNA 4,85 ul
Toplam 30 pl

3.5.4. PZR ile VIM Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda karbapenem direncinden sorumlu metallo beta

laktamaz enzimi olan VIM gen bdlgesinin belirlenmesi icin VIM R 5> TGC TAC
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TCA AGG ACT GAG CG 3’ ve F 5 ATT GGT CTA TTT GAC CGC GTC 3’
primerleri kullanildi, PZR calismasi sonucunda 380 bp biiyiikliigiinde PZR {iriinii
elde edilmistir. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.5'de

gosterilmistir.

Tablo 3.5 VIM gen bolgesi PZR protokolii

94°C 4 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

57°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 siklus
4°C 0

3.5.5. PZR ile NDM Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda NDM gen bolgesinin belirlenmesi i¢in R 5’
ATC ATG CTG GCC TTG GGG AA 3’ve F 5° CAA TAT TAT GCA CCC GGT
CG 3’ primerleri kullanild1 ve 726 bp biiyiikliigiinde PZR {iriinii elde edilmistir. PZR

calismasinda kullanilan sicaklik dongtileri Tablo 3.6’de gosterilmistir.

Tablo 3.6 NDM gen bolgesi PZR protokolii

94°C 4 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

55°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 siklus
4°C o0
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3.5.6. PZR ile IMP Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda karbapenem direncinden sorumlu metallo beta
laktamaz enzimi olan IMP gen bolgesinin belirlenebilmesi i¢in R 5> ATA ATT TGG
CGG ACT TTG GC 3’ve F 5 CAT GGT TTG GTG GTT CTT GT 3’ primerleri
kullanilmistir. IMP icin 448 bp biiyiikliigiinde PZR iiriinleri elde edilmistir. PZR

caligmasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo 3.7'de gosterilmistir.

Tablo 3.7 IMP gen bolgesi PZR protokolii

94°C 4 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

55°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 siklus
4°C ©

3.5.7. PZR ile KPC Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

K. pneumoniae ve E.coli izolatlarinda KPC gen bdlgesinin belirlenebilmesi i¢in R 5’
TAT TTT TCC GAG ATG GGT GAC 3°ve F 5° TGT CAC TGT ATC GCC GTC 3’
primerleri kullanilarak amplifikasyon iglemi gerceklestirilmis ve 331 bp
blyiikliiglinde PZR iirlinii elde edilmistir. PZR calismasinda kullanilan sicaklik
dongiileri Tablo 3.8da gosterilmistir.
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Tablo 3.8. KPC gen bélgesi PZR protokolii

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

52 °C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 siklus
4°C 0

3.5.8. PZR ile OXA-48 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda OXA gen bolgesinin belirlenmesi i¢in OXA-
48 R 5> GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 3’ ve F 5* TTG GTG GCA TCG

ATT ATC GG 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirilmis ve

744 bp biiyiikliginde PZR iriinii elde edilmistir. PZR c¢alismasinda kullanilan

sicaklik dongiileri Tablo 3.9°de gdsterilmistir.

Tablo 3.9. OXA-48 gen bolgesi PZR protokolii

94°C 4 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

55°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 siklus
4°C 0

3.5.9. PZR ile OXA-58 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda OXA gen bolgesinin belirlenmesi i¢in OXA-
58 R'5° CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC 3’ ve F 5’AAG TAT TGG GGC TTG
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TGC TG 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gergeklestirildi ve 599 bp
biyiikliigiinde PZR friinii elde edildi. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik
dongiileri Tablo 3.10°de gosterilmistir.

Tablo 3.10 OXA-58 gen bolgesi PZR protokolii

94°C 4 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika

55°C 1 dakika 35 siklus
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 siklus
4°C 0

3.5.10. Agaroz-Jel Elektroforez

PZR c¢aligmalar1 yapildiktan sonra elde edilen iriinler jel -elektroforezde
incelenmistir. Calisma i¢in % 10'luk agaroz jel kullanilmistir. % 10'luk jel
hazirlamak igin 5 gr agaroz tartilip 100 pul TAE buffer (tris-acetate-EDTA) ilave
edilmis ve mikrodalga firinda 2-3 dk kaynatilmistir. Biraz sogumasi beklenilmis ve
bu arada yatay jel elektroforez tablasina yiikleme kuyucuklarini olusturacak taraklar
diizenli bir sekilde yerlestirilmistir. Sogumus olan karisim igerisine 5 ul etidyum
bromite ilave edilmis ve bu karisim jel elektroforez tablasina yavasca kabarcik

olugmayacak sekilde dokiiliip katilasmas1 beklenmistir.

Katilasan jel icerisinden taraklar ¢ikarilmis ve jel, icerisinde 250 mL 1X TBE
(tris-borate-EDTA) tampon konulan elektoforez tankinin (Thermo minicell EC 320
Electrophoretic Gel System, ABD) igerisine yerlestirilmistir. Her bir 6rnek icin 3 pl
yiikkleme boyasint (DNA Loading ) parafilm iizerine damlattik ve ¢ogaltilmis olan
PZR iriinlerinden 5 pl alimip yilikleme solisyonu ile karistirilip jelin ikinci
kuyucugundan baslamak iizere kuyucuklara yiikleme yapilmistir. Jelin basindaki ve
sonundaki kuyucuklarina 5 pl merdiven (DNA Ladder) yiiklendikten sonra yiiriitme
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tankinin kapagi kapatilarak jel elektroforez 120 voltta 25-30 dk yiirGitiilmiistiir.
Yiritme isleminin ardindan jel transluminator cihazindaki (Herolab UVT-20M,
Almanya) uygun odaciga yerlestirilerek ultraviyole 151k altinda incelenmistir. PZR
sonucu olusan {irtinler, marker (ThermoScientific, 1kb ladder) ile karsilastirilarak
incelenmistir. Yaklasik olarak, 599 bp’lik bant OXA-58, 380 bp’lik bant VIM, 448
bp’lik bant IMP, 744 bp’lik bant OXA-48, 331 bp’lik bant KPC, 726 bp’lik bant

NDM gen bélgesinin varligini géstermistir.
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4. BULGULAR

Toplam 264 Enterobacteriaceae ailesinden 207 Klebsiella pneumoniae ve 57 E. coli
susu ¢alismamiza dahil edilmistir. izolatlarrmizin 150'si (% 56,8) erkek hastalardan,
114" (% 43,2) kadin hastalardan izole edilmistir. Izole edilen 6rneklerin % 65,5 i
yatan hastalardan, % 34,5'i poliklinige basvuran hastalardan alimustir. izolatlarin

kliniklere gore dagilimi sekil 1.1 gosterilmistir.

M Yeni Dogan

B Cerrahi Birimler

m Uroloji

B GOgus Hastaliklar

B Cocuk Hastaliklar

H Enfeksiyon Hastaliklari
H Fizik Tedavi

W Anestezi

Nefroloji

Sekil.1.1. Orneklerin kliniklere gore dagilimi

Suslarin izole edildigi 6rneklere bakildiginda % 47,3 idrar, % 11,7 yara, %
19,3 kan, % 10,6 trakeal aspirat, % 6,8 balgam, % 4,3 diger 6rnekler oldugu
gozlenmistir (Sekil 1.2).
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| idrar

M Yara

W Kan

M Trakeal aspirat
M Balgam

m Diger ornekler

Sekil 1.1. Suslarin izole edildigi 6rneklere gore dagilim

Klebsiella pneumoniae suslarmin % 431 ve E. coli suslarinin % 65'i idrar
orneklerinden elde edilmistir. Her iki bakterininde izole edildigi 6rnek ve kliniklere

gore dagilimi Tablo 3.11.'da gosterilmistir.
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Tablo 3.11. Bakteri tiirlerinin poliklinik/klinik ve izole edilen 6rneklere gore dagilimi

Gonderilen  klinik | E. coli K. pneumoniae
ornekler
TOPLAM

Poliklinik | Yatan Poliklinik | Yatan

hastasi hasta hastasi hasta
Idrar 25 12 45 44 126
Yara 4 5 7 17 33
Balgam - 5 1 13 19
Kan - 5 2 45 52
Trakeal Aspirat - 1 1 26 28
TOPLAM 29 28 56 151 264

K. pneumoniae suslarmin % 38,6'da, E. coli suslarinin % 21'de meropenem,
ertapenem ve imipenemden en az birine azalmis duyarlilik ya da direng gozlenmistir.
Calismamiza dahil ettigimiz tiim suslarda karbapenemlere direng oran1 % 43,1 olarak
belirlenmistir. Karbapenemlerden en az birine diren¢ ya da azalmis duyarlilik
saptanan toplam 114 izolatin (102 K. pneumoniae, 12 E. coli ) % 88,5'inde
karbapenemaz kodlayan gen bdolgelerinden en az biri saptanmistir. K. pneumoniae

izolatlarmin % 36,2'sinde, E. coli izolatlarinin % 87,7'sinde GSBL gozlenmistir.

Calismamiz i¢in kiiltiirii yapilmis olan 6rneklerin niikleik asit izolasyonu i¢in
distile su (Thermo scientific) kullanilmistir. Konvansiyonel PZR yontemi ile NDM,
VIM, KPC, OXA-48, OXA-58, IMP gen bolgeleri i¢in optimizasyon ¢alismalari
yapilmistir. Bu gen bdlgeleri i¢in en uygun baglanma sigakliklarini gradiyent
uygulamak sart1 ile optimize edilmis ve OXA-48 i¢in 55 °C, VIM i¢in 57 °C, NDM
icin 55 °C, OXA-58 i¢in 55 °C, IMP i¢in 55 °C, KPC i¢in 52 °C olmak iizere ilgili
primerlerin baglanabilmesi i¢in en uygun sicakliklar saptanmistir. Uygun baglanma
sicakliklar1 olusturulduktan sonra elde edilen tiim izolatlar PZR yontemi ile
amplifiye edilmis ve elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek

goriintiileme yapilmistir.
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PZR yontemi ile karbapenemaz gen varligi arastirilan toplam 264 susun %
26,8'de OXA-48 (63 K. pneumoniae, 5 E. coli ), % 4,9unda IMP (12 K.
pneumoniae), % 18,5'inde VIM (45 K. pneumoniae, 1 E. coli), % 10,2'de NDM-1 (27
K. pneumoniae ) geni saptanmistir. K. pneumoniae ve E. coli suslarinin higbirinde

KPC ve OXA-58 gen bolgelerinin varlig1 saptanmamistir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin 12'sinde IMP pozitif, 45'inde
VIM pozitif, 63'inde OXA-48 pozitif ve 27'sinde NDM-1 geni tespit edilmistir.
Karbapenem direngli bulunan 12 E. coli susunun sadece 5'inde OXA-48 geni
saptanmistir. K. pneumoniae izolatlarinin % 48'inde tek gen varligi gozlenirken, %
52'sinde iki ya da ii¢ gen varligi gozlenmistir. E. coli izolatlarinin % 33,3"inde tek

gen varlig1 gozlenmistir. ( Sekil 1.3.)
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Sekil 1.2. Izolatlarin ekspre ettikleri karbapenemaz genleri
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1000bp

500bp

N.K (-) OXA-58 P.K (+)

NDM (+) OXA-48(+)

VIM (+)

100bp

IMP (+)
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Tablo 3.12. Izolatlarin Vitek ve Genotipik yontemlere gére dagilimi

Sus no
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TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesi hem toplum hem de nozokomiyal kaynakli enfeksiyonlarin
(idrar yolu, intraabdominal, deriyumusak doku enfeksiyonlar1 ve pnomoni gibi) en
onemli etkenlerindendir. Enterobacteriaceae {iyeleri, antibiyotiklerin segici
baskisindan ve genetik madde aktarimindan dolayr ¢oklu direng 6zelligi
kazanmustirlar (Giilay, 2005). Antibiyotiklere kars1 direngli olmalar1 enfeksiyonlarin
tedavisinde yasanan en 6nemli sorunlardan biridir. Ozellikle beta laktam grubu
antibiyotiklere kars1 direncin yani sira karbapenem grubu antibiyotiklere de direncin
artmasiyla birlikte tedavide de sorunlar artmaktadir. Amerikan Ulusal Nozokomiyal
Enfeksiyon Siirveyans Sistemi (NNIS) verilerine gore Gram negatif bakterilerin
sebep oldugu hastane enfeksiyonu insidansinda artis oldugu gézlenmektedir. Gram
negatiflerin sebep oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarinin oran1 1975 yilinda % 67,8
iken 2003 yilinda bu oran % 73,6’ya yiikselmistir (Giir, 1997). NHSN 2009-2010
yillar1 arasindaki raporlara bakildiginda nozokomiyal kaynakli enfeksiyonlarda,
Gram negatif bakteriler arasinda en ¢ok izole edilen tiirlerin, Klebsiella spp. (% 8), E.
coli (% 11,5), Enterobacter spp. (% 4,7) oldugu goézlenmektedir (Sievert, 2013).

Hastane  kaynakli  enfeksiyonlarm  etkeni  olan  Gram  negatif
mikroorganizmalarin degerlendirildigi calismalarin birgogunda etkenlerin genellikle
yogun bakim iiniteleri, dahili ve cerrahi birimlerden gonderilen 6rneklerden izole
edildigi bildirilmektedir. Buna bagli olarak yapilan c¢alismalar incelendiginde;
Tikvesli ve ark. 2006-2007 tarihleri arasinda Denizli’de yapmis olduklar
calismalarinda 217 K.pneumoniae susunun, % 54,3t dahili ve % 45,7’si de cerrahi
servislerinden izole edilmistir (Tikvesli, 2009). Ozmen ve ark. 2003-2005 tarihleri
arasinda yapmis olduklari ¢aligmalarina 898 Gram negatif bakteriyi dahil edilmistir.
Bu suslarin % 41,1°1 cerrahi, % 58,9’u da dahili servislerinden elde edilmistir
(Ozmen, 2010). Duman ve ark. 2009'da yaptiklari ¢aligmada, kan kiiltiirlerinden elde
ettikleri 257 Gram negatif suslarinin % 67,2°si dahili, % 32,8’i de cerrahi

servislerinden izole etmiglerdir (Duman, 2011).
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Yapilmig olan bu ¢alismalara uyumlu olarak bizim ¢alismamizda
degerlendirmeye alinan 264 K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinin % 64'i cerrahi, %

36°s1 da dahili birimlerden gonderilen klinik materyallerden izole edilmistir.

Gram negatif bakterilerin izole edildigi 6rneklerin dagilimi ¢esitli ¢aligmalarda
farklilk gosterebilmektedir. Yapilan ¢alismalar1 inceledigimizde; Ozmen ve ark.
Diyarbakir'da yaptiklari c¢alismaya Klebsiella spp, E. coli, Enterobacter spp,
Acinetobacter spp, S. maltophilia ve P. aeruginosa izolatlarin1 dahil etmislerdir.
Calismaya dahil edilen izolatlarin % 31°1 idrar, % 30’u kan ve % 21’1 yara seklindeki
orneklerden izole ettiklerini bildirmislerdir (Ozmen, 2010). Kuzucu ve ark. yapmis
olduklar1 ¢alismada 278 E. coli ve Klebsiella spp. suslarmin % 74,9’u idrar, % 5,8’i
kan, % 9,5°1 yara, % 6,2’si steril viicut sivisi, % 3,6’s1 diger orneklerden izole
etmislerdir (Kuzucu, 2011). Giani ve ark. 2011 yilinda Italya’da yaptiklan
calismalarina 23 farkli sehirde 25 farkli mikrobiyoloji laboratuvarindan izole ettikleri
1346 Enterobacteriaceae suslarimi dahil etmislerdir. Bu suslarm % 16,2’°sini alt
solunum yolu, % 48,6’si1 idrar ve % 13,2’sini kan orneklerinden izole ettiklerini
bildirmislerdir (Giani, 2013). Dogantekin ve ark. yapmis olduklari ¢alismada 100
Gram negatif bakterilerin % 49’u idrar, % 23’1 kan, % 18’1 yara, % 7’si balgam, %
3’1 periton s1v1 gibi 6rneklerden izole edildigi bildirilmistir (Dogantekin, 2010).

Bizim ¢alismamizda bu verilerle uyumlu olarak izolatlarimizin % 47,3’ idrar,
% 11,7’si yara, % 19,3’1 kan, % 10,6’s1 trakeal aspirat, % 6,8’i balgam ve % 4,3"i
diger 6rneklerinden izole edilmistir. E. coli’nin iiriner sistem enfeksiyonlarinin % 80-
90’mindan sorumlu etken oldugu disiiniildiiginde bizim ¢alismamizda da
bakterilerin idrar Orneklerinden daha fazla oranda izole edilmesinin nedeni

olabilecegi diisiiniilebilir.

Enterobacteriaceae iiyelerinin sebep oldugu enfeksiyonlarda karbapenemler,
beta-laktamaz enzimlerine dayanikli olmalari, antibakteriyel spektrumlarinin
genigligi nedeniyle GSBL ireten Gram-negatif bakterilerin neden oldugu

enfeksiyonlarin ve sepsislerin tedavisinde ilk sirada tercih edilmektedir.
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Gegen yillar igerisinde GSBL artis1 beraberinde karbapenem kullaniminin da
artmasina sebep olmustur. Boylelikle bu ajanlara karsi direng gelisimi meydana
gelmis ve bu durum tedavide ciddi problemlere sebep olmustur. Karbapenem
antibiyotiklerin bir tiyesi olan ertapenem non-fermentatif bakterilere karsi sinirh
etkinlige sahiptir ve son yillarda tedavilerde kullanilmaya baslanan bir
karbapenemdir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde; Aral ve ark. K. pneumoniae’nin
Klinik ve poliklinik izolatlarinda toplamda % 24,7 oraninda direng saptarken, E.
coli'de ise % 0,3 ertapenem direnci tespit etmislerdir (Aral, 2011 ). Baroud ve ark. K.
pneumoniae’de % 2,4, E. coli’de % 1,1 oraninda ertapenem direnci bulmuslar, ayrica
bu izolatlar igerisinde 5 K. pneumoniae ve 3 E. coli izolatlarinin da ertapenem,
meropenem ve imipeneme direngli oldugunu belirtmislerdir (Baroud, 2013). Kuzucu
ve ark. 2007-2008 tarihleri arasinda yaptiklar1 ¢alismada E. coli’de % 0,8, K.
pneumoniae’de % 3,6 oraninda ertapenem direnci bildirmisler (Kuzucu, 2011). Eser
ve ark. 2005-2009 tarihleri arasinda yaptiklari c¢alismalarinda K. pneumoniae
suglarinda % 2,4 oraninda ertapenem direnci bulmuslardir (Eser, 2014). Bizim
calisgmamizda; K. pneumoniae'de % 64,7, E. coliide % 33,3 oraninda diger

calismalara oranla daha yiiksek ertapenem direnci tespit edilmistir.

Diger karbapenem iiyeleri olan imipenem ve meropeneme kars1 direng oranlari
degerlendirildiginde; Kuzucu ve ark. 2007-2008 yillar1 arasinda E. coli’de imipenem
ve meropenemde direng saptamamistir, K. pneumoniae’de ise % 3,6 oraninda direng
tespit etmislerdir (Kuzucu, 2011). Aral ve ark. 2008-2011 tarihleri arasinda yaptiklari
caligmalarina idrar orneklerinden elde ettikleri K. pneumoniae ve E. coli izolatlarini
calismaya dahil etmislerdir. Ancak K. pneumoniae izolatlarinin % 12,5'inde
karbapenem direnci saptarken, E. coli izolatlarinin hig¢birinde karbapenem direnci
saptamamiglardir (Aral, 2011). Baroud ve ark. 2008-2011 tarihleri arasinda
Amerikan Universitesi Beurit Tip Merkezinde yapmus olduklari ¢aligmalarina GSBL
tireten 2243 E. coli ve 572 K. pneumoniae izolatlarin1 dahil etmiglerdir. E. coli
suslarinin % 0,5’inde meropenem, % 0,3’tinde imipenem direnci bulurken, K.
pneumoniae suslarmin % 1,3’iinde imipenem, % 1,9’unda meropenem direnci
bulmuslardir (Baroud, 2013).
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Bizim c¢alismamizda ise; E. coli izolatlarinin % 41,6'sinda meropenem, %
16,6'sinda imipenem direnci saptanirken, K. pneumoniae izolatlarinin % 63,7'sinde
meropenem, % 67,6'sinda imipenem direnci saptanmustir. imipenem, meropenem ve
ertapenem antibiyotiklerine karst yapmis oldugumuz bu calismada yiiksek oranda
direng gozlenmesinin sebebinin, hastanemizde ampirik tedavilerde genelde bu

antibiyotiklerin kullanilmasiyla ilgili olabilecegini gostermektedir.

Tablo 3.13. Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz genlerinin dagilimu ile ilgili yapilan

calismalarin verileri

Kaynak Yil Yer Sus VIM% NDM %  OXA-48 IMP %  KPC % OXA-58
Sayisi % %
Calismamiz 2017 Afyon 264 18,5 10,2 26,8 49 - -
Bulut ve 2014 Afyon 237 8,9 0,4 11 4,7
ark.
Woodford 2012  Hindistan 55 54 - 38,1 1,8 14,5 -
ve ark.
Girlich ve 2013 Fransa 133 14,2 12,7 - 13,5 36,1
ark.
Alp ve ark. 2013 Kayseri 94 - 4,3 91,5 3,2 - -
Karatuna 2014 istanbul 190 0,7 16,7 74,3 - 0,7
ve ark.
Helvaci ve 2014 Ankara 2078 0,9 - 57,4 5,5 = =
ark.
Drev 2013 ingiltere 421 - 16,6 - - 12,5
Asik ve 2014 Afyon 22 27,2 - 100 18,1 - -
ark.
Tekin ve 2014 istanbul 43 - 2,3 16,3 - - -
ark. -
Dolye 2012 Amerika 142 133 19,1 9,8 8IS 34,5

Enterobacteriaceae ailesinde karbapenemleri hidrolize eden oksasilinazlar
(OXA) betalaktamazlar, MBL ve serin karbapenemazlardir. MBL’ler igerisinde en
baskin olan direng genlerinin IMP ve VIM oldugu bildirilmistir. Enterobacteriaceae
tiirlerinde en fazla VIM-1 direng geni bulundugu bildirilmistir (Hamanga, 2009; Ho,
2010; Tasova, 2011). VIM-1 enzimi ilk kez 1997 yilinda Italya’da bir P.
aeruginosa'da saptanmig ve kromozomal kaynakli oldugu bildirilmistir. VIM tipi
enzimler (VIM-1, VIM-2, VIM-7) P. aeruginosa'dan izole edilmis olmasina ragmen,

sonrasinda Enterobacteriaceae iiyelerinden de izole edilmislerdir.
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Woodford ve ark. 2012 yilinda yapmis oldugu calismada karbapenem direngli
olan 55 Enterobacteriaceae susundan, sadece 3 K. pneumoniae (% 5,4) susunda VIM
enzimini tespit etmislerdir. Helvact ve ark. Hacettepe Universitesi eriskin
hastanesinde 2004-2012 yillar1 arasinda yapmis oldugu ¢alismada kan kiiltiirlerinden
izole ettikleri 2078 Enterobacteriaceae iiyelerinden PZR ¢aligmasi yapilan 11 E. coli
susundan 7'sinde (% 63,6) ve 36 Klebsiella spp. susundan 28'inde (% 77)
karbapenemaz geni tespit edilmis ve Klebsiella spp.’lerin de % 0,9'unda VIM gen
bolgesi saptanmistir (Helvaci, 2014). Tekin ve ark. 2014 yilinda Istanbul'da yapmis
olduklar1 ¢aligmada karbapenem direngli 43 Enterobacteriaceae iiyesinin higbirinde
VIM gen bolgesine rastlanmamistir. Girlich ve ark. Fransa’da 2013 yilinda 133
Enterobacteriaceae izolati dahil ettikleri ¢alismada MBL’lara ait 19 izolatin %
14,2'sinde VIM gen bolgesine rastlamiglardir. Karatuna ve ark. 2011-2014 yillarinda
Istanbul’daki ¢aligmalarinda 190 izolatin 43’ii E. coli ve 147’si ise Klebsiella spp.
olarak belirlenmis, K. pneumoniae’ye ait sadece 1 (% 0,7) izolatta VIM gen bolgesi
bulunmustur. Bulut ve ark. 2013 yilinda yapmis olduklar1 c¢alismada 138’1 K.
pneumoniae, 52’si E. coli, izolatlarindan K. pneumoniae’ye ait 19 (% 13,8) izolatta
VIM gen bolgesi saptanmistir (Bulut, 2014). Asik ve ark. 2013-2014 yillar1 arasinda
yaptiklart ¢aligmada 22 Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin 6’sinda (%

13,6) VIM gen bolgesi saptamiglardir.

Bizim ¢alismamizda kullanilan 207 K. pneumoniae'nin 46 (% 22,2) izolatinda
ve 57 E. coli'nin sadece 1 (% 1,7) izolatinda VIM gen bdlgesi saptanmistir. Yapilan
caligmalarda ve bu c¢aligmalara uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da
Enterobacteriaceae iiyelerinde goriilen MBL enzimlerinden VIM gen bolgesinin IMP

ve NDM gen bolgelerine oranla daha yiiksek degerlerde bulunmustur.

NDM-1geni ilk kez 2008 yilinda Yeni Delhi'de bir hastanede yatan hastanin
Isveg'e transfer edilmesi ile bu hastadan izole edilen K. pneumoniae ve E. coli
suslarindan saptanmistir. Drew ve ark. 2013 yilinda Ingiltere’de yapmis olduklari
calismada 17 K. pneumoniae susundan sadece 4'linde NDM-1 gen bolgesi

saptmiglardir.
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Helvac1 ve ark. Hacettepe Universitesi erigkin hastanesinde 2004-2012 yillar1
arasinda yapmis olduklart ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 2078
Enterobacteriaceae tiyelerinin hi¢birinde NDM gen bolgesi saptanmamuistir (Helvaci,
2014). Dolye ve ark. 2012 yilinda Amerika’da yapmis olduklar1 ¢alismada 142
Enterobacteriaceae izolatlarinin % 19,1’inde NDM-1 geni tespit etmislerdir. Bulut ve
ark. 2013 yilinda Afyon'da yapmis olduklar1 ¢alismasinda 138 K. pneumoniae
izolatinin sadece 1'inde NDM-1geni saptamistir (Bulut, 2014). Karatuna ve ark.
2011-2014 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada 190 K. pneumoniae ve E. coli
izolatlarin 24’{inde (% 16,7) NDM-1 geni tespit etmislerdir. Alp ve ark. 2010-2011
yilinda Kayseri’de yapmis olduklar1 calismada 94 karbapenem direngli K.
pneumoniae izolatinin 4'tinde NDM-1 geni, sadece 1'inde de hem OXA-48 hem de
NDM-1 geni saptamuslardir (Alp, 2013). Asik ve ark. 2013-2014 tarihlerinde
Afyon’da yaptiklar1 calismada 22 karbapenem direngli K. pneumoniae izolatinin
higbirinde NDM-1 gen bolgesi tespit edilmemistir (Asik, 2014). Tekin ve ark. 2014
yilinda Istanbul'da yapmis olduklari ¢alismada karbapenem direngli 43

Enterobacteriaceae iiyelerinden % 2,3'inde NDM gen bolgesi saptanmustir.

Bizim calismamizda 207 K. pneumoniae suslarinin 27'sinde (% 10,2) NDM-1
geni saptanmustir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda goriildiigii gibi heniiz NDM-1
geni ¢ok yaygin olmasada, NDM-1 plazmid ile kodlanan bir enzim olmast diger
taraftan farkli {ilkeler arasi insan seyehatlerinin giderek artmasi bu direncinde
tilkemizdeki bakteriler arasinda yayilma riskini artiracak ve ciddi sorunlarin

olugsmasina yol agabilecektir.

Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve diger Gram negatif nonfermentatif
bakterilerden izole edilen ilk metallo-betalaktamazlardan IMP tipi enzimlerdir. ilk
IMP geni 1991'de Japonya’da S. marcescens tiirlinde bulunmustur (Lynch, 2013).
Woodford ve ark. 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 55 karbapenem direngli
Enterobacteriaceae suslarindan K. pneumoniae'ye ait izolatlarin % 12,7'sinde ve E.
coli'ye ait izolatlarin % 1,8'inde IMP geni tespit etmislerdir (Woodfor, 2012).
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Girlich ve ark. 2013 yilinda Fransa’da yapmis olduklari ¢alismada 133
Enterobacteriaceae suslarinin 54'tinde MBL'ler saptamislar, bu suslarin % 12,7’sinde
de IMP tiirii MBL oldugunu bildirmislerdir (Girlich, 2013). Ulkemizdeki sporadik
vakalarda en ¢ok bu enzimlerden bahsedilmistir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde;
Helvaci ve ark. Hacettepe Universitesi eriskin hastanesinde 2004-2012 yillart
arasinda kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 2078 Enterobacteriaceae tiirlerinden PZR
calismasi yapilan 11 E. coli izolatinin 7'sinde (% 63.6) ve 36 Klebsiella spp.
izolatinin 28'inde (% 77) karbapenemaz geni saptanmistir. Klebsiella spp. ait
izolatinda % 5,5'inde IMP gen bolgesi tespit edilmistir. Alp ve ark. 2013 yilinda
Kayseri’de yapmis olduklar1 ¢alismada 94 karbapenem direncli K. pneumoniae
suslarinin, 3'tinde (% 3,2) IMP geni tespit etmislerdir (Alp, 2013). Bulut ve ark. 2013
yilinda Afyon'da yapmis olduklar1 calismada MBL geni saptadigi 33 susunun 11'inde
(% 4,7) IMP tiri MBL oldugunu bildirmistir (Bulut, 2014). Tekin ve ark. 2014
yilinda Istanbul'da yapmis olduklar1 calismada karbapenem direncli 43
Enterobacteriaceae iiyesinin higbirinde IMP gen bolgesi saptanmamistir. Asik ve ark.
2013-2014 yillarinda Afyon’da yapmis olduklar1 calismada 22 karbapenem direncli
K. pneumoniae izolatinin 4'tinde MBL’lara ait IMP gen bolgesi tespit edilmistir
(Asik, 2014). Karatuna ve ark. 2011-2014 tarihleri arasinda istanbul’da yapmis
olduklar1 ¢alismada 190 Enterobacteriaceae iiyelerinin hi¢birinde IMP gen bolgesi
tespit edilmemistir (Karatuna, 2014). Bizim ¢alismamizda 207 K. pneumoniae
izolatin 102'sinde MBL karbapenemaz geni tespit edilmistir. Bu suslarinda 12'si (%
4,9) IMP tiirti MBL oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmalar ile uyumlu olarak
IMP geninin VIM geninden daha diisiik oranda goriildiigii bildirilmistir.

OXA beta-laktamazlardan OXA-48 iilkemizden en fazla K. pneumoniae ve
daha az oranda da E. coli’de bulundugu bildirilmistir (Carrer, 2008). OXA-48 ilk kez
2001 yilinda Tirkiye’de K. pneumoniae suslarindan izole edilen bir susta
bulunmustur (Canton, 2012). Woodford ve ark. Health Protection Agency’s
Antibiotic Resistance Monitoring and Referance Laboratory (ARML) tarafindan
yapilan c¢alimada 55 karbapenem direngli Enterobacteriaceae suslarindan K.
pneumoniae'ye ait olan izolatlarin 10'unda, E. coli'ye ait olan izolatlarin 11'inde
OXA-48 gen bolgesi tespit edilmistir (Woodfor, 2012).
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Bigmen ve ark. 2012 yilinda yaptiklar1 c¢alismada Enterobacteriaceae
tiyelerinde karbapenem direncli 197 izolatin % 93,4’tinde OXA-48 gen bolgesi tespit
edilmis ve bu izolatlarin 161'i K. pneumoniae, 5'i de E. coli oldugu bildirilmistir.
Bulut ve ark. 2013 yilinda Afyonda yapmis olduklar1 ¢alismada 138 K. pneumoniae
susunun 21'inde, 52 E. coli susunun da sadece 2'sinde OXA-48 geni saptanmistir
(Bulut, 2014). Helvac1 ve ark. Hacettepe Universitesi eriskin hastanesinde 2004-2012
yillar1 arasinda yapmis olduklar1 ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 2078
Enterobacteriaceae iiyelerinden PZR ¢alismasi yapilan 11 E. coli susundan 7'sinde
(% 63.6) ve 36 Klebsiella spp. susundan 28'inde (% 77) karbapenemaz geni
saptamistir. Klebsiella spp. izolatlarinin 22’sinde OXA-48, bir izolatta OXA-48 ve
VIM es zamanli pozitif oldugu tespit edilmistir. E. coli izolatlarininda 5’inde OXA-
48, 2’sinde ise OXA-48 ve VIM es zamanl pozitif oldugu tespit edilmistir. Tekin ve
ark. 2014 yilinda Istanbul'da yapmis olduklar1 ¢alismada karbapenem direngli 43
Enterobacteriaceae iiyesinin % 16,3'inde OXA-48 gen bolgesi saptanmistir. Asik ve
ark. 2012 yilinda Afyon’da yapmis olduklar1 ¢alismada 118 K. pneumoniae’ye ait
suslarin 22'sinde (% 18,6) OXA-48 gen bolgesi tespit edilmistir (Asik, 2012). Alp ve
ark. 2010-2011°de Kayseri’de yapmis olduklar1 ¢alismada 94 karbapenem direngli K.
pneumoniae izolatinin 86’sinda (% 91,5) OXA-48 geni saptamislardir. Karatuna ve
ark. 2011-2014 yillar1 arasinda Istanbul’da yapmis olduklar1 ¢alismada 190 K.
pneumoniae ve E. coli susunun 107'sinde (% 74,3) OXA-48 gen bolgesi tespit
edilmistir ( Karatuna, 2014). Bizim c¢alismamizda 207 K. pneumoniae susunun
65'inde, 57 E. coli susunun 5'inde OXA-48 gen bdlgesi tespit edilmistir. Son yillarda
yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde karbapenemaz {ireten izolatlarin sebep
oldugu enfeksiyonlarda 6nemli Olclide artis oldugu gozlemlenmistir. Bu artisin
sebebi Ozelliklede OXA-48'in toplum kaynakli yayilmalara bagli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Plazmid kokenli karbapenemazlardan biri de KPC genidir. Bu gen ilk kez 1996
yilinda ABD’de bildirilmistir (Yigit, 2001; Woodfor, 2003). Woodford ve ark. 2010
yilinda ARMRL tarafindan yapilan ¢aligmalarda kullanilan 55 karbapenem direncli
izolatin 8’inde (% 14,5) KPC geni tespit edilmistir ( Woodfor, 2012).
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Fontana ve ark. 2009 yilinda italya’da bir iiniversite hastanesinde yapmus
olduklar1 ¢alismada 2 K. pneumoniae susunda KPC geni tespit edilmistir (Fontana,
2010). Karatuna ve ark. 2011-2014 yillar1 arasinda Istanbul’da yaptiklar1 ¢alismada
190 Enterobacteriaceae susundan sadece 1l'inde (% 0,7) KPC geni saptamislar
(2014). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; Bulut ve ark. 2013 yilinda Afyon'da yapmis
olduklar ¢alismada 237 Enterobacteriaceae iiyesinin karbapenem direncli olan 114
suslarin higbirinde KPC gen bolgesi tespit edilmemistir (Bulut, 2014). Helvaci ve
ark. Hacettepe Universitesi eriskin hastanesinde 2004-2012 yillar1 arasinda yapmis
olduklar1 ¢aligmada, kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 2078 Enterobacteriaceae
tiyelerinin hi¢birinde KPC gen bdolgesi tespit edilmemistir. Tekin ve ark. 2014 yilinda
Istanbul'da yapmus olduklar1 ¢alismada karbapenem direncli 43 Enterobacteriaceae
tiyesinin hi¢birinde KPC gen bdlgesi saptanmamustir. Ciftci ve ark. 2011-2012 yillar
arasinda Sakarya Universitesi Hastanesi’nde yapmis olduklar1 ¢alismada 273 K.
pneumoniae izolatmin karbapenem direngli olan izolatta KPC gen bolgesi
saptanmamistir. Asik ve ark. 2013-2014’de Afyon’da yaptiklar1 g¢alismada 22
karbapenem direngli K. pneumoniae izolati1 tespit edilmistir, fakat bu izolatlarin
hicbirinde KPC gen bdlgesi tespit edilmemistir. Bizim c¢alismamizda 264
Enterobacteriaceae izolatlarinin higbirinde KPC gen bdlgesi saptanmamustir.
Avrupada 6nemli 6l¢iide yaygin olmasina karsin giiniimiize kadar iilkemizde 2014
yilinda istanbulda yapilmig olan caligmada Bursa kaynakli olan K. pneumoniae
izolatinda tespit edilmistir. Ayrica DNA dizileme yontemi ile KPC-2 gen bdlgesine
uyumlu oldugu bildirilmistir. OXA-58 geni ilk kez Fransa’da A. baumannii susunda
tespit edilmistir (Poirel, 2005). OXA-58 geni Fransa, Ingiltere, Arjantin, Ispanya,
Tiirkiye, Romanya, Yunanistan, Avusturya gibi farkli cografik bolgelerden rapor
edilmistir. (Ozdemir, 2011). Yazict ve ark. 2011 yilinda iilkemizde yapmis olduklari
bir ¢alismada 32 Klebsiella suslarindan dordiinde karbapenem direnci saptamislar, bu
suglarinda sadece birinde OXA-58-like, OXA-48like, OXA-51-like gen bolgeleri
tespit edilmistir (2014). Tablo 3.13.'de gostermis oldugumuz caligmalarin hicbirinde
OXA-58 gen bolgesi saptanmamistir. Bizim ¢aligmamizda da 264 Enterobacteriaceae

suslarinin higbirinde OXA-58 gen bdlgesi saptanmamustir.
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Enterobacteriaceae ailesinde OXA-58 gen bdlgesinin belirlenmesi yoniinde
yapilan calismalar olduk¢a az sayidadir. Fakat yapilan calismalar degerlendirilmeye
alindiginda ise OXA-58 gen boélgesinin arttk sadece A.baumannii tiirlerinde

goriilmediginin kanit1 olabilmektedir.

Yapmis oldugumuz c¢alisma sonucunda; 264 Enterobacteriaceae izolatlarinin
114'tinde (% 43,1) karbapenem direnci saptanmistir. Bu suslarinda 101'inde (% 88,5)
karbapenemaz geni tespit edilmistir. Karbapenemaz direnci saptanmis ancak
herhangi bir diren¢ gen varligina rastlanamayan 13 susta karbapenem direncinden
sorumlu mekanizmadaki porin kaybmin yani sira GSBL ya da yiiksek diizeyde

AmpC varligindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak-Aralik 2017 tarihleri arasinda ¢esitli kliniklerden
gonderilen materyallerden izole edilen 207 K. pneumoniae, 57 E. coli, izolatinda
otomatize sistemler (Vitek 2, BioMerieux, USA) ve genotipik yoOntemlerle
karbapenem direnci ve bu direngten sorumlu karbapenemaz enzimleri arastirilmistir.

Yapilan bu ¢calismada asagidaki sonuclar elde edilmistir.

1. Calismamizda Enterobacteriaceae iiyesi izolatlar en sik anestezi yogun
bakim boliimii basta olmak {izere cerrahi birimlerden (% 64), ve idrar 6rneklerinden

(% 47,3) izole edilmistir.

2. Otomatize sistem (Vitek 2) kullanilarak yapilan ¢aligmaya dahil edilen 207
K. pneumoniae suslarinin % 38,6' sinda, 57 E. coli suslarinin % 21'inde meropenem,
ertapenem veya imipenemden en az birine diren¢ ya da azalmis duyarlilik
saptanmistir. Suslarin tamaminda karbapenemlere direng oran1 % 43,1 olarak tespit

edilmistir.

3. Genotipik olarak suslarda karbapenemaz enzimlerinde NDM, VIM, IMP,
OXA-48, KPC, OXA-58 tipi karbapenemazlar1 kodlayan gen bolgeleri molekiiler
yontemlerle aragtirilmistir. Calismaya dahil edilen izolatlarin hi¢birinde OXA-58 ve
KPC gen bolgesinin varligi saptanmamistir. Suslarin % 10,2°sinin NDM-1, %
18,5’inin VIM, % 4,9’unun IMP, % 26,8’inin OXA-48 geni oldugu saptanmistir.

4. Karbapenem direnci o6zellikle yogun bakim {initelerinde biiyiikk onem
kazanmistir. Diren¢ yayiliminin engellenebilmesi i¢in enfeksiyon hastaliklarina
yonelik kontrol 6nlemlerinin alinmasi, antibiyotik duyarlilik testi sonucuna gore
primer ilaglarla tedaviye baslanmasi, ampirik tedaviye bolgesel ya da ulusal

siirveyans verilerine gore karar verilmesi ve diren¢ gelisimi agisindan tedavi
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slirecinin antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarinin takip edilmesi ve sonuglara gore

onemli tedbirler alinmas1 gerekmektedir.

5. Antibiyotiklere olan diren¢ durumlar1 belirlenmeli boylece antibiyotiklerin
daha etkili ve dogru sekilde segilmesi saglanabilecektir. Bu sayede dogru planlanmis
tedavi ile siire¢ azaltilmig olacak ve ayni zamanda da ekonomik kaybin Oniine

gecilmis olacaktir.

6. Dogru karbapenemin gercek endikasyonda, uygun karbapenem se¢imi,
dogru dozaj ve siirede, dogru uygulama sekli ile optimizasyonu saglanmali ve ayni
zamanda gereksiz kullaniminin sinirlandirilmast tartisilmali, aksi takdirde direng

sorununun yayilmasi kaginilmaz bir sonu¢ doguracaktir.

7. Kullanilmakta olan antibiyotiklerin diren¢ sorunu nedeniyle etkisinin
azaldigimmin, direngli bakterilere yonelik etkili yeni antimikrobiyal gelistirme
cabalarinin sonugsuz kaldigi giinlimiiz diinyasinda, global bir sorun haline gelen
karbapenem direncinin oniine gegilebilmesi i¢in direngten sorumlu mekanizmalarin
daha 1iyi anlagilmasi gerekmektedir. Bu nedenle diren¢ mekanizmalarin
aydinlatmaya yonelik daha kapsamli ve daha fazla calismaya ihtiya¢c oldugu

distiniilmektedir.
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OZET

Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Karbapenem
Direnci ve Direncten Sorumlu Enzimlerin Arastirilmasi

Karbapenemler ¢oklu ila¢ direncine sahip Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ©Onemli bir yere sahiptirler. Fakat giliniimiizde
karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte karbapenemlerin
de antimikrobiyal etkinliklerinin de azalmasina sebep olmustur. Karbapenemazlar en
giicli hidrolitik aktiviteye sahip bete-laktamazlardir. Enterobacteriaceae ailesi igin
karbapenem direncinden en stk OXA-48, OXA-58, KPC karbapenemazlar1 ve IMP,
NDM, VIM gibi beta-laktamazlarin sorumlu tutuldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada
enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen 2 Enterobacteriaceae iiyesinde
karbapenemaz gen bolgelerinin arastirilmast amaglanmaistir.

Calisma Ocak-Aralik 2017 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe Universitesi
Hastanesi’nde gergeklestirilmistir. Calisma siiresince, ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen, 207 Klebsiella pneumoniae, 57 Escherichia coli olmak iizere
Enterobacteriaceae iiyesi toplam 264 ait sus ¢alismaya dahil edilmistir.
Karbapenemlerden herhangi birine direng ya da azalmis duyarlilik gosteren klinik
izolatlarinda sorumlu gen bolgeleri arastirilmistir. Bakteri tanimlanmasi ve
antibiyotik testleri, geleneksel yontemler ve otomatize sistemler (Vitek 2,
BioMerieux, USA) gergeklestirilmistir. IMP, NDM, OXA-58, OXA-48, KPC ve
VIM, karbapenemazlarini kodlayan gen bolgeleri Polimeraz zincir reaksiyon yontemi
(PZR) kullanilarak arastirilmasi yapilmistir. Suslarin ¢ogu Anestezi yogun bakim
initesi basta olmak iizere cerrahi tip birimlerinde yatarak tedavi goren hastalardan
(% 65,5) ve idrar (% 47,3), kan (% 19,3), yara (% 11,7), trakeal aspirat (% 10,6),
balgam (% 6,8) ve diger ornekler (% 4,3) olmak iizere izole edilmislerdir. izolatlarin
% 43'inde (102 K. pneumoniae, 12 E. coli) imipenem, ertapenem ve meropenemden
en az birine diren¢ veya azalmis duyarlilik tespit edilmistir. Karbapenem direngli
izolatlarin % 88’inde, karbapenemaz kodlayan gen bolgelerinden en az birinin varlig
saptanmistir. Karbapenemaz kodlayan genlerden en stk OXA-48 gozlenmistir (63 K.
pneumoniae, 5 E. coli). Bunu takip eden diger genler IMP (12 K. pneumoniae) ve
VIM (45 K. pneumoniae), NDM-1 (27 K. pneumoniae) seklinde belirlenmistir. 264
Enterobacteriaceae Suslarinin higbirinde KPC ve OXA-58 genleri saptanmamustir.
Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae iiyelerinin diinya ¢apindaki yayilimi, bu
suslarla olusan enfeksiyonlarda tedavi seceneklerinin olduk¢a sinirli olmasi
nedeniyle evrensel boyutta Onemli bir saglik sorununu olusturmaktadir. Bu
¢alismanin sonuglarina bakildiginda karbapenem direncinin 6zellikle K. pneumoniae
suslarinda daha yiiksek oldugu ve karbapenem direncinden sorumlu primer enzimin
OXA-48 oldugu fakat metallo-beta-laktamazlarinda olduk¢a sik saptandigini
gostermektedir.

Anahtar  Kelimeler: Enterobacteriaceae,  direng. karbapenemler,
karbapenemaz.
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SUMMARY

Investigation of Carbapenem Resistance and Responsible Enzymes in

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae Isolates

Carbapenems have an important role in thetreatment of infections caused by Gram-
negative bacteria with multiple drug resistance. However, with the emergence of
enzymes that hydrolyze carbapenems cause decrease of the antimicrobial activity of
carbapenems recently. Carbapenemases are beta-lactamases with the strongest
hydrolytic activity. For the Enterobacteriaceae family carbapenemases like OXA-48,
OXA-58, KPC and beta-lactamases such as IMP, NDM, VIM are mostly responsible
for carbapenem resistance. In the study, it was aimed to investigate the
carbapenemase gene regions of two the most frequently isolated infection agent of
Enterobacteriaceae family.

The study was carried out between January and December 2017 at Afyon
Kocatepe University Hospital. During the study period, 264 Enterobacteriaceae
strains including 207 Klebsiella pneumoniae and 57 Escherichia coli which were
isolated from various clinical specimens included in the study. Genetic regions of
clinical isolates responsible showing resistance or reduced susceptibility to any of the
carbapenems have been investigated.

Bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing was carried out
with conventional and otomated systems (Vitek 2, bioMerieux, USA). Gene regions
coding for carbapenemases such as IMP, NDM, OXA-58, OXA-48, KPC and VIM
have been investigated using the polymerase chain reaction method (PCR). Most of
the strains isolated from anesthesi aintensive care unit and hospitalised surgical
medicine unit patient and sample like urine (47,3 %), blood (19,3 %), wound (11,7
%), tracheal aspirate (10,6 %), sputum (6,8 %) and other samples (4,3%). In 43 % of
isolates (102 K. pneumoniae, 12 E. coli) were detected at least one resistance or
decreased susceptibility from imipenem, ertapenem and meropenem. In 88 % of
carbapenem resistant isolates, the presence of at least one of the genes encoding
carbapenemase was detected. OXA-48 was most frequently observed in
carbapenemase-encoding genes (63 K. pneumoniae, 5 E. coli). Other following genes
were identified as IMP (12 K. pneumoniae) and VIM (45 K. pneumoniae), NDM-1
(27 K. pneumoniae). No KPC and OXA-58 genes were detected in any of the 264
Enterobacteriaceae strains. The global spread of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae constitutes an important health problem on a universal scale due
to the very limited treatment options available for infections with these strains. The
results of this study show that carbapenem resistance is higher in K. Pneumoniae
strains and that the primary enzyme responsible for carbapenem resistance is OXA-
48 but is found frequently in metallo-beta-lactamases.

Keywords: Enterobacteriaceae, resistance, Carbapenems, carbapenemase.
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