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OZET

Klinik Orneklerden Izole Edilen Karbapenem Direngli Gram Olumsuz
Basillerde Karbapenem Direncinin Molekuler Analizi

Gram negatif basillerde goérulen karbapenem direnci tim dinyada ve
tlkemizde uzun wyillardir siiren bakteriyel direng probleminin son basamagidir.
Tedavide klinisyenlerin ¢ogu zaman caresiz kaldig1 karbapenem direngli gram
negatif basil infeksiyonlarinda uzun vadede basariya ulasmanmin tek yolu
mikrobiyolojik yontemlerle mekanizma ve epidemiyolojiyi aydinlatacak ¢cahsmalar
yapmaktir. Ulkemizde bu konuda yapilan arastirmalar ¢cok simrh ve genis bir
surveyans ¢alismast mevcut degildir.

Bu cahsmada cesitli Kklinik infeksiyonlardan izole edilen karbapeneme
direncli oldugu belirlenem gram negatif bakterilerin fenotipik yontemlerle cesitli
antibiyotiklere karsi duyarhhklarimin belirlenmesi ve genotipik yontemlerle
dirence yol acan enzimlerin belirlenerek epidemiyolojik veriler sunulmasi
amaclanmstir.

Cahsma sonunda; karbapenem direncgli gram negatif bakteri
infeksiyonlarinda givenle kullanmilabilecek tek antibiyotigin kolistin oldugu, diger
antibiyotiklere kars1 %50-100 oraminda diren¢ oldugu gorulmustur. Karbapenem
direncinin genotipik olarak analiz edilmesinden sonra tum tirlerde en baskin
karbapenemaz genlerinin OXA-48 ve OXA-58 oldugu, non-fermenterler turlerde
GES ve PER genlerinin ayrnica Enterobacteriaceae tirlerinde ise IMP, VIM ve
NDM tipi genlerin karbapenem direncinden sorumlu karbapenemaz enzimleri
oldugu belirlenmistir.izolatlarin 9%026.7"sinde ise direncin karbapenemazlar
disinda kalan G.S.B.L. enzimlerinden kaynaklandig belirlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Karbapenem, Karbapenemaz, CLSI, Dizi Analizi
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ABSTRACT

Molecular analysis of Carbapenem Resistance in carbapenem resistant
Gram negative Bacilli Isolated From Clinical Samples

Carbapenem resistance in Gram-negative bacilli seen all over the World
and in our country is the last step of the long standing problem of bacterial
resistance. The only way to achieve success in the long run in treatment of Gram-
negative bacilli infections which clinicians often remain helpless is is to make
studies with microbiological methods to illuminate the mechanisms and
epidemiology. In our country, research done on this subject is very limited and a
surveillance study of wide range is not available.

In this study, it is aimed to determine the susceptibilities to various
antibiotics with phenotypical methods and to present epidemiological data by
determining the enzymes associated with resistance by using genotypical methods
in carbapenem-resistant gram-negative bacteria isolated from a variety of clinical
infections.

At the end of the study; it was seen that the only reliable antibiotic in
infections caused by carbapenem resistant gram negative bacilli is colistin. After
analysing the carbapenem resistance genotypically it is determined that, the most
dominant carbapenemase genes among entire species are OXA-48 and OXA-58,
GES and PER in non-fermenter species also IMP, VIM and NDM type genes are
found to be responsible from carbapenem resistance in Enterobacteriaceae. In
26.7% of the isolates it is determined that the resistance arises from E.S.B.L.’s out
of carbapenemases.

KeyWords: Carbapenem, Carbapenemase, CLSI, DNA Sequencing
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1. GIRIS

Antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi ve profilaksisinde kullanilan,
Klinik tip acidan biyuk tasiyan kemoterapotiklerdir. Antibiyotiklerin klinik kullanima
girmesi ile enfeksiyon hastaliklarin mortalite ve morbidite oranlari dramatik olarak
dusmistir. Ancak antibiyotiklerin  kesfiyle neredeyse es zamanh olarak,
mikroorganizmalarda bu mucize molekdllere kars: gorulen disuk oranlardaki direncin
zaman igerisinde bu ilaglarin irrasyonel kullanima bagli olarak global bir direng
problemine dénusebilecegi, gunimizde toksisite sinirlarinda kullanim zorunlulugu
yasanan antibiyotiklerin bir stre sonra enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde etkisini
tamamen kaybedebilecegi ve belkide insanligin antibiyotik 6ncesi dénemle yeniden
donebilecegi gercegi biraz gec fark edilmistir.

Bu yeni tehdit algisinin Klinikte tedavicevapsizliklarina dénlsmesi korkusunun
geciktirilmesi veya 6nlenmesi amaci ile ilk ¢6zim olarak yeni, daha genis spektrumlu,
farmakokinetik ve farmakodinamik &zellikleri guclendirilmis semi-sentetik veya
sentetik yeni molekdllerin gelistirilmesi distnilmastar. Bu dustncenin ilk yansimalari
1960’1 yillarda basta makrolidler, aminoglikozidler ve kinolon grubu antibiyotikler
olmak Uzere ¢ok sayida yeni molekul veya derivatlarinin kesfi veya retilmesine sebep
olmustur. Ancak mikroorganizmalarin enfeksiyon hastaliklarla iliskisinin kesfedildigi
ik yillarda bu canli tlrlinln higte hafife alinmamas: gerektigi dustinen beyinlerce fark
edilmis, Luis Pasteur “Son sozu her zaman mikroorganizmalar sdyleyecektir” veciz
s0zu ile bu ilkel canli tirQ ile mucadelenin ¢cok kolay olmayacagini ima etmis, penisilini
klinik kullanima sunan Alexander Fleming (1945) ise Nobel odullnd alirken yaptig
konusmasinda, laboratuvar ortaminda kendilerini 6ldurmeye yetmeyen dozlarda
penisiline belirli bir stire maruz kalan mikroorganizmalarin bu molekdle karsi direng
kazanacaklarint ve ayn direncin vicutta da gecerli olacagin1 sdylemistir. Nitekim
mikroorganizmalar ¢ok uzun zaman dilimi icerisinde ciddi ve yogun calismalar sonucu
laboratuardan klinik kullanima tasinan yeni molekillere karsida kisa siirede direng
gelistirerek “yeni daha genis spektrumlu antibiyotikler yaratmak” distincesinin direncin
ustesinden gelmeye yetmeyecegini ortaya koymustur. Nitekim 2000’li yillarda Uretilen

yeni molekil sayis1 19901 yillarda dretilenlerden ¢ok daha az sayida gerceklesirken



Klinik 6rneklerden izole edilen ¢oklu ilag direnci gosteren basta asinetobakterler olmak
Uzere gram negatif comaklar ile VRE gibi gram pozitif koklarin insidansinda énemli
artilar kaydedilmistir. Baslangicta irrasyonel antibiyotik kullaniminin goéraldigu,
kurumsallasmis antibiyotik politikalar1 ve denetim mekanizmalari olusturamayan
ulkelerde ortaya cikan bu yeni direncli mikroorganizma epidemisi, is, turizm veya
zorunlu gogler ile yasanan insan hareketleri ile globallesip pandemi haline donismds,
bu yeni tehtid karsisinda ortak tavir alinmasi zorunlulugu dogmustur. Bu sebeple
Diinya Saghk Orgiuti (DSO) Genel Kurulu 1998 yilinda tiye Ulkelerin antibiyotik
direncine karsi harekete gecmesi kararini almis; 2001 yilinda antibiyotik direncinin
kontrol altina alinmasina yonelik DSO Global Strateji’si yayinlanmistir. DSO Genel
Kurulu'nun 2005 yili raporlarinda, antibiyotik direncini sinirlama konusunda
kaydedilen ilerlemenin beklenenin altinda kaldigina dikkat cekilerek, tedarikci ve
tuketiciler akilc: antibiyotik kullantmina gagirmistir. Son olarak DSO halk saghgina
yonelik tehdidin 6nemine dikkat ¢ekmek igin, 2011 Dinya Saghk Gulnunin temasini
antibiyotik direnci olarak belirlemis ve diren¢ gelisimini durdurmak igin tim diinyayi
bu konuda diisinmeye, harekete gecmeye ve sorumluluk almaya ¢agirmistir.

Bu baglamda, ulusal dizenlemeler ve siirveyans ¢alismalari, diinya genelinde
antibiyotik direncinin kontrol altina alinmas: c¢abalarinda kilit rol oynayacagi, ancak
basari i¢in bitun ulusal ve uluslararas: antibiyotik kullanimi kontrol programlarinin ayni
ciddiyet icerisinde calismalarinin gerekliligine vurgu yapilmistir. Bu cercevedesadece
beseri tebabette degil, veteriner hekimlik, tarim ve besicilik ile tekstil sektorunu de
kapsayacak sekilde antibiyotik kullanimini rasyonelize edecek ortakkontrol
programlarin hazirlanmasini, programa uyumun denetlenmesi, direncli suslarin
epidemiyolojik o6zellikleri ve direncin mekanizmalar: tespit edilerek gerekli hallerde
kisith antibiyotik kullaniminin  saglanmasi, bu amacla denetim ve laboratuvar
kapasitelerinin artirilmasi, temel ve etkisi ispatlanmis ilaclara kesintisiz erisimin
saglanmasi, halkin antibiyotik kullanim: konusunda bilinglendirilmesi, uygun hasta
bakimiyla birlikte antibiyotiklerin akilct kullanimlarinin  diizenlenmesi, tedavi
hizmetlerinin yan1 sira enfeksiyon hastaliklarinin énlenmesi ve kontrol altina alinmas:
cabalarinin daha etkili hale getirilmesi ve nihayet yeni ilaglarin gelistirilmesine yonelik

AR-GE ¢alismalarinin strdurilmesi, basarinin temel stratejisini olusturmaktadir.



Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi, hedef antibiyotigin bilinen bir
mikroorganizmaya kars1 belirli bir dozda olusturdugu etkinin ayn1 dozda tekrarlayan
kullanimlarindan sonra azalmasi veya ayni etkiyi olusturmak icgin daha ylksek dozda
kullanilmasinin - gerekliligi, olarak tamimlanmaktadir. Diencli bakteri ise in-vivo
sartlarda bakterisidal veya bakteriostatik etki goéstermesi beklenenantibiyotiklerin
sellektif toksisite sinirindaki dozlarina ragmen lremeye ve yasamaya devam eden
patojeni tanimlamak amaci ile kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar arasinda antibiyotik
direncin mekanizmasi ve iliskili genlerin tespitine yonelik calismalar aslinda direng
genlerinin  ve bazi antibiyotiklere karst direncinantibiyotikleri  kullanmaya
baslamalarindan cok daha o©nce de,dislik oranlarda da olsa, bakteriler arasinda
goruldugund oldugunu ortaya koymustur. Direncin mekanizmalarini tespite yonelik bu
calismalarda bakterilerde direng gelisiminden sorumlu olan genlerinyapisal olabilecegi
gibi induklenen mutasyonlarla veya baska bakterilerden transfer edilerek
kazanilabilecegide gosterilmistir. Antibiyotiklere maruziyet durumunda duyarh
bakterilerin eradike edilmesine karsilik, diren¢ genlerini tasiyan bakteriler cogalmaya
devam ederekmikrobiyal ekosisteme hakim olurlar. Bu sonug pre-antibiyotik dénemde
de gorulenantibiyotik diren¢ mekanizmalarininaslinda bakterilerin evrimsel silrecinin
bir pargas: olarak kabul edilmesi gerektigi ve antibiyotik direncinin gelecektede
irreversible mutasyonlar ile genisleyerek stirecegi, sonucta direng gelismeyecek hichir
antibiyotigin olamayacagi g6z o6nine alinarak antibiyotik direncinin kontroll
stratejilerinin bu varsayim (zerinden kurgulanmasi gerektigi ileri stiriimustar.

Son yillarda klinik oOrneklerden izole edilen direngli suslar ile yapilan
calismalarda, bakterideki c¢oklu ila¢ direncinin yanisira, tim bakterilerdeki direng
faktorlerinin toplamindan olusan ve “rezistom” adi verilen diren¢ havuzu kavramina
dikkat ¢ekilmistir. Bu havuzda sadece patojen bakteriler degil non-patojen bakteriler de
yer almaktadir. Bu yeni tanimlama, bakterilerin direng genlerini horizontal olarak farkl
bakteri tiirlerine de aktarabilme yeteneklerini sebebi ile yapilmistir. Ozellikle enterik
bakteriler gibi gram negatif bakterilerde goértlen coklu antibiyotik direncini kodlayan ve
tir farki gozetmeksizin plazmid veya transpozonlar ile bakteriler arasinda kolaylikla
yayillan genler, direncin kontrol altina alinmasint glclestirmekte ve mortal
enfeksiyonlarin insidansinda artisa sebep olmaktadir. Rezistomun iyi anlasilmas: ve

dikkate alinmasinin, hem bu giin yasanan hemde gelecekte yasacak direng



problemlerinin daha akilci irdelenmesine ve yeni antibiyotiklerin yaratiimasi siirecine
katki saglayacagi distnulmektedir.

Antibiyotiklere karsi1 direng gosteren bakterilerin sorumlu oldugutoplum ve
Ozellikle hastene kokenli enfeksiyonlartim dinyada en onemli saglik problemleri
arasinda yer almaktadir. Basta Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA),
Vankomisine Direncli Enterokoklar(VRE) ve coklu direngli gram negatif comaklar
olmak Gzere ¢oklu ilag direnci gosteren mikroorganizmalar, Tipta yasanan gelismeler ile
tezat olusturan, tedavide basansizliklar yasananyiksek mortalite ile seyreden
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Direng tehtidinin mikroorganizma tehtidinin 6nine
gectigi gunimuizde direncinin  mekanizmalarint ve epidemiyolojisini irdeleyen
calismalarin sayis1 artmistir. Bu baglamdaen sik karsilasilan ve izerinde en ¢ok calisilan
direng mekanizmasi, enzimatik hidroliz yolu ile ortaya c¢ikan direncdir. Daha 1950’li
yillarin baslarinda beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi1 gelisen direng ile ilgili olanve
top literatirine B-laktamazlar adi ile gecen enzimlerin Onemi gosterilmistir. B-
laktamazlar Onceleri daha dar spektrumu olmalarina ragmen bu enzimlerin bazi
modifikasyonlart glnimizde neredeyse bitinp-laktamlara ve sefalosporin  ve
karbepenemlere karsi kazanilan direncle iliskilendirilmisler ve Genislemis Sektrumlu -
Laktamazlar ismi ile anilmaya baslamislardir. Sonug¢ olarak glinlimuzde insanhgin
bakterilere karsi verdigi savasta elindeki en son silah karbapenem grubu
antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklere direnc saglayan Genislemis Spektrumlu B-laktamaz
enzimlerine ise karbapenemaz denilmektedir. Karbapenemazlar bazen klinisyenelere
tedavide secenek birakmayacak kadar tehlikeli olabilen, direng spektrumu ¢ok genis
olabilen enzimlerdir ve gunimiz de en yogun cahsilan direng tirudir. Ancak
ulkemizde bu konuyla ilgili yapilmis calisma sayisi1 ¢cok azdir.

Bu calismada klinik 6rneklerden izole edilen gram negatif comaklarda gorilen
karbapenemaz enzimlerinindireng profilinin fenotip olarak gdsterilmesi ve bu enzimleri
kodlayan genlerin genotipik olarak gosterilmesi amaclanmistir. Calisma ile lokal olarak
karbepenemaz direncinin slrveyans: Yyapilirken Ulkemize epidemiyolojik veriler

kazandirilmas: amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. B-laktam Antibiyotikler

Penisilinlerin kesfinden 60 yili askin sire gegmesine ragmen p-laktam
antibiyotikler, ginimizde bircok hastaligin  tedavisinde vazgecilmezligini
korumaktadir’.Bakteri hiicre duvar: sentezini inhibe ederek bakterisidal etki gésteren
dustk toksisiteli B-laktam antibiyotiklerde biri azot, icti karbon olan dort tyeli p-laktam
halkas: bulunur. Monobaktamlar hari¢ bu ana halkaya 6-aminopenisilanik asid (6-APA)
adi1 verilen ikinci bir halka eklenmistir. Gluniimuzde, 6-APA molekiline yan zincirler
eklenmesi ile farkli molekdler yap1 ve etkinlikteki 5 ana grup p-laktam antibiyotik elde

edilmistir’?.

1- Penisilinler

2- Sefalosporinler

3- Monobaktamlar

4- Karbapenemler

5- B-laktamaz inhibitorliler (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam)
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Sekil 1. B-laktam halkasina gére antibiyotikler®.



2.2. B-laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

B-laktam antibiyotikler hucre zarlari UGzerinde bulunan ve bakteri hucre
duvarinda peptidoglikan sentezinden sorumlu olan transpeptidazlar veya penisilin
baglayici proteinler (PBP) olarak tanimlanan proteinleri baglayarak hiicre duvar:
sentezini inhibe ederler.®.Peptidoglikan tabaka, bakteri hiicre duvarinin asil polimeridir
ve hticre duvarina seklini vererek i¢ ve dig ortamdan kaynaklanan yaklasik %20 stikroz
konsantrasyonuna denk ozmotik basinca kars1 bakteri batinltgunt korur (Sekil 2). B-
laktamlar pentapeptid yan zincirdeki kopruyd baglayan D-alanyl-D-alanine
transpeptidase aktivitesini, enzimin aktif serin tarafindaki hidroksil grubunda, stabil
esterler olusturacak sekilde agilleyerek inhibe etmektedir".Bu durumda bakteri hiicre
duvarindaki kros baglanma saglanamamakta ve ozmotik diren¢ kaybi ve lizis ortaya
cikmaktadir.-laktam antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalari ve etkinlik gostermeleri
icin Gram-negatif bakterilerde porin (Outer Membrane Protein, OMP) ad1 verilen ici su
dolu protein kanalciklarindan gegmeleri, sitoplazma zari ile dig zar arasindaki
periplazmik boslukta yer alan p-laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir* (Sekil
3).Gram-pozitif bakterilerde ise dis zar bulunmayip, sitoplazma zarinin zerinde kalin
bir peptidoglikan tabakas: uzanmaktadir. B-laktamazlar bu tabakaya yapisik veya

bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak yer almaktadir®.
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Sekil 2. Gram pozitif ve negatif bakterilerde hiicre duvarinin yapisi®.



Peptidoglikan

Sitoplazma Sitoplazma zan

Sekil 3. Gram negatif bakteride p-laktamazlarin yer aldigi periplazmik arahk®

2.3. B-laktam Antibiyotiklere Diren¢ Gelisimi
Bakteriler beta laktam antibiyotiklere 3 mekanizmayla direng gelistirebilirler.

Bunlar:

1- PBP de Olusan Degisikliklerle Olusan Direng
2- Permeabilite Degisimleriyle Gelisen Direng

3- B-laktamaz Enzimleriyle Gelisen Direng

Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi gelisen direncin major mekanizmasi
bakteriler tarafindan iiretilen B-laktamaz enzimidir®. Burada p-laktamaz enzimine bagh

olarak gelisen direnc daha detayli anlatilacaktir.
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Sekil 4. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde p-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin
mekanizmast’'.
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2.3.1. PBP de Meydana Gelen Degisikliklerle Olusan Direnc

Bu diren¢ kromozomal mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Bu ya PBP nin B-
laktam antibiyotige afinitesinin azalmasi yolu ile, ya PBP sayisinda azalma olmas: veya
B-laktam antibiyotiklere disik afinite gésteren yeni PBP nin sentezlenmesiyle olur .

Bakterilerde iki grup PBP belirlenmistir. Birincisi, dustik molekul agirlikli PBP
(DD-karboksi-peptidazlar), ikinciside yiksek molekil agirlikli PBP dir (transpeptidaz
ve transglikolizas)®. Yiksek molekiil agirlikli PBP deki degisime bagl: olusan penisilin
direnci gram pozitiflerde gram negatiflere oranla daha fazladur®.

Gram pozitif koklarda PBP modifikasyonu ve by-pass edilmesi en 6nemli direng
mekanizmalaridir'®.Gram negatif mikroorganizmalarda bu mekanizma daha az

yaygindir.



2.3.2. Permeabilite Degisimleriyle Gelisen Direng

Gram negatif bakterilerde B-laktam molekulleri periplazmik alana OMP olarak
tanimlanan, porin proteinlerinden olusan porlar yoluyla gecer. Porinlerin 6zellikleri,
porinlerin sayilar1 ve antibiyotigin yuk, ¢ozunurlik, biyuklik gibi 6zellikleri hicre
icine giris hizint ve antibiyotigin reseptore ulasarak etkinligini gosterebilmesini
belirler'.

B-laktam antibiyotikler dig membrandan Porin F ve Porin C ad: verilen iki kanal
aracihig ile gegerler. Imipenem dis zardan gegiste ayrica D2 porini adi1 verilen 6zel bir
porinide kullanir. Dolayisiyla bir Gram-negatif bakteri Porin F ve Porin C proteinlerini
mutasyona ugratarak tim p-laktamlara direng gelistirebilirken imipenem duyarl: kalir®.
E. coli igin p-laktam antibiyotiklerin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri
once Porin C sonra da Porin F’nin kayb1 sonucu gelismektedir. Blylk porlar1 olmasi
sebebiyle Porin F en bilyiik etkiye sahiptir*?.

Gram-pozitif bakterilerde dis zar olmadigindan bu mekanizma ile direng
gelismesi s6z konusu degildir. Cogu zaman bir bakteride birden fazla mekanizma

direncten sorumlu olabilir®.

2.3.3 B-laktamaz Enzimleriyle Gelisen Direnc

Bakteriler tarafindan dretilen B-laktamazlar B-laktam antibiyotiklerdeki B-laktam
halkasinin  amid baglarin1  parcalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren
enzimlerdir®.Giinimiizde 200 farkli B-laktamaz enzimi bildirilmistir. Bu p-
laktamazlardan bazilart penisilinlere (penisilinazlar) ve bazilari da sefalosporinlere
(sefalosporinazlar) spesifik etki gosterirken, bazilari ise 6zellikle genis spektrumlu
sefalosporinler olmak Uizere ¢cogu beta laktam antibiyotigi inaktive edebilme yetenegine,
yani daha genis spektrumlu (G.S.B.L.) aktiviteye sahiptir. G.S.B.L.ler siklikla
plazmidler tzerinde kodlanir ve organizmalar arasi mobilite yetenegi oldugu icgin kisa
stirede tiirler arasinda yayilma egilimi gosterir™.

Gram-pozitif bakteriler icinde B-laktamaz sentezleyen en Onemli patojen S.
aureus’dur. S. aureus enzimleri plazmid’de kodlanir ve bakteriyofajlar araciligi ile
duyarli hucrelere gegebilmektedir. Gram-negatif bakterilerdeki p-laktamazlar ise
kromozom ya da plazmid kontroliinde sentezlenmekte ve  periplazmik alanda

depolanmaktadir’.



2.3.4. Antimikrobiyal bir hedef olarak Bakteriyel Hiicre Duvan

Bakterilerin hicre duvar yapilari antimikrobiyal ilaglarin hedefinde olan 6zgun
yapilardir. Hicre duvari biyosentezi veya hicre butlnligiunu hedefleyen pek cok
antimikrobiyal ajan verimli ve guvenli bir sekilde 1940°lh yillardan beri
kullanilmaktadir'**®. Diger antibiyotiklerden farkl olarak, memelilerde benzer bir yapi
olmadigindan bu tir ilaglar bazi hedefle iliskisiz yan etkilerle birlikte yiiksek spesifite
oranlar sunmaktadir'®. Ayrica bu ilaclar cogunlukla bakterisidal etki goésterdiginden
ozellikle ciddi infeksiyonlarda mikroptan tamamen temizlenme firsatini sunmaktadir'®.

Huicre duvarini hedef alan antibiyotiklerin ¢cogu toprak gibi dogal ortamlardan
izole edilen ve ticari olarakta basarili olabilen antibiyotikler veya basarili analoglar
sentezleyen izolatlardan elde edilmektedir'®. Bu ilaglar B-laktam sinifindan olan
Penisilinler, Sefalosporinler, Karbapenemler, Monobaktamlar veya gunimizde ¢oklu-
ila¢ direncli bakteri infeksiyonlarinda eldeki tek segeneklerden olan, dogal yollarla elde
edilen katyonik peptidler olan polimiksin ailesine dahil olan ilaglardir. Diger ilag
grublarinda  gozlenen direngte g6z  Onidne  ahndiginda insanligin  yeni
jenerasyonantibiyotiklerin olusumunda dogal olan bilesiklere yonelmesi gerektigi
aciktir.  Bunun yaninda gunimizde sikhikla Kkarsilasilan  “Tedavi-edilemez
infeksiyonlar”a Kkarsi gelistirilecek yeni antibiyotiklerde hiicre duvarinin calisma
mekanizmasinin ve buray: hedefleyen ilaglarla olan etkilesiminin iyi analiz edilmesi

gerekmektedir™®.

2.4. B-laktamazlar

B-laktam antibiyotiklerin yaygin kullanim: sonucu farkli substrat 6zgulligu
goOsteren ¢ok cesit ve sayida B-laktamaz enzimi tespit edilmistir. Bu enzimlerin sayisinin
artmasina bagli olarak farkli zamanlarda farkli siniflandirma semalar: kullanilmistir. En
yaygin kabul goéren sema 1960°larda Richmond ve Sykes tarafindan yapilmistir.
Zamanla bu semada hatalar ve eksiklikler goriliince, sema, 1989 da Karen ve Bush
tarafindan degistirilmistir. Bush-Jacoby-Medeiros ise 1995 yilinda yeni bir uyarlama ile
yeni sema gelistirmislerdir.  Molekuler diizeydeki mekanizmalara dayanan
siniflandirmanin ilk temelleri ise 1980 yilinda Ambler tarafindan atilmistir. Amino asit
dizilerine dayanilarak yapilan bu molekuler siniflandirmada p-laktamazlar A,B,C ve D

olmak (zere dort grupta toplanmistir. A,C ve D gruplar: serin enzimleri icermekte, B
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grubunda ise ¢inko enzimleri bulunmaktadir. Her dort sinifinda kromozomal ve plazmid
kokenli temsilcileri bulunmaktadir®®. A simifi serin penisilinazlari, B sinifi metallo-
enzimleri, C sinift serin sefalosporinazlar: ve D simifi oksasilini hidrolize eden serin -
laktamazlar: icermektedir®®. Klinik olarak en dnemli p-laktamazlar A ve C sinifina aittir.

Bush tarafindan 6nerilen semada ise, hem plazmid hem de kromozomal 6zellikli
enzimler vardir. Bu simflandirmada enzimler Onceki siniflandirmalarda kullanilan
substrat profili, inhibitor profili, molekul agirligi ve izoelektrik nokta gibi fiziksel
Ozelliklere, oksasilin, sefoksitin, nitrosefin, ve tazobaktam ile inhibisyon da eklenerek 4
grupta toplanmastir (Tablo 1).

Gram negatif bakterilerde p-laktam grubu antibiyotiklere karsi gelisen direncte
en sik P-laktamazlarla saglanan direng gorilur'’. Penisilin, Karbapenem veya
Sefalosporinler gibi B-laktam antibiyotikler infeksiyonlarin tedavisinde siklikla
kullanildig1 icin bu enzimlerin varligi ve karakterinin anlasilmas: tedavide son derece
6nemli bir basamaktir.

B-laktamazlarin stniflandiriimasinda enzimlerin ya fonksiyonel
karakteristiklerinden yada primer yapilarindan faydalanilir'®*?°. En basit siniflandirma
yontemi ise protein dizilerine gore yapilan ve B-laktamaz enzimlerinin 4 molekuler
simifa (Molekuler simf A, B, C ve D) ayrildigi siniflandirmadir. A, C ve D sinifi
enzimler substratlarini serin aktif sitesinde bir agil enzimi olusturarak hidrolize ederken
B sinifi enzimler bu hidrolizasyonu aktif sitesindeki cinko iyonu ile yapmaktadirlar.
Yapisal siniflandirma daha basit olmasina ragmen fonksiyonel siniflandirma tedaviye

yonelik yardimc: fikirler sunmasi agisindan daha faydalidir'”’.

Tablo 1.B-laktamazlarin siniflandinlmasinda kullamlan yéntemler
Molekil sinifi - 1989 grubu  Bush,-Richmond-Sykes Bush-Jacobs-Medeiros

C 1 la, Ib, Id 1
A 2a Yok 2a
A 2b Il 2b
A 2b Yok 2be
A Yok Yok 2br
A 2c I,V 2¢C
D 2d \V 2d
A 2e Ic 2e
A Yok Yok 2f
B 3 Yok 3
ND 4 Yok 4

11



2.4.1. Grup 1 Sefalosporinazlar

Grup 1 enzimler molekiler olarak C sinifinda yer alan Sefalosporinaz
enzimleridir. Bu enzimler ¢ogu Enterobacteriaceae ve baska mikroorganizmalarin
genellikle kromozomlarinda kodlanmaktadir. Benzilpenisilinlere gbre Sefalosporinler
Uzerinde daha aktif olan bu enzimler genellikle Klavulanik asit inhibisyonuna
direnclidirler ve Sefoksitin gibi Sefamisin'lere karsida aktiftirler. A sinifi
sefalosporinazlarla karsilastirildiginda bu enzimler Aztreonam a kars: yiksek bir afinite
gosterirler.

Citrobacter freundii, Enterobacter cloaceae, Serratia marcescens ve
Pseudomonas aeruginosa gibi pek cok mikroorganizmada AmpC ekspresyonu azdir
ancak B-laktamla karsilasildiginda ekspresyon indiiklenebilmektedir®?. A. baumannii
ve E. coli'ninde dahil oldugu diger bazi bazkterilerde bir veya birkag indiksiyon sistemi
eksiktir. Ozellikle az miktarda B-laktam antibiyotikle karsilagildiginda, bu tiir enzimler
yuksek miktarda sentezlenirse baslica ertapenem olmak lizere karbapenemlere direng
gosterebilirler®?’. Plazmid aracili grup 1 enzimler olan CMY, ACT, DHA, FOX, MIR
ve diger bazi enzimler 1989 dan beri bilinmelerine ragmen plazmid aracili 2be grubuna
dahil enzimlerden daha az gériilmektedirler?®. Yeni subgrup 1e'ye dahil olan enzimler
grup 1 varyantlaridir ve bazi amino-acid eksilmeleri, insersiyonlar veya delesyonlar
sonucu seftazidim ve diger oksiimino-B-laktamlara karsi daha yuksek aktivite
gostermektedirler®®. Bu enzimlergenis spektrumlu AmpC enzimleri (ESAC) olarak
bilinirler ve E. cloacae'deki GC1 ve CMY-10, 19, 37 bunlara dahildirler'’. Bunlara ek
olarak bir calismada P. aeruginosa daki bir AmpC varyantinda imipeneme artmis
aktivite bildirilmistir’®. Ancak klinik olarak anlamli direncte en 6nemli etken porin

mutastyonlaridir.

2.4.2. Grup 2 Serin B-Laktamazlar

Fonksiyonel grubu 2 olan bu p-laktamazlar, molekiler sinif A ve D igerisinde
yer alirlar ve B-laktamazlarin en biiyiik grubunu olusturmaktadirlar®’.

Subgrup 2a penisilinazlar ise p-laktamazlarin kicuk bir grubunu olusturmakta
ve siklikla gram (+) koklarda sinirh bir hidrolitik aktivite ile beraber gériilmektedirler®.
Bu enzimler daha ¢ek benzilpenisilinler ve diger penisilin turevlerini iyi hidrolize

ederken sefalosporinler, karbapenemazlar veya monobaktamlara karsi <%10 dlzeyinde
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hidrolize edebilirler. Subgrup 2a enzimleri igin istisnai bir durum sadece nitrosefinin
hidrolizinde s6z konusudur. Bu enzimler klavulanik asit ve tazobaktam ile kolayca
inhibe edilebilmektedirler. Stafilokoklardaki bazi penisilinazlar disindaki bu enzimlerin
cogu kromozomal kdkenlidirler ve 1995 yilinda 20 farkl tire sahip olan bu grup 2009
yilinda sadece 5 farkl: tiirle sayisini 25°e yiikseltmistir'’. Bu duruma sebep olarak son
dekatta klinikte kullanilan antibiyotik seceneklerine karst bu enzimlerin yeterli
hidrolitik aktiviteyi gosteremememis olmas: disuntlebilir.

Subgrup 2b’ye dahil olan pB-laktamazlar penisilinleri ve sefalotin, sefaloridin gibi
erken sefalosporinleri dogal olarak hidrolize etmekte, klavulanik asit ve tazobaktam
tarafindan giicli bir sekilde hidrolize edilebilmektedirler'’. Bu grubta 1970 ve
1980'lerde identifiye edilen TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi enzimler dahildir®*%,
Ozellikle 1995 teki B-laktamaz patlamasindan sonra en az 9 TEM ve 29 SHV 2b grubu
enzim tanimlanmis ve bunlarin 6zellikle siradis1 direncli izolatlarda diger p-laktamazlar
arastirilirken ortaya ¢iktig1 bilinmektedir®®,

Subgrup 2be ise GSBL enzimlerini icermektedir. Bu genis spektrumlu enzimler
2b subgrubundaki enzimlerin penisilin ve sefalosporinlere gosterdigi dirence ek olarak
bir veya daha fazla oxiimino-sefalosporin (sefotaksim, seftazidim ve aztreonam gibi)
grubu antibiyotigide hidrolize edebilmektedir. Subgrup 2be’de ilk ve en blyik olusum
TEM-1, TEM-2 ve SHV-1"de goriilen aminoasit degisimleri ile spektrumun genislemesi
ve benzilpenisilinlerle sefaloridinlere karsi hidrolitik aktivitenin azalmasi seklinde
gerceklesmistir®™. Béylece TEM ve SHV enzimleri birleserek Kluvyera tiirlerinde dogal
olarak gorilen CTX-M tipi enzimleri olusturmuslardir®®. Bu CTX-M enzimleri
isimlerindende anlasilabilecegi gibi sefotaksimi seftazidime kiyasla daha iyi hidrolize
edebilmeleriyle karakterizedir. Cogu sefepimide iyi hidrolize etmektedir. Ancak TEM
ve SHV den farkl: olarak klavulanik asitle tazobaktam kadar iyi hidrolize olmaktadir®’.
TEM ve SHV enzimleriyle iliskili olan diger 2be subgrubuna dahil enzimler BEL-1,
BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2, PER ve VEB enzim aileleridir. Klinik labaratuvarlarda
tespit amaclida kullanilabilecek bir karakteristik 6zellik olarak bu enzimlerin hepsi
klavulanik asitle inhibe olabilmektedir.

Subgrup 2br enzimler subgrup 2be dekilere ek olarak klavulanik aside direng
kazanmis genis spektrumlu enzimlerdir. Ginimuzde TEM-30, TEM-31 (IRT-1 ve IRT-
2) gibi 135 TEM enziminden 36 s1 ayrica 72 SHV enziminden 5 tanesi (6rnegin SHV-
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10) bu grupun o6zelliklerini kazanmistir. 2010 yilina kadar bu enzimlerin 6zelliklerini
tastyan CTX-M enzimi tanimlanmamustir.

Subgrup 2ber enzimleri genislemis spektrumla degisken klavulanik asit
direncinin kombine oldugu TEM enzimleridir. Bu enzimlerin neredeyse hepsinde TEM-
1°de gorilen klavulanik asit direncinden fazla diren¢ gortilmesine ragmen klavulanik
asit direnci bazen orta seviyelere dusebilmektedir. Bu enzimler “complex mutant TEM”
teriminin kisaltmas: olarak CMT ismiylede anilmaktadirlar(6rnegin TEM-50: CMT-1)
37’38.

Subgrup 2c penisilinazlar ise karbenisilin veya tikarsilini benzilpenisiline goére
en az %60 daha hizli hidrolize edebilme yeteneklerine gore fonksiyonel olarak
karakterize edilmektedirler’®. Genellikle bu penisilinazlar klavulanik asit ve
tazobaktamla inaktive olurlar. Ciinkil karbenisilin ¢ok sik kullanilan bir antibiyotik degil
ve gelistiriciler tarafindan stabilitesi calisiilmamistir. Gectigimiz dekatta sadece birkag
yeni 2c enzimi tanimlanmustir®® 3% 40,

Subgrup 2ce grubunda sadece yeni tanimlanmis olan sefepim ve sefpiroma karsi
aktif olan genislemis spektrumlu karbenisilinaz RTG-4 (CARB-10) vardir*’.

Subgrup 2d kloksasilin ve oksasilini benzilpenisilinlere oranla %50 den fazla
hidrolize edebilme yeteneklerine gore siniflandirilmislardir. Bundan dolay: bu enzimler
OXA kisaltmasiyla anilmaktadir. Karbenisilin hidroliz edebildikleri bir diger
antibiyotiktir. OXA enzimlerinin ¢cogu fonksiyonlarindan ziyeda icerdikleri aminoasit
motiflerine gore stmiflandirilmistir. Karakteristik 6zellik olarak bu gruptaki enzimlerin
cogu NaCl tarafindan inhibe edilebilmektedirler. Ginimuzde B-laktamaz ailesinin en
biyk ikinci grubunu olusturmaktadirlar.

Subgrup 2de genislemis spektrumla oxiimini-p-laktamlara ek olarak kloksasilin
ve oxasilin 1 hidrolize eden ancak karbapenemlere bir etkisi olmayan enzimleri
icermektedir. 2de enzimlerinin ¢ogu OXA-10"dan 1-9 aminoasit eksilmesiyle
tiremislerdir ve OXA-11, OXA-15 tipi enzimler bu gruba dahildirler. Bu enzimler
genellikle Tiirkiye ve Fransada zellikle P. aeruginosa izolatlarinda goriilmektedirler®.
Bu grup enzimlerde seftazidime karsi gorilen direnc sefotaksim ve aztreonama Kkarsi
gorulen dirence gore belirgin deredece daha tstundir. Ancak OXA-1 veya OXA-31 gibi
sadece birkag okzasilinaz sentezleyen izolatlar seftazidime duyarli iken sefepime

direncli olabilmektedirler®.
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Yeni tammlanan subgrup 2df enzimleri ise karbapenem hidrolize edebilme
yetenegine sahip OXA enzimleridir. Bunlar genellikle A. baumannii izolatlarinda
gorilir ve genellikle kromozomda kodlanan genler tarafindan sentezlenirler*. Ancak
Enterobacteriaceae lerde gorilen OXA-23 ve OXA-48 gibi enzimlerin genleri
plazmidler (izerinde kodlanir'® *. 2df subgrubundaki enzimler aminoasit sira
benzerliklerine gore 9 kiimeye ayrilmaktadir* 6%, Kloksasilin ve oksasilini hidrolize
edebilme yeteneklerine gore fonksiyonel olarak siniflandirilsalarda, 2df subgrubunda
sadece birkag enzim bu substratlarla test edilmistir**. Test edilenlerden ise sadece OXA-
50°de oksasilin hidrolizi tespit edilememistir. Karakterizasyonu yapilmis OXA
karbapenemazlarinin karbapenemlere karsi gosterdigi hidrolitik aktivite zayiftir ve
imipenemi meropenemden daha iyi hidrolize edebilmeleriyle taninirlar. Hidrolitik
aktivite calismalarinda benzilpenisilinler ve oksasilinlere karsi gorulen hidrolitik
aktivite karbapenemlerle karsilagtirildiginda 40 hatta 50 kat daha iyi bir hidrolizasyon
oldugu belirlenmistir'” *. Uretici mikroorganizmalar genellikle karbapenemlere direncli
gorilsede, oOzellikle transformant yada transkonjugant E. coliizolatlarinin
karbapenemlere duyarl: oldugu goriilmektedir*. Klavulanik asit inhibisyonuna kars1 bu
enzimleri treten mikroorganizmalar duyarsiz kalmaktadir.

Subgrup 2e sefalosporinazlarinin karakteristik 6zelligi genislemis spektrumlu
sefaloporinleri hidrolize etmeleri ve tazobaktam veya klavulanik asitle inhibe
olabilmeleridir. Proteae deki induklenebilir kromozomal sefalosporinazlarda genellikle
bu gruptadirlar. Bu enzimler benzer mikroorganizmalarda gorulebildiklerinden yada
direnc patternleri degesken olabildiginden grup 1 AmpC enzimleri yada GSBL 'lerle
siklikla karistirilabilmektedir. AmpC enzimlerinden ayrimi igin aztreonama karsi
gorilen zayif afiniteden faydalanilabilir®. Bu gruba dahil olan enzimlerin cogu artik
GSBL olarak tanimlandig: icin 1995ten beri gruba yeni bir ye dahil edilmemis ve
edilmeside beklenmemektedir®’.

Subgrup 2f molekiler simf A’dan serin karbapenemazlarini icermektedir.
Klavulanik aside gore tazobaktamla daha iyi inhibe edilebilen bu enzimlerin tipik
substrat: karbapenemlerdir'’. Ornegin seftazidim gibi genis spektrumlu sefalosporinler
SME ve IMI-1 enzimleri tarafindan iyi hidrolize edilmezken, aztreonam ¢ogu tarafindan
(GES-3 ve GES-4 haricindekiler) degrade edilebilmektedir. SME ailesi yaninda, IMI-1

ve NMC-1 p-laktamazlar: kromozomal subgrup 2f enzimlerinin temsilcileridirler®.
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Ancak daha endise verici olanlar plazmid aracili subgrup 2f enzimleri olan KPC ve bazi
GES (eski IBC) enzimleridir. Ozellikle KPC tipi karbapenemazlar New York, Israil ve
diger pek ¢ok diinya kentlerinde ¢oklu ilag direngli gram (-) hastane infeksiyonlarina ve

salginlara yol agmugtir®®>®,

2.4.3. Grup 3 Metallo-B-Laktamazlar

Metallo p-laktamazlar (MBL), Kklinik izolatlarda genellikle bir veya iki diger -
laktamaz enzimiyle birlikte sentezlenen, hem fonksiyonel hem de yapisal olarak ¢ok
6zgun olan bir B-laktamaz ailesidir. Aktif bolgelerinde bir ¢inko (Zn) iyonuna ihtiyag
duymalarindan dolay: yapisal olarak diger p-laktamazlardan farklidirlar. Fonksiyonel
olarak ilk onceleri karbapenemleri hidrolize edebilme yeteneklerine gore ayrilsalarda
daha sonralar1 bu yetenegin diger bazi serin B-laktamazlardada oldugu anlasiimistir.
Ancak serin beta laktamazlarla karsilastirildiginda MBL enzimlerinin monobaktamlara
kars1 hidrolitik aktivitesinin zayif oldugu ayrica klavulanik asit ve tazobaktamla inhibe
olmadig1 goriilmektedir. Bunun yerine bu enzimler EDTA, dipikolinik asit yada 1,10-o0-
phenanthroline gibi metal iyon selatorleriyle inhibe olmaktadirlar’” 8. Bu
metalloenzimler yapilarina gore altsiniflara (altsinif: B1, B2, B3) yada fonksiyonlarina
gore alt grublara (altgrup: 3a, 3b, 3c) ayriimaktadir'’. MBL enzimleri sayilari cok hizli
artmayan ayrica gram (+) lerde kromozomda kodlanan enzimlerdir ve bunun yaninda
Bacterioides fragilis, Stenetrophomonas maltophilia gibi bazi gram (-) lerdede
kromozomlarda kodlandig: bilinmektedir’®®!. MBL enzimleri transfer edilebilen, mobil
elemanlar Gzerinde gorilmeye basladiginda insanlar igin daha karmasik hale geldiler ve
cesitli konaklardaki evrimsel baski sebebiyle birka¢ duzineye varan bir cesitlilige
ulastilar®’.

Daha ileri biyokimyasal siniflandirma calismalar: sonucu artan sayidaki MBL
enzimleri iki fonksiyonel sinifa indirgenmistir. Ozellikle ¢ogu biiytk plazmid-aracil
MBL ailesini iceren subgrup 3a'da genellikle non-fermentatiflerde bazende
Enterobacteriaceae’lerde gériilen IMP, VIM gibi 6nemli enzimler bulunmaktadir®®. Bu
enzimler aktif bolgede bulunan iki ¢inko atomuna ligand gorevi gbren ve genis
spektrumdan sorumlu olan konsensus aminoasit dizilerini i¢erdiginden molekuler sinif
B1'de yer alirlar®> ® %, Ek olarak S. maltophilia'daki L1 MBL enzimi ve CAU-1,
GOB-1, FEZ-1 gibi altsinif B3 MBL enzimleri subgrup 3a’ya eklenmistir'’. Bu
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enzimler diger subgrup 3a enzimlerinden ¢inko baglanma bdlgesini kodlayan aminoasit
dizilerindeki farkliliklarina gore ayrilmalarina ragmen hem diger yapisal oOzellikleri
hemde substrat profillerindeki benzerlikleri sebebiyle bu sinifta yer bulmuslardir'’.
Subgrup 3b penisilin ve sefalosporinlere kiyasla daha cok karbapenemleri
hidrolize eden daha kiigiik bir MBL enzim ailesidir®. Molekiiler calismalarda B-
laktamaz aktivitesi arastirilirken, nitrosefin gibi kromojenik sefalosporinler kullanilirsa
bu enzimlerin tespir edilmesi zorlagmaktadir. Bunun i¢in Aeromonas spp. tarafindan
uretilen kromozomal MBL enzimleri nitrosefin ile tarama yapilan Klinik
labaratuvarlarda gozden kagabilmektedir®®. Mekanik olarak, bu MBL enzimleri aktif
bolgelerinde tek cinko iyonu bulundugu durumlarda, iki iyon bulundugu duruma gore
karbapenemlere kars: daha aktif bir hidrolitik aktivite gosterdikleri bildirilmistir®® ¢,
1995te grup 4'te yer alan B-laktamaz enzimlerine, George Jacoby ve Karen
Bush'un 2010°da onerdikleri simflandirma semasinda yer verilmemis, buna sebep
olarakta bu enzim grubunun karakterizasyon calismalarinin heniiz yetersiz olmasi

gosterilmistir'’.
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2.4.4. B-laktamaz Enzimlerinin Tarihgesi ve Evrimi

B-laktamaz enzimlerinin varlig: ilk olarak 1929 yilinda Fleming tarafindan bazi
bakterilerin penisilinler tarafindan inhibe olmadiginin gézlemlenmesi ile spekile
edilmistir. Ancak gercek anlamda B-laktamazlar penisilinin yogun olarak kullanildig:
Boston’dan (1940) bildirilmistir. Abraham ve Chain (1940) E. coli’ den elde ettikleri
inhibitdr enzime “penisilinaz” adint vermislerdir. Plazmid kokenli penisilinazlarin
yayginlasmasi ve penisilin kullaniminin artmasina bagl olarak penisilinaz enzimi
Staphylococcus auerus’ ta da gorilmis ve diger stafilokok tlrleri arasinda hizla
yayilmistir®®.

Bircok gram negatif bakterinin kromozom aracili B-laktamaz Urettigi
gosterilmistir. Bu enzimlerin bazi PBP’ler ile benzer DNA dizilerine sahip olmalari bu
enzimlerin PBP’den koken alabilecegini distndirmustir. Gram negatif bakterilerdeki
ilk plazmid aracili B-laktamaz olan TEM-1, 1960’11 yillarin basinda tanimlanmistir. Bu
enzim Yunanistan’da Temoniera adli bir hastanin kan kdltirinden izole edilen E.
coli’de bulunmustur. Plazmid ve transpozon aracili olmas: bu enzimin diger bakteri
tarlerine yayilimini kolaylastirmistir ve bu enzimin bulunusundan itibaren on yil icinde
pek cok Enterobacteriaceae Uyesinde dinya genelinde yayilim goéstermistir. TEM-1
benzeri bir enzim olan TEM-2 enzimi 1969 yilinda Pseudomonas aeruginosa’da
saptanmistir. Glniimizde bu enzimler Enterobacteriaceae ailesinin pek ¢ok tyesinde,
P. aeruginosa, Haemophilus influenzae ve Neisseria gonorrhoeae bakterilerinde
bulunmaktadir. Diger bir plazmid aracili enzim olan SHV-1 enzimi 1979 yilinda E. coli
ve K. pneumoniae bakterilerinde bulunmustur. Bu enzimin K. pneumoniae izolatlarinda
kromozom aracili ve E. coli izolatlarinda plazmid aracili oldugu gézlenmistir®,

20 yili askin siredir B-laktamazlarin hidrolitik etkilerine direncli pek c¢ok
antibiyotik gelistirilmistir. Ancak bu antibiyotiklerin yaygin bicimde kullanimi
mutasyona ugramis p-laktamaz enzimine sahip direncli bakterilerin olusmasina neden
olmustur®®. B-laktamazlarin ilk mutasyona ugramis formu olan SHV-2, Almanya’da
1983 yilinda Klebsialle ozanae izolatinda bulunmustur®®. G.S.B.L. enzimlerinin biyiik

cogunlugu TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerinden kéken alan mutant enzimlerdir ™.
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Sekil 5. Baz1 klinik acidan énemli g-laktamazin sagladigi direncin zaman icinde gelisen spektrumu.

2.4.5. B-laktamaz Enzimlerinin Isimlendirilmesi

B-laktamazlarin isimlendirilmesinde birden fazla yOntem ve/veya faktor
kullanilmaktadir. Baz1 enzimler, hedef substratlarina gére (CARB, FUR, IMP,0XA) ,
bazilar1 biyokimyasal 6zelliklerine gére (SHV, NBC), bazilar1 icerdikleri genlere (Amp,
CepA), bazilari izole edildikleri bakterilere (AER, PSE), suslara(P99), hasta isimlerine
(TEM, ROB), hastaneye (MIR, RHH), eyaletlere (OHIO),ve nihayet bazilar1 da
kesfeden kisilere gore (HMS) isimlendirilmistir’™"®. Ancak, bu isimlendirmelerden
bazilari, giniimizde gegerliliklerini yitirmislerdir. Ornegin;SHV, sulfidril variabl’dan
kisaltilmis bir isime sahipken, ginimuzde SHV-1 enziminin aktif bolgesinin sulfidril
degil, serin hidroksil oldugu aciga ¢ikmistir. Benzer sekilde, ilk kez Pseudomonas’tan
izole edilmis olan PSE enziminin, artik enterobacter’lerde de bulundugu
bilinmektedir’®. Giinimiizde en yaygin olarak kullanilan siniflandirma, Ambler ve

Bush-Jacoby-Mederios’un siniflandirmalaridir’.
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2.5. Karbapenem Grubu Antibiyotikler

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan uretilen
ve thienammycin adi verilen bilesigin Gzerinde amino ve hidroksil gruplarinda
degisiklikler yapilarak elde edilmistir. B-laktam grubu antibiyotiklerin en genis
spektrumlu ailesidir. Diger B-laktamlardan ayiran 6zellikleri Sefalosporinlerdeki bir gift
bag iceren 5 Uyeli halka yapisinda bir metilenin yerine bir sulfuriin gegmesidir. Etki
mekanizmalar1 pepdidoglikan biyosentezinin durdurulmasina yoneliktir. Etki ettikleri
spektruma Mikobakteriler, mikoplazmalar, nadir non-fermentatifler ve Aeromonas
disindaki Gram pozitif, Gram negatif ve anaerop mikroorganizmalar dahildir. Ozellikle
GSBL etkinligi olan veya AmpC enzimi sentezleyebilen gram negatif bakterilere karsi
etkinligini korumas en bilyiik avantajlaridir*’. Ilk bulunan karbapenem ajan: imipenem,
ikinci olarak kullanimma sunulan ise meropenemdir (1996). Meropenem imipenemin
karbapenem halkasina 1-B-metil grubu eklenmesiyle elde edilmistir. Meropenem,

dihidropeptidaz enziminden etkilenmez*®,

2.5.1. Iimipenem

Etkin oldugu spektrum ¢ok genistir. Cogu bakteri icin etki spektrumu 4mg/L nin
altindadir. Farkli antibiyotik kombinasyonlariyla kiyaslandiginda, cesitli ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde son derece etkin bir monoterapotik ajandir. Ozellikle
invitroda klinik olarak 6nemli olan ¢ogu Gram pozitif, Gram negatif ve anaerop
bakteriye etkilidir.

Yapisal olarak bir p-laktam halkas: icermekle birlikte diger p-laktam
antibiyotiklerden farkli olarak sis konfiglirasyonundaki agil amino yan zincirinin yerine
trans konfiglrasyonunda hidroksietil yan zinciri eklenmistir. Trans konformasyonu
imipenemin B-laktamaz dayanikliligini saglar. Penisilin ve sefaloporinlerden farkl
olarak a-halkasinda stlfir atomunda metilen yapist icerir. Bu yap:1 karbapenemlerin
bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmasini artirir. Molekil agirliginin diisiuk
olamas1 bakterinin hicre membranindan girisini kolaylastirir. Penem halkasinda
bulunan alkil tiyo yan zinciri ise Pseudomonas aeruginosa'ya etkinligi artirir™.

Imipenem bu olaganiistii genis etki spektrumuna ve B-laktamaz direncine Karsin ,
bobrekte ileri derecede enzimatik yikima ugrar. Metaboliti nefrotoksik bir ajandir ve

busebepten dolay: tek basina kullanilamaz. imipenem etkisini antagoniste etmez. Ticari
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olarak dehidropeptidaz (DHP-1) inhibitori olan silastatin ile 1/1 oraninda birlestirilerek
kullanilmaktadir. ~ Silastatin  sodyum, DHP-1'in kompetitif, reversibl ve 06zgul
inhibitoradar. Silastatinin antibakteriyel etkinligi yada B-laktamazlar tzerine etkinligi
yoktur®*®?,

Imipenem’in etki mekanizmasina bakildiginda diger p-laktam antibiyotikler gibi
bakteri hiicre duvar sentezini bloke ederek etki ederler ve bakterisidaldirlar. imipenem,
gram pozitif ve gram negatif bakterilerin yuksek molekul agirlikli penisilin baglayan
proteinlerine (PBP) yiksek bir afinite ile baglanir. Baglanma ilk énce PBP 2'ye ve
arkasindan PBP-1a’ya olur. PBP-2"ye baglanmasi Gram negatif basillerin sferoblastlara
donusmesine neden olur. Ek olarak PBP-1"e baglanmasi Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde hicrelerin daha hizh lizisine yol acar. E. coli'de PBP-1a, 1b, 2, 4, 5 ve
6'ya; P. aeruginosa da PBP-1a, 1b, 2, 4, 5'e baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe
eder®® >*. Gram negatif bakterilerde dig membran penetrasyonuda daha fazladir™. Duisiik
molekdl agirligi ve zwitterionik (notral yuk) nedeniyle bakterinin hiicre duvarina,

penisilin ve sefaloporinlerden daha hizl: penetre olur™.

Sekil 6. imipenemin kimyasal yapisi.

22



2.5.2. Meropenem

Imipenem’in aksine insan bobrek dehidropeptidaz | (DHP-1) enzimine karsi gok
yuksek stabilite gosteren bir karbapenemdir. Klinik olarak 6nemli olan hemen tim
aerobik ve anaerobik bakterilere karsi son derece etkilidir. PBP-2, hem imipenemin hem
de meropenemin baslica hedefidir. Ancak meropenem. P. aeruginosa ve E. coli'nin
PBP-2 ve 3'Une daha blyuk bir afinite gosterir. Meropenem, stafilokoklara ait enzimler
ve gram negatif bakterilerdeki karbapenemazlar hari¢ diger tum p-laktamazlarin
hidrolizine kars1 dayaniklidir. Karbapenemlerden imipenem, gram pozitif organizmalara
kars1 daha etkili gozukirken meropenem, gram negatiflere 6zelliklede P. aeruginosa’ya
kars: etkilidir®” *,

Meropenem genel olarak 3. Kusak sefalosporinlerden daha guclu bir indukleyici
olmasina karsin, Enterobacter ve P. aeruginosa izolatlarindaks grup 1 p-laktamazlar
lizerindeki indukleyici etkisi imipeneme gore daha zayiftir’®®®. Meropenem'in P.
aeruginosa daki PBP-2 ve PBP-3"e Kkars1 yiksek afinitesi olmasina karsin imipenemin
afinitesi sadece PBP-2"ye karsidir. Bu durumun, 6zellikle meropenemin P. aeruginosa
Uzerinde daha glcli bir etki gosterebilmesinde katkisinin olabilecegi ifade

edilmektedir®™ ®2. Meropenem icin asil hedef P. aeruginosa daki PBP-3"tiir®.

\N -

Sekil 7. Meropenem’in kimyasal yapisi.
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2.5.3. Ertapenem

Turkiye'de Klinik kullanimda iki karbapenem (imipenem/silastatin ve
meropenem) mevcuttur. Imipenem boébrekte bulunan dihidropeptidaz-1 (DHP-1)
enzimine dayaniksizdir, bu nedenle DHP-1 inhibitori olan silastatin ile birlestirilmistir.
Ertapenemin yapisinda bulunan 1-B-metil grubu renal DHP-1 enzimine Kkarsi
dayaniklihg: saglar. imipenem ve meropeneme benzer sekilde 6-hidroksietil grubu p-
laktamazlara kars: stabiliteyi saglar. Imipenemden farkl olarak C-4 pozisyonunda metil
grubu icerir, benzoat anyonik yan zinciri ise proteine baglanmada artis ve serum yari
omriinde uzamaya neden olur®.

Ertapenem B-laktam antibiyotikler gibi hiicre duvar sentezini engelleyerek
bakterisidal etki gosterir. Erpenem aerobik gram pozitif mikroorganizmalardan S.
aureus, S. agalactiae, S.pneumoniae (penisilin duyarli), S. pyogenes’e etkiidir. Aerobik
gram negatif mikroorganizmalardan E. coli , K. pneumoniae, Enterobacter spp., Serratia
marcescens, Proteus spp., Samonella spp., Shigella spp., H. influenza, Moraxella

catarrhalis, Neisseria ~menengitidis  ertapeneme  duyarlidir® .

Anaerop
mikroorganizmalardan B. fragilis, Bacterioides spp., Clostridium clostridioforme,
Eubacterium lentum, Peptostreptococcus turleri, Porphyromonas asaccharolytica,
Provotella bivia'ya etkilidir®®. Ertapenem Stenotrophomonas maltophila, MRSA ve
Enterococcus spp. de etkisizdir®™. Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. meropeneme
ve imipeneme gore ertapeneme daha az duyarlidir”.

Ertapenem penisilinaz, sefalosporinaz, ampC ve GSBL 'lerden etkilenmez ancak
diger karbapenemler gibi metallo-B-laktamazlara dayaniksizdir. Ertapenem proteinlere
Ozelliklede albimine yuksek oranda baglanir (%85-95). Bu proteine baglanma oram
ertapenemin plazma konsantrasyonu ile iliskilidir. Ertapenem konsantrasyonu
<100mg/L iken proteine baglanma %95, 300mg/L iken ise %85'tir. 1mg IM uygulama
sonras: 2-3 saatte tepe diizeyine ulasir®* ®. Ertapenem baslica bobrekler aracilig: ile
atilir ve plazma yar: émrii 4 saattir®®. Hemodializ ile ertapenemin %30'u uzaklastirihr.

Hepatik metabolizmas: yoktur. 1g IV uygulama sonras: %10°u digki ile atilir™.
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Sekil 8. Ertapenem’in kimyasal yapisi.

2.6. Karbapenemazlar

Enfeksiyon hastaliklari ve klinik mikrobiyolojinin son dekatlardaki en buyik
problemi mikroorganizmalarin hizla gelisen antibiyotik pazarina ragmen gosterdigi
rekabet gucuddr. Mikroorganizmalarin artik insanoglundan énde oldugu bu rekabette
antibiyotik direng mekanizmalarinin anlasilmas: ve care Uretilmesi mikrobiyoloji ve
farmakoloji gibi bilim dallarinin temel ugraslari haline gelmistir. Gegmis yillarda
mikrobiyoloji labaratuvarlarinda tir dizeyinde tani yeterli olurken ginimizde Gram
pozitif bakterilerde MRSA (Metisilin Resistant S. aureus), VRSA (Vankomisin
Resistant S. aureus), VRE (Vankomisin Resistant Enterokok), Mikobakterilerde MDR-
MT (Multi Drug Resistant M. tuberculosis), XDR-MT (Extremely drug resistant M.
tuberculosis) veya gram negatif bakterilerde G.S.B.L. (Genislemis Spektrumlu B-
Laktamaz) veya Karbapenemaz tretimi tanida istenilen yeni kavramlardir®.

Gram negatif, basil seklindeki Enterobakteriler, barsak normal flora
elemanlarindan ve insanda en sik karsilasilan patojen bakterilerdendir. Hem toplumda
hemde hastane iginde sebep olduklar: ciddi infeksiyonlar ve gerek klonal gerekse mobil
elementler yoluyla direnci kolay yayabilme potansiyelleri sebebiyle tehlike arz
ederler®®. Bu sebeple Enterobakteri infeksiyonlarinda Karbapenem gibi G.S.B.L
enzimlerine direncli antibiyotikler son secenek olarak kullanilan antibiyotiklerdir'®.
Ancak ginimizde bakteriler sentezledikleri karbapenemaz enzimleri sayesinde
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karbapenemlere diren¢ kazanmis ve bu durum ciddi Enterobakteri infeksiyonlarinda
tedavi guclukleri yasanmasina yol agmaktadir.

K. Bush ve G. Jacoby 2010 yilinda p-laktamazlarin siniflandirmasin
guncelledigi calismasinda karbapenemaz enzimlerini (i)Molekiler sinif A [Ambler sinmif
A] (ii) Molekiler sinif B ve (iii) Molekller simf D olmak (zere 3 ana gruba

dagitmistir’(Tablo 3).
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Tablo 3. Enterobacteriaceae ailesinde gorilen karbapenemaz enzimleri, p-laktam antibiyotiklerine karsi1 gorillen hidroliz sektrumlar ve inhibitor ajanlar. (+) isaretlerinin
sayis1 enzimin tek basina gosterdigi hidrolizin derecesini belirtir. Bakteriyel konagin antibiyotige gosterdigi direng olarak algilanmamhdir. (-) isareti ise tespit

edilebilir hidrolizin olmadigin gésterir®.

Ambler Enzimismi Lokalizasyon Hidroliz Spektrumu Inhibitor
Sinifi Penisilinler 1. kusak 2. kusak 3. Aztreonam  Karbapenemler
Sefalosporinler Sefalosporinler Sefalosorinler
A SME 1-3 Kromozom ++ ++ - + + + Klavulanat,
NMC-A Kromozom ++ ++ - + - ++ Tazobaktam,
IMI- 2 Plazmid ++ ++ - + - ++ Sulbaktam,
GES 4,5,6 Plazmid ++ ++ + - + NXL- 104
KPC 2-12 Plazmid ++ ++ + ++ + ++ Klavulanat,
Tazobaktam,
Boronik asit,
Sulbaktam
B IMP 1-33 Plazmid ++ ++ - T - T EDTA
VIM 1-33 Plazmid ++ ++ ++ ++ - ++
NDM 1-6 Plazmid ++ ++ ++ ++ - +
KHM-1 Plazmid ++ ++ ++ ++ - ++
D OXA-48 Plazmid ++ ++ +/- +/- - + NaCL
OXA-181 Plazmid ++ ++ +/- +/- - +
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2.6.1. A grubu Karbapenemazlar

Karbapenem aktivitesi en dusiik olan ve son yillara kadar daha az siklikta izole
edilen bu enzimler B-laktamlarin cogunu iyi hidrolize eder ve karakteristik olarak
tazobaktam ve klavulanik asit'le in-vitro ortamda inhibe olurlar®. Enterobakterilerden
izole edilen en 6nemli turleri IMI, SME, SFC, GES ve KPC dir.

IMI enzim ailesi IMI-1 ve IMI-2 olmak (zere 2 Uyeden olusur, Nmc-A
enzimiyle birlikte genellikle Enterobakter suslarinda bulunur. IMI-1 ilk kez Rasmussen

k.101

ve ar tarafindan 1996°da bir Enterobacter cloaceae izolatinda, IMI-2 ise

Enterobacter asburiae izolatinda Aubron ve ark.l%

tarafindan 2005 yilinda
tanimlanmistir. Bu iki ¢alisma disinda bu enzimler hakkinda klinik olarak énemli bilgi
cok azdr.

SME enzimleri ise adim Serratia marcescens bakterisinden alir. SME-1, SME-2

ve SME-3 olmak (izere 3 tiptir. Kromozomal kokenli olan bu enzimler ilk olarak Naas
ve ark. tarafindan London Hospital de izole edilen bir klinik S.marcescens S6 susunda
gosterilmistir'®. Bu enzim ailesi genellikle Amerika kitasindaki iilkelerde problem
yaratan ve buralarda rutin karbapenem tarama testlerine katilmasi Onerilen bir
grubtur'®1%",
GES grubu enzimlerden GES-1 karbapenemaz aktivitesi olmayan ve daha ¢ok
GSBL sinifinda yer alan bir enzimdir ancak bu grubun geri kalan tiyelerinde zayifta olsa
karbapenemaz aktivitesi gozlenmektedir®®. Avrupa, Orta Dogu, Giiney Afrika ve
Asyadan rapor edilmis olan bu enzimlerden GES-3 ve GES-4 aztreonama gosterdikleri
direncle digerlerinden ayrilir'®,

KPC enzimleri ise A grubu serin karbapenemazlarin en yaygin ve en dnemli
ailesidir. Ozellikle Amerika ve israil’de bu enzimler pek ¢ok calismada gdsterilmis ve

199112 ancak Cuzon ve ark™. K. pneumoniae ST258

plazmitlerle tasindig: tartigilmistir
susunun tim dinyadaki yayginligina dikkat ¢cekmis, bu klonun KPC genlerinin yiiksek
insidansina katkida bulunmus olabilecegini belirtmistir. KPC genlerinin mobilizasyon
Ozelliklerinin irdelendigi bir baska calismada ise Cuzon ve ark. diger
Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa larda da gorilebilen Tn4401 transpozonunun

114 Ik izolasyonu ve tanimlamasi

KPC genlerinin taginiminda rol aldigini bildirmistir
1996'da Kuzey Carolina’da yapilan bu enzimler'™ giinimiizde 12 tiple temsil

edilmektedir(KPC  1-12)(www.lahey.org). Ozellikle hastanelerde olusturduklar:
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infeksiyonlar ¢oklu ila¢ direngli olmalari bakimindan bu suslar tedaviyi zor ve limitli
kilmaktadir. Son dekatta tim dinyada salginlar olusturan bu enzimler 6zellikle ismini
aldiklar1 K. pneumoniae suslarindan (tim Enterobacteriaceae (yelerinde bulunabilir)

%50 veya daha fazla mortalite oranlari ile bildirilmektedir*®*%.

2.6.2. B Grubu Karbapenemazlar (Metallo B-Laktamazlar-MBL 'ler)

Klinik agidan en problemli enzim grubudur. Aktif kisimlarinda bir metal
(cogunlukla Zn*?) iyonu bulundurduklarindan etki spektrumlar: genistir ve tim pB-
laktamaz inhibitorlerine direnclidirler'’. icerdikleri metal iyonu sayesinde bu enzimler
karakteristik olarak ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA), dipikolinik asit gibi metal
selatori olan ajanlarla inhibe edilebilirler ve bu 06zellikleri in-vitro identifikasyonda
kullanilabilir. Bu enzimleri sentezleyen suslarda gorulen bir baska karakteristik
Ozellikte metallo-B-laktamazlarin genellikle bir veya iki baska B-laktamaz enzimiyle
(sefalosporinaz veya serin-p-laktamaz enzimleri) birlikte sentezleniyor olabilecegidir'’.
Tum dinyada yaygin olan ve klinikte problem yaratan B grubu karbapenemazlar
arasinda IMP, VIM ve NDM sayilabilir.

Metallo B-laktmazlarin yayilimina dair yapilan pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu
enzimlerin ilk 6nce kromozomal olarak cesitli cevresel ve patojen B. cereus, Aeromonas
spp. ve S. maltophilia tirlerinde tespit edildi**™*?*. 90'l1 yillarda ise mobil olarak
tasindig1 ve pek cok Enterobacteriaceae, A. baumanii ve P. aeruginosa gibi tirler
tarafindan sentezlendigi rapor edilmistir®**?®. Asil korkutucu olan durumda bu
calismalarda rapor edilen genetik transfer varyantlarinin cesitliligi (cesitli traspozonlar,
insersiyon segmentleri, integronlar ve plazmitler) ve bu yapilarin prevelansin artmasina
yaptiklart Kkatkidir. Gunumizde bu enzimler Klinikte her alanda gorilebilecek,
tedavilerde surekli gz 6niinde bulundurulmas: gereken bir tehdit halini almastir.

IMP enzimleri ilk olarak 1995te bir S.marcescens izolatinda tespit edildikten
sonra Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae lerden izole
edilmistir®?. Cografi olarak Japonya, Cin, Avustralya, Gliney Kore ve Tayvan
kusaginda daha sik izole edilirler. Bu belirli bolgeler disinda sinirli sayida olgu ile

Tirkiye, Brezilya, Libnan ve Amerika gibi tlkelerdende IMP enzimleri bildirilmistir®"

B34 IMP enzimleri Class 1 integronlarla iliski icindedir ve ¢ogunlukla gen kaseti

icerisinde diger baska antibiyotik diren¢ genleri (Aminoglikozid direng genleri: aacA4,
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aadAl, aadB; kloroamfenikole direng geni: catB; diger p-laktamaz genleri: OXA vb.)
icerebilmektedirler®™.

Bir diger metallo-B-laktamaz enzim ailesi VIM enzimleridir. Bunlar ilk kez
1999°da italya'da izole edildiklerinden Verona B-Laktamaz ismini almislardir. Nitekim
1 yil sonra Fransa'da bir P. aeruginosa susundan VIM-2 varyant: izole edilmistir. ABD,
Kuzey Avrupa, Tunus, Glney Kore, Venuzuella gibi dunyanin gesitli yerlerinde VIM
enzimlerinin bildirildigi cahismalar yapilmistir'®?®, Ancak &zellikle Akdenizde bu
enzimler yayginlik gésterebilmis, Yunanistanda epidemi diizeyine ulagmistir*>%, VIM
tipi enzimlerin yayilhimi cesitli genetik yapilarla iligkilidir. Cogunlukla integronlarin
icine yerlesen genler transpozon yada plazmidlerle iliski kurabildiginde tlrler arasi
transferler s6z konusu olabilmektedir.

Metallo B-laktamazlar arasinda ginimiizde dinyanin en cok ilgisini ¢ceken grup
bu enzimlerden en son kesfedilen olan NDM (New Delhi B-Laktamaz) enzimleridir
(Sekil 9). NDM enzimleri ismini Isve¢'te daha énce Hindistan'in New Delhi kentinde
hospitalize olmus bir hastadan 1998 yilinda kesfedildigi icin alir**®. Ozellikle Hindistan,
Pakistan ve bu tlkelerden yogun géc alan Ingiltere gibi lkelerden siklikla bildiriler

141

yayinlanmaktadir Bunun yaninda o6zellikle son yillarda tim dinyadan NDM

sentezleyen suslar tammlanmugtir'®?.

T i, - =

S22 New Gupesiug Sonand
~== in two patients here :

Sekil 9. NDM-1 sentezleyen izolatlar tim dunyadaki populer medya tarafindan “Siper Mikrop”
olarak adlandirilmis ve tehlike hakkinda halkin dikkatini ¢ekmeye cahsmistir.
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NDM-1 plazmidi bakteriler arasinda dogal olarak tasinabilen ve karbapenemler
dahil tim antibiyotiklere diren¢ kazandiran ancak sadece tigesiklin, fosfomisin ve
kolistine sinirh duyarlilik 6zelligi olan bir plazmidtir®. NDM-1 iireten izolatlar sikhkla
K. pneumoniae izolatlarinda saptanmasina ragmen Ozellikle toplum kékenli E. coli
izolatlarida son yillarda sikhkla tespit edilmektedir ayrica en sik izole edildigi

9100 By geni tasiyan izolatlarin 6zellikle

infeksiyonlar idrar yolu infeksiyonlaridir
toplum kokenli infeksiyonlardan izole edilmis olmasi suslarin kaynagini ¢cevrede arayan
calismalarin sayisini artirmistir. Ornegin Walsh ve ark. New Delhi*deki gevresel su
kaynaklarinda yaptiklar: arastirmalarda pek cok iliskisiz gram negatif izolatta NDM-1

sentezleyebilen suslar izole etmis ve bu suslarin yayilimina isik tutmuslardir'®.
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@ IMP
@ Vim
O sPm
@ cim
© SIM
@ A
@ KoM
@ NDM
Q DIM

Sekil 10. Metallo p-laktamazlarin tim diinyadaki yayihmim gosteren sema™.
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2.6.3. D grubu Karbapenemazlar

D grubu karbapenemazlar Bush ve Jacoby nin 2010 yilinda yaptiklar
siniflandirmada 2df grbunda yer alan ve karbapenemaz aktivitesi bulunan OXA
(okzasilinaz) enzimleri olarak tanimlanmustir’. Bu aileye mensup en énemli enzimler:
OXA-23, 24, 27, 25, 26, 40, 48, 51, 58, 66, 69 ve 143°tir. Bu enzimlerin inhibitdri
NaCl molekuludir. Genellikle kromozomda kodlanan ve A. baumannii izolatlarinda
gorilen bu genlerden OXA-23 ve OXA-48"in plazmidlerlede tasinabildigini gosteren
calismalar mevcuttur'®*%. OXA-48'ler ilk olarak lkemizden izole edilen bir susta

Poirel ve ark. tarafindan tamimlanmigtir®

. Karbapenem aktivitesi karbapenemaz
demeye yetecek ilk enzim ise iskogya'da 1993'te Paton ve ark. tarafindan izole edilen
OXA-23 enzimidir'®.

D grubu karbapenemazlarin bakterilere sagladig:i diren¢ profiline bakildiginda
bunlar genellikle penislinleri iyi inaktive eden, 1. Kusak sefalosporinleri, p-laktam/p-
laktamaz inhibitori kombinasyonlarini hidrolize edebilen ancak sefepim, sefpirom gibi
genislemis spektrumlu sefalosporinlere kars: zayif kalan enzimlerdir'®.

Bu grubun en o6nemli enzimi OXA-48 ve varyantlaridir. ilk izole edildigi
zamanlarda yayilimi tlkemizle sinirl kalacag: dustiniilen bu enzim artik tim dunyadan
sikhikla bildirlmektedir. OXA-162, 163, 181, 204 ve 232 tanimlanan OXA-48
varyantlaridir. Avrupa'daki yayilimdan tek basina 62kb’lik bir konjugatif plazmit olan
IncL/M plazmidi sorumludur'®®. Ancak yayilimin cogundan bu plazmit sorumlu
olmasina ragmen OXA-48 sentezleyen K. pneumoniae ST395 susunun Fas, Fransa ve

Hollanda da tanimlanmas: klonal yayihiminda etken oldugunu distindirmektedir'#*4’.
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2.7. Turkiye 0zelinde Karbapenemaz Epidemiyolojisi

Karbapenemazlarin  tim dinyada epidemi boyutlara varan yayilimi
disundlduginde bu enzimleri sentezleyen bakterilerin Tilrkiye'de var olmadigim
dustinmek hayalcilik olurdu. Ulkemizde yapilan calisma sayisi gelismis Ulkelerle
kiyaslandiginda ¢ok az sayida kalmasina ragmen gerek ulkemizde yapilan limitli
analizler gerekse yurtdisindaki merkezlerle yapilan ortak caligmalar bu enzimlerin
ulkemizdede ciddi boyutlarda yaygin oldugunu ortaya koymustur.

Ulkemizin karbapenemlere direncli izolatlarla ilk tamsmasi 2001 yihinda
Istanbul Capa Hastanesinde izole edilen K. pneumoniae 11978 susu ile idi'*®. Bu izolat
tim dlnyada rapor edilen karbapeneme direncli okzasilinaz sentezleyen ikinci
Enterobacteriaceae susuydu. 2003 yilinda ise Elazig'dan rapor edilen bir yenidogan
olgusunda karbapenem (reten P. aeruginosa bildirilmistir'*®. Bu calismalarla yakin
zamanl olarak Toraman ve ark. Pseudomonas ve Acinetobacter suslarinda metallo -
laktamaz sikhgini fenotipik yontemlerle arastirdiklari ¢alismalarinda, Pseudomonas
suslarinin %24 iniin, Acinetobacter suslarinin ise %21 inin metallo B-laktamaz enzimi
sentezledigini rapor etmislerdir**®.

Bu bildirilerden sonra ulkemizdeki arastirmacilar karbapenemaz enzimlerinin
karakterizasyonu uzerine yogunlasmis ve glinimuze kadar pek ¢ok enzim tiplendirilerek
rapor edilmistir. Toraman ve ark. nin fenotipik calismasindan sonra Bahar ve ark.
ulkemizde ilk kez kardiyovaskuler operasyon gecirmis 53 yasindaki bir hastanin
solunum yolundan VIM-5 tipi metallo B-laktamaz (reten P. aeruginosa susunu
tiplendirmislerdir™>!. Bundan bir yil sonra anadoluda bir hastanede 2002 den &nceki
stoklanan suslarda VIM-5 enzimi belirlenmis enzimin genetik haritasi ¢ikariimistir'>2.
Bu calisma aslinda karbapenemaz enzimlerinin 2000°li yillardan 6ncede tlkemizde
varoldugunu ancak yetersiz arastirmalar nedeniyle tespit edilemedigini gdsteren bir veri
olarak kabul edilebilir. Bu baglamda yiksek mortalite ve morbidite rakamlariyla
seyreden karbapenem direncli gram negatif bakteri infeksiyonlarinin kontrol
edilebilmesi icin arastirma ¢alismalarinin dneminin anlasilmas: gerekmektedir.

Bir diger metallo B-laktamaz enzimi olan IMP ise tlkemizde ilk olarak Aktas ve
ark. tarafindan 2006 yilinda néroblastomals, 1 yasindaki bir cocuktan Istanbulda bir K.
pneumoniae susundan izole edilmis yapilan tiplendirme ¢alismasinda enzimin IMP-1
sub-tipine ait oldugu belirlenmistir*®, Es zamanh olarak cok uluslu bir antibiyotik
direnci calisma grubu olan SENTRY programinin sonuclar: yayinlanmig ve tlkemizde

bir E. cloaceae susunda IMP-1 enziminin tespit edildigi bildirilmistir*>*.
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Tim bu gelismeler 1s181inda 2006 yilina kadar en goze ¢arpici olanlar okzasilinaz
enzimlerinin baskinligi ve IMP, VIM tipi pB-laktamazlarin gosterilmesi oldugu
sOylenebilir. Nitekim bu cahsmalar gunimize kadar devam etmis 06zellikle

155160 Ozellikle karbapenemazlar

okzasilinazlara yogunlasan calismalar yapilmistir
konusunda ¢ok yogun calismalar yapmis olan ve 23. ECCMID kongresinde yasam boyu
onur odulune layik gorulen Patrice Nordmann 2012°de yayinladig:r derlemesinde
Turkiye'yi OXA-48in endemik oldugu bir llke olarak belirtmistir.

Klinik acidan okzasilinazlara ve metallo pB-laktamazlara oranla daha az tehlikeli
oldugu kabul edilen A sinifi karbapenemazlara baktigimizda ise en énemli tip olan KPC
enzimi Ulkemizden heniiz rapor edilmemistir. Ancak tum dinyada K.neumoniae
izolatlarinda gok sik tesit edilen bu enzimin ulkemizdede var olabilecegini tahmin
etmek cok zor degildir. Bunun disinda GES enzimi (zerine calismalar yapilmis,
ulkemizdeki ilk GES enzimini Ureten izolat Belgika'ya transfer olmus bir hastada
Bogaerts ve ark. tarafindan 2010 yihinda gbsterilmistir'®’. Daha sonra 2013 yilinda
Cicek ve Zeka'nin grublan tarafindan iki farkl arastirmada A. baumannii izolatlar:
tarafindan GES enzimi sentezlendigi bildirilmistir'®%.

Ulkemizde karbapenemazlarla yapilan calismalarin genellikle epidemiyolojik
veriler saglayacak tarzda oldugu gorilurken az sayidaki bazi arastirmacilar ise risk
faktorleri, yayihm mekanizmas: yada identifikasyon testlerinin verimliligi (zerine
calismalar yapmistir. Bu calismalardan biri olan Ergin ve ark.’min 2013 yilinda
sonuclarini yayinladig: arastirmada hastanelerindeki 2004-2010 yillar1 arasinda invaziv
A. baumannii izolatlarinin yayihm mekanizmalar1 incelenmis, sonuc¢ olarak
karbapenemaz enzimleri arasindaki baskinligin yillar igerisinde OXA-58"den OXA-23'e
kaydigint ve goklu ilag direncli A. baumannii izolatlarinin hastaneleri uzun bir dénem
boyunca persiste edebildigini rapor etmislerdir'®*. Bir baska calismada ise Balci ve ark.
2012 yilinda, nozokomiyal A. baumannii izolatlarinda imipenem direnci ile iligkili risk
faktorlerini arastirmis ve sonug olarak hastanede yatis sdresinin uzamasinin, santral
kateter varliginin ve dnceden karbapenem tedavisi almig olmanin imipenem direnci ile
iliskilendirilebilecek risk faktorleri oldugunu ayrica hastanelerindeki infeksiyon nedeni
A. Dbaumannii izolatlarinda imipenem direncinin %50 gibi korkutucu dizeylere

ulastigin: bildirmislerdir'®.
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2.8. Sonug

Tim dinyada karbapenem direnci korkutucu bir boyuta ulasmis ve yine yeni
antibiyotik kesiflerinin beklenildigi esik bir doneme girilmistir. Turkiye de ise yapilan
arastirmalarin kalite ve sayr acisindan az olmast hem durumun farkli oldugunu
soyleyebilmeyi hem de gelecege umutla bakmay: zor kilmaktadir. Ozellikle metallo -
laktamaz enzimlerinin Ulkemizdeki kesfi ve okzasilinazlar agisindan endemik kabul
edilebilecek dizeye ulasmas: endise verici iken kesfedilmeyi bekleyen ancak sinsice
aramizda dolasan klonlarin olabilecegi gercegi gdzden kacirilmamalidir.

Sonug olarak global antibiyotik direnci sorunu disinda Turkiye 6zelinde esas
problemin arastirma, gelistirme ve uygulama alaninda oldugu, bu baglamda
epidemiyolojik c¢alismalarin artirilmasinin yanisira direng ve yayilim mekanizmalar
uzerine yogunlasan calismalarin desteklenerek sayisinin ve Kalitesinin artirilmasi
gerektigi ve varolan infeksiyon kontrol stratejilerinin gelistirilerek uygulama

asamasinda basariya gotlrecek onlemler alinmasi gerektigi distnulmustdr.
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3. GEREC VE YONTEM

Subat 2012 ve Mart 2013 tarihleri arasinda kalan bir yillik stire zarfinda
Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Adana
Arastirma ve Uygulama Hastanesi ve Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde cesitli klinik ve polikliniklerde alinan 6érneklerde karbapenem direncli
Enterobacteriaceae Uyeleri aranmis, tespit edilen Orneklerde antibiyotik duyarlilik
testleri ile fenotipik olarak, PCR ve Dizi Analizi yontemleriyle genotipik olarak
karbapenemaz enzimleri arastirilmastir.

Calisma plan1 su sekilde olusturuldu;

1. Merkezlerde karbapenem direncli gram negatif basil 6n tanili izolatlarin tespiti
ve C.U.T.F. Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 bélimiine transportu

2. Test suslarinin  mikrobiyolojik ve biyokimyasal testlerle tamisal olarak
dogrulanmasi, Modifiye Hodge testi ile karbapenem direncinin gésterilmesi ve
ileriki calismalar igin stoklanmasi

3. CLSI kriterlerine gore Disk Diflizyon metoduyla cesitli antibiyotiklere karsi
duyarlilik testlerinin gerceklestirilmesi

4. Molekiler galismalar icin DNA eldesi ve PCR ile karbapenemaz genlerinin
amplifikasyonu

5. Cogaltilan genlerin Dizi Analizi

3.1. Merkezlerde karbapenem direncli gram negatif basil 6n tanih

izolatlarin tespiti ve C.U.T.F. Mikrobiyoloji Anabilim Dalh béliimiine

transportu

Subat 2012 ve Mart 2013 tarihleri arasinda kalan 1 yillik sure zarfinda Cukurova
Universitesi Tip Fakiltesi, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Adana Arastirma ve
Uygulama Hastanesi ve Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde
cesitli klinik ve polikliniklere basvuran hastalardan izole edilmis klinik 6rneklerde
karbapenem diren¢ gram negatif basiller aranmistir. Karbapenem direncli bakterilerin

tespiti merkezlerde VITEKII sistemiyle yapilmis, herhangi bir karbepeneme direng
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belirlenen gram negatif basiller kati Macconkey Agar veya %7 Koyun kanli Agar

besiyerinde bolimuze en ge¢ 2 gln icerisinde ulastiriimigtir.

3.2.Test suslarnmin mikrobiyolojik ve biyokimyasal testlerle tamsal olarak

dogrulanmasi, Modifiye Hodge testi ile karbapenem direncinin gosterilmesi

ve ileriki calismalar icin stoklanmasi

Bolume gelen ornekler ilk olarak taninin dogrulanmas: amaciyla cesitli testlere
tabii tutulmustur. Aranan tir tek tip olmadigindan 6n taniya gore rutin mikrobiyolojide

kullanilan cesitli mikrobiyolojik ve biyokimyasal testlerden yararlaniimistir.

3.2.1. Mikrobiyolojik Testler ve Besiyerleri

3.2.1.1. Gram Boyama

Gram boyama yontemi su sekilde uygulanmistir:

a) Preparat hazirlandi, kurutuldu ve tespit edildi.

b) Kristal violet (veya metil violet) solusyonu ile 2-3 dakika boyand.

c) Boya dokildi ve preparat Uzerine lugol solusyonu konarak 1-2 dakika
beklendi. Lugol solusyonu dokdldd.

d) Absolut alkolde dekolere edildi (alkol renksiz akincaya dek).

e) Su ile yikand:.

f) Safranin (veya eosin, sulu fuchsin) ile 5-10 saniye boyand.

g) Su ile yikanarak boya giderildi.

h) Kurutma kagidinda (veya havada) kurutuldu.

i) Sedir yagi konarak immersiyon objektifi ile muayene edildi. Bu yéntemle mor
gorilen mikroorganizmalar Gram pozitif ve pembe gorilenler de Gram negatif

olarak degerlendirildi.

3.2.1.2. Macconkey Besiyeri
Peptone from casein 17,0 g/L
Peptone from meat 3,0 g/L
NaCl 5,0 g/L

Lactose 10,0 g/L

Bile salt mixture 1,5 g/L
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Neutral red 0,03 g/L
Crystal violet 0,001 g/L
Agar-agar 13,5 g/L

Hazir karisstmini iceren Macconkey Agar (MERCK®-1.05465.0500) damitik su
icinde eritildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'a sogutulup
Petri kutularina 12,5'er mL dokdldu.

3.2.1.3. Endo Besiyeri
Et ekstresi (MERCK®1.03979) 3gr

Pepton (DIFCO®63928JB) 1

NaCl (MERCK®1.06400) 5gr
Agar (LAB M® MC2) 20 gr
Distile Su 1000 mi
(pH7,3+0,2)

Karigim 121°C’de 15 dakikada otoklavda steril edildi. Soguduktan sonra Uzerine,
%20’lik laktozdan (EGAS® DMV) 50 ml, %10 Na2SO3 (SIGMA® 239321)’den 24 mi
ve %10 fuksin (SIGMA® B0904)’den 4 ml eklendi.

3.2.1.4. EMB Besiyeri
Peptone 10,0 g/L;
KoHPO,4 2,0 g/L;

Lactose 5,0 g/L;

Sucrose 5,0 g/L;

Eosin Y yellowish 0,4 g/L;
Methylene Blue 0,07 g/L;
Agar agar 13,5 g/L.

Hazir karistmini iceren Eosin Metilen Blue Agar (HIMEDIA®-M022-500G)

damitik su iginde eritildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'a
sogutulup Petri kutularina 12,5'er ml dokald.
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3.2.1.5. Oksidaz Testi

Bu test yapilirken Tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorlr ayiract kullanildi.
Bir parca filtre kagidi %1'lik ayira¢ ile islatilarak besiyeri plaginda Ureyen bakteri
kolonilerinden 6ze yardimiyla kiclk bir maiktar alinarak, ayiracla islatilan bdlgeye
koloni suriildd. Agik mavi olan ayiracin rengi koloniden sirtintu yapilan bolgelerde 10-

20 sn icinde koyu mavi, laciverde donUstyorsa test pozitif kabul edildi.

3.2.1.6. Katalaz Testi

Kati besi yerinde (kanl: agar haric) Gremis olan mikroorganizma kolonilerinden
platin 6ze (veya cam baget) yardimi ile yeterli miktarda alinarak temiz ve yagsiz bir
lamin Gzerine konuldu. Sonra buna % 30 luk hidrojen peroksidden bir damla damlatildi
veya besiyerinde Uremis kultlr Gzerine % 3 Uk hidrojen peroksid'den 3-4 damla ilave
edildi. Hidrojenperoksid katilmasindan sonra kabarciklarin gorilmesi veya c¢ikmasi
pozitif reakiyon olarak degerlendirildi. Supheli durumlarda mikroskop altinda muayene

yapildi.

3.2.2. Biyokimyasal Testler

3.2.2.1. IMVIC Testleri
Indol, Metil red, Voges-Proskauer ve Sitrat, (Citrat) testlerinin ilk harflerinden
olusmustur. Vi 'deki "i" kuctk harf olarak yazilir ve sadece okuma kolayhig: saglar. Bu

testler koliform grup bakterilerin ayrimi i¢in kullanildi.

3.2.2.1.1. indol Testi

Mikroorganizmalar sivi besi yerine veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37 °C
de 1-5 giin inkubasyona birakildi. Kiltlrlerin Gzerine kovacs (veya Ehrlich) ayiracindan
0.5 ml ilave edildi ve iyice karistirildi. Tuplerin Gst kisminda bir iki dakika iginde
kirmiz1 bir halkanin olusmasi pozitif reaksiyon (indol formasyonunu) olarak kabul
edildi. Sarims1 halka indolun olusmadigini gosterdiginden test sonucu negatif kabul
edildi.

3.2.2.1.2. Metil Kirmzis1 Testi

Uremis klturlerden, besi yerlerine ekimler yapild: ve tiipler 37 °C de 2-7 giin

inkubasyona birakildi. Uzerine metil kirmizisi solusyonunundan 4-5 damla damlatilds
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ve iyice karistinldi. Metil red, besi yerine damlatildiktan sonra Ustte kirmizi renkli bir
halkanin meydana gelisi pozitif metil kirmizisi testi olarak kabul edildi. Negatif

reaksiyon halinde Ust tarafta sar1 bir halka gorildd.

3.2.2.1.3. Voges-Proskauer Testi

Iginde glikoz bulunan bufferl: besi yerine kiilturlerden ekildi ve 37°C de 2-7 giin
inkube edildi. Bu sirenin sonunda kultirlere ve ekilmemis tiiplere ayiragtan (O'Meara)
1 ml ilave edilerek hafifce calkalandi ve su banyosunda (37°C de) 4 saat tutuldu.
Aralikli olarak hafifce calkalandi. Besiyerinin Usttinde 2-5 dakika i¢inde pembe rengin
olusu, acetoin varligin1 ortaya koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul edildi. Eger
sar1 renk meydana gelirse negatif olarak dikkate alindi.

3.2.2.1.4. Sitrat Testi

Muayeneleri yapilacak saf kilturler steril fizyolojik su veya buffer ile biraz
sulandirildiktan sonra besi yerlerine ekimler yapildi ve tupler 2-7 gin 37 °C
inkubasyonda tutuldu. Besiyerine igne ile inokulasyon yapildi ve yatik ylzeye de igne
suruldd. Simmons citrate besiyerinde, uygun bir inkubasyon siresi sonunda higbir
uremenin olmamas: ve ortamin orijinal yesil rengini muhafazas: negatif reaksiyon ve
ekim hatt: boyunca treme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif
reaksiyon olarak degerlendirildi.

indol testi Metil kirmizisi testi

Sekil 11. IMVIC testinde pozitif ve negatif sonu¢ ahinmis 6rnekler.

41



3.2.2.2. BD-CRYSTAL® Enteric/ Non-fermenter identifikasyon Testi

BBL Crystal Enteric/Nonfermenter (E/NF) Identification (ID) System
(Enterik/Fermente Etmeyen (E/NF) Tanimlama (ID) Sistemi), Enterobacteriaceae
ailesine ait aerobik gram negatif bakterinin ve bazi daha sik izole edilen, glikozu
fermente eden ve fermente etmeyen gram negatif basilin tanimlanmasina yoneliktir.
BBL Crystal E/NF ID Sistemi kicultilmus bir tanimlama yontemidir. Kullanilan pek
cok test, klasik yontemlerin modifikasyonudur. Bunlarin arasinda fermantasyon,
oksidasyon ve cesitli substratlar icin degradasyon ve hidroliz testleri yer alir. Ayrica
mikroplarin gesitli substratlart metabolize etmek icin kullandigi enzimleri tespit etmek
icin kromojen bagli substratlar da bulunmaktadir.

Bir inklbasyon sirecinin ardindan kuyucuklar renk degisimleri agisindan
incelendi. Sonucta ortaya c¢ikan 30 reaksiyonluk model, tanimlama isleminin temeli
olarak kullanilan on haneli profil numarasina donusturildi. Genis bir yelpazedeki
mikroorganizmalar1 kapsayan 30 BBL Crystal E/NF ID substratinin biyokimyasal ve
enzimatik reaksiyon modelleri BBL Crystal E/NF 1D veritabaninda saklandi.
Tanmimlama islemi, test izolati reaksiyon modelinin  veritabaninda tutulanlarla

karsilastirmali olarak analiz edilmesinden tiretildi.

Sekil12. BBL Crystal Enteric/Nonfermenter (E/NF) Identification (ID) System (Enterik/Fermente
Etmeyen (E/NF) Tammmlama (ID) Sistemi), ile Enterobacteriaceae ailesine ait aerobik gram
negatif bakterinin tanimlanmasi. Alt tarafta plak gorilmektedir.
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3.2.3. Modifiye Hodge Testi ile karbapenem direncinin dogrulanmasi

Test, IPM’ye duyarl bir bakteri kdkeninin, karbapenemaz ureten bir bakteri ile
birlikte bulundugunda IPM varliginda Ureyebilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testte
IPM’ye duyarl bakteri kdkeni olarak E. coli ATCC 25922 kullanildi. E. coli kdkeninin
kanl agardaki taze kultirinden MHB’ye 0.5 Mc Farland bulanikliginda stspansiyonu
yapildi. Ardindan bakteri stspansiyonunun MHB’de 1:10 sulandirim: yapilarak, steril
ekiivyon yardimiyla MHA (zerine homojen inokilasyonu saglandi. Besiyeri yuzeyinin
kurumasini takiben besiyerinin merkezine IPM diskiyerlestirildi. Test edilecek kokenin
kanl agardaki taze kultirinden 6ze ilebakteri kolonileri toplandi ve IPM diskinin bir
ucundan baslayarak besiyeri kenarina dogru bakteri ekimi yapildi. Bu sekilde her plakta
biri pozitif, biri negatif kontrol olmak uUzere toplam iki izolat calisilmis oldu.
Inokilasyonu takiben plaklar 35°C - 37°C’de 18 saat inklbe edildi. Standart E. coli
kdkenine bagli olusan inhibisyon zonunun test susunun tremesinin bulundugu bolgede
azalmas: ve bu bdlgede E. coli Gremesinin gorilmesi pozitif test sonucu olarak kabul
edildi.

Sekil 13. Modifiye Hodge Testi yapilmas iki izolatin gériinimi. Ustteki izolat karbapenemaz pozitif
alttaki izolat ise negatiftir.
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3.2.3.1. Mueller-Hinton Broth
Meat infusion 2,0 g/L

Casein hydrolysate 17,5 g/L
Starch 1,5 g/L

Hazir karisgimini iceren MHB (HIMEDIA) damitik su iginde eritildi ve otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'a sogutulup tuplere 2'ser mL dokildd.

3.2.3.2. Mueller-Hinton Agar
Meat infusion 2,0 g/L

Casein hydrolysate 17,5 g/L
Starch 1,5 g/L

Agar-agar 13,0 g/L.

Hazir karisgtmint iceren MHA (HIMEDIA®-M1084-500G) damitik su iginde
eritildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'a sogutulup Petri

kutularina 12,5'er mL dokulda.

3.3. CLSI kriterlerine gore Disk Diflizyon metoduyla cesitli antibiyotiklere

kars1 duyarlhihk testlerinin gerceklestirilmesi

Izolatlarin gesitli antibiyotiklere duyarlihiklarimin arastirildig Kirby-Bauer Disk
Diflizyon testi CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) kriterleri Ocak
2013’te yayinlanan “Performance Standarts for Antimicrobial Susceptibility Testing;
Twenty-Third Informational Supplement (M100-S23)” rehberinde yer alan Tablo 2A-
Zone diameter and Minimal inhibitory Concentration (MIC) Interpretive Standarts for

Enterobacteriaceae daki dnerilere gore gerceklestirilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. CLSI'in Enterobacteriaceae icin antibiyotik duyarhhk testlerinde kullamimak {zere
belirledigi zon caplar.

Antibiyotikler Zon Caplarr (mm)

S (Duyarh) I (Orta direngli) R (Direngli)
Penisilinler
Ampisilin >17 14-16 <13

B-laktam+betalaktamaz

kombinasyonlari

Ampisilin+Sulbaktam >15 12-14 <11
Amoksisilin+Klavulanat >18 14-17 <13
Piperasilin+Tazobaktam >21 18-20 <17
Sefalosporinler

Sefotaksim >20 23-25 <22
Sefoksitin >18 15-17 <14
Sefepim >18 15-17 <14
Monobaktam

Aztreonam >21 18-20 <17

Karbapenemler

Ertapenem >22 19-21 <18
Imipenem >23 20-22 <19
Meropenem >23 20-22 <19
Aminoglikozidler

Gentamisin >15 13-14 <12
Tetrasiklinler

Tetrasiklin >15 12-14 <11
Florokinolonlar

Siprofloxasin >21 18-20 <15
Folat yolu antagonistleri

Trimetoprim+Sulfometaksazol >20 11-15 <10
Polimiksinler

Kolistin >2 4 <8
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3.3.1. Kirby Bauer Disk Diflizyon Testi

Calismaya alinan kokenlerin  “Clinical Laboratory Standards Institute’
kriterlerine gore, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile gesitli antibiyotikler icin sinir
degerleri Olculdl (Tablo 4 ve 5). 18-20 saatlik taze kiiltir pasajlarindan saf olarak elde
edilen bakteri kolonileri kullanildi. Bu kolonilerden elde edilen bakterilerden MHB’de
0.5 McFarland bulanikliginda (108CFU/ml) bakteri stspansiyonu hazirlanarak steril
ekivyon ile dnceden hazirlanan MHA plaklarina yayildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasin
takiben antibiyotik diskleri birbirinden en az 22 mm uzaklik olacak sekilde besiyeri
Uzerine yerlestirildi. Bir gece 35°C -37°C’lik etlivde 18-20 saat inkiibe edildi.
Antibiyogramlar  18-20 saatlik inkibasyondan sonra zon c¢aplart Olgulerek

degerlendirildi.

Sekil 14. Kirby-Bauer disk diflizyon testi sonucu test edilen bitiin antibiyotiklere direncli oldugu
gorulen bir test izolatu.

3.3.2. Kullanilan Antibiyotik Diskleri
Kirby-Bauer Disk Diflizyon testinde kullanilan antibiyotik diskleri, kisaltmalar

ve konsantrasyonlar: Tablo 5°te verilmistir.
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konsantrasyonlar:

Tablo 5. Kirby-Bauer Disk Diflizyon testinde kullanilan antibiyotik diskleri, kisaltmalar:

Antibiyotikler

Kisaltma Disk Difuizyon
yonteminde kullamlacak
diskin antibiyotik igerigi

Penisilinler

Ampisilin AM 10 pg
B-laktam+betalaktamaz

kombinasyonlari

Ampisilin+Sulbaktam SAM 10/10 ug
Amoksisilin+Klavulanat AMC 20/10 pg
Piperasilin+Tazobaktam TPZ 100/10 pg
Sefalosporinler

Sefotaksim CTX 30 ug
Sefoksitin FOX 30 ug
Sefepim FEP 30 g
Monobaktam

Aztreonam ATM 30 ug
Karbapenemler

Ertapenem ETP 10 pg
Imipenem IPM 10 ug
Meropenem MEM 10 pg
Aminoglikozidler

Gentamisin CN 10 ug
Tetrasiklinler

Tetrasiklin TE 30 g
Florokinolonlar

Siprofloxasin CIP 5 ug
Folat yolu antagonistleri

Trimetoprim+Sulfometaksazol SXT 1,25/23,75 ug
Polimiksinler

Kolistin CL 10 pg
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3.4.Molekuler cahsmalar igcin DNA eldesi ve PCR ile karbapenemaz

genlerinin amplifikasyonu

3.4.1. Ekstraksiyon ve Amplifikasyon islemlerinde kullamlan kimyasal

solUsyonlar ve enzimler

3.4.1.1. TE Buffer

Tris HCI (SIGMA T-3253): 0,1576 gr
EDTA (AMRESCO 0105-500): 0,0372 gr
Distile Su:100 ml

(pH 8.0)

3.4.1.2. dNTP Karisimi

(25pmol her biri) (Fermentas R0181)
(2,5 mM herbiri, toplam 10mM)
dATP (100 mM): 25 ul

dCTP (100 mM): 25

dGTP (100 mM): 25 pl

dTTP (100 mM): 25 ul

Distile su: 900 pl.

-20°C’ de sakland:.

3.4.1.3. Marker

Gene Ruler 200bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 50bp DNA Ladder (Fermentas SM0323)

3.4.1.4. Tag DNA polimeraz enzimi
(Fermantas EP0402) 5U/ pl

10X PCR tampon ¢ozelti

25 mM MgCI2
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calisan

3.4.1.5. 10xTBE Soliisyonu

Tris-base (SIGMA T-1503): 108gr

Borik Asit (MERCK 1.00165.0500): 55gr

EDTA (AMRESCO 0105-500): 7,44gr

(pH 8.4) ve Ultra pure su ile 2000ml ’ye tamamland.

3.4.1.6. Etidyum bromid
Etidyum bromid(Sigma E8751) (1000X, 5mg/ml): 0,59
Distile su: 100ml

Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi. +4°C’ de saklandi.

3.4.2. DNA Eldesi
DNA ekstraksiyonu amaciyla cam boncuklarla mekanik lizis prensibine dayah
MICKLE (The Mickle Lab.Engeneering Co. Ltda, Gomshall, Surrey, UK) cihazi

kullaniimagtur.

1.

Saf olarak elde edilen ornekler distile su ile Mc Farland 5 bulanikliginda
stspanse edildi.

Hazirlanan bakteri suspansiyonundan 500ul ependorf tupe alinarak, 8000 xg
de 3 dakika oda 1sisinda santriftij (HERAEUS Biofuge Primo R) edildi.

Ust s1v1 atilip ve pelletin tizerine 500 ul TE buffer (10mM TrisHCI, 0.1 mM
EDTA, pH7.5) eklendi.

Daha sonra 1000C’de, 10 dakika kuru 1s1 blogunda (BIOSAN Termoblock
TDB-120) tutuldu.

500 ul bakteri stispansiyonuna 150 pl boncuk( SIGMA) konuldu ve Mickle
cihazinda (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle Labratory Engineering Co.
Ltd.) maksimum hizda (10), 7 dakika mekanik lizise ugratildi.

12.000 xg de 10 dakika santrifiij edildi.

200 pl stipernatant alinip ve yeni bir ependorfa aktarild:.

Ekstraksiyonu tamamlanan orneklerle islemin basarili olup olmadigini test
etmek igin Spektrofotometre (CHEBIOS s.r.l. Optimum-One UV-VIS
Spectrophotometer) ile 260nm’de DNA 6l¢imi yapildi. Ekstraksiyon sonucu
elde edilen DNA konsantrasyonu 0.1-1.2 pg/ul arasi olan érnekler ¢alismaya
dahil edildi.
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Sekil 15. DNA 6l¢imlerinin yapildigi Spektrofotometre cihazi.

3.4.3. PCR ile karbapenemaz genlerinin amplifikasyonu

Ekstrakte edilen DNA o&rnekleri ilk énce karbapenemaz genlerinin varligi
acisindan degerlendirilmek tizere Tablo 6 daki primerler kullanilarak multiplex-PCR ile
amplifikasyona sokuldu. Daha sonra dizi analizi ile tiplendirilmesi gerektigi distnilen
orneklere daha spesifik olan Tablo 7°deki primerlerle tekrar tim gen bolgesi
amplifikasyonu yapildi. Amplifikasyon sartlari GenBank’tan alinan tim karbapenemaz
gruplarint ~ temsil eden referans diziler BLAST program:  kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) diizenlendi.

Amplifikasyon islemleri; 5 pl 10x PCR buffer, 3.5 mM MgCI2, herbir ANTP den
200 pM, 0.5ul primer (100pmol/ ul stok soliisyondan), 3 U Taqg polymerase ve 1 pl

kalip plazmid DNA (100ng/ul) ve steril distile su ile toplam 50 pl’ye tamamlanan PCR
karistminda gerceklestirildi.  Amplifikasyon asamalari termal dongu cihazinda
(APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) asagidaki dongu sirasina gore
tamamlandi:
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

94°C’de 3 dak. ilk denaturasyon

94°C’de 30 sn. denaturasyon

55-60°C’de 40 sn. baglanma (annealing) 40 siklus
72°C’de 40 sn. uzama (extension)

72°C’de 10 dak. son uzama

Sonuglarin degerlendirilmesi igin, 1X TBE i¢inde % 1,5 agaroz jel hazirlandi ve
mikrodalga firinda eritildi. 50 ml eriyik icine 5 mg/ml etidyum bromid ¢6zeltisinden 5
ul eklendi ve jel kasetine dokuldd, taraklar yerlestirilerek donmaya birakildi. PCR
urinleri jel yukleme tamponu ile 1/5 oraninda (3 pl jel yukleme tampon ¢ozeltisi + 15
ul gogaltilmis Griin ) karistirilarak her bir kuyuya 18 ul, ardisik iki kuyuyada GeneRuler
50 ve 100 bp DNA Ladder Plus marker olacak sekilde jele aktarildi. Jel 1X TBE icinde
120 V uygulanarak 60 dakika yurutaldi (Sekil 16). Sonuglar UV 1siga altinda
goruntulendi. Gel logic 1500 imaging system (ayrim guci: 1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant gortnttlerinin fotografi gekildi.
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Tablo 6. Multiplex-PCR da kullamlan primerler*®® ',

PCR set ismi ve hedeflenen B-laktamaz genleri Primer Ismi (5’=3’) Dizilim Amplikon
Multiplex | MultiTSO-T_for CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 bp
TEM, SHV ve OXA-1-like MultiTSO-T_rev CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
MultiTSO-S _for AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 bp
MultiTSO-S_rev ATCCCGCAGATAAATCACCAC
MultiTSO-O_for GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564 bp
MultiTSO-O_rev GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
Multiplex 11 MultiCTXMGp1_for TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688 bp
CTX-M group 1, MultiCTXMGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
group 2 ve group 9 MultiCTXMGp2_for CGTTAACGGCACGATGAC 404 bp
MultiCTXMGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
MultiCTXMGp9_for TCAAGCCTGCCGATCTGGT 561 bp
MultiCTXMGp9_rev TGATTCTCGCCGCTGAAG
CTX-M group 8/25 CTX-Mg8/25_for AACRCRCAGACGCTCTAC 326 bp
CTX-Mg8/25_rev TCGAGCCGGAASGTGTYAT
Multiplex 111 MultiCaseACC_for CACCTCCAGCGACTTGTTAC 346 bp
ACC, FOX, MultiCaseACC_rev GTTAGCCAGCATCACGATCC
MOX, DHA, CIT ve EBC MultiCaseFOX_for CTACAGTGCGGGTGGTTT 162 bp
MultiCaseFOX rev CTATTTGCGGCCAGGTGA
MultiCaseMOX_for GCAACAACGACAATCCATCCT 895 bp
MultiCaseMOX _rev GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA
MultiCaseDHA_for TGATGGCACAGCAGGATATTC 997 bp
MultiCaseDHA rev GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG
MultiCaseCIT_for CGAAGAGGCAATGACCAGAC 538 bp
MultiCaseCIT _rev ACGGACAGGGTTAGGATAGY
MultiCaseEBC_for CGGTAAAGCCGATGTTGCG 683 bp
MultiCaseEBC rev AGCCTAACCCCTGATACA
Multiplex IV MultiGES_for AGTCGGCTAGACCGGAAAG 399 bp
VEB, PER ve MultiGES_rev TTTGTCCGTGCTCAGGAT
GES MultiPER_for GCTCCGATAATGAAAGCGT 520 bp
MultiPER_rev TTCGGCTTGACTCGGCTGA
MultiVEB_for CATTTCCCGATGCAAAGCGT 648 bp
MultiVEB rev CGAAGTTTCTTTGGACTCTG
Multiplex V MultiGES_for AGTCGGCTAGACCGGAAAG 399 bp
GES ve MultiGES_rev TTTGTCCGTGCTCAGGAT
OXA-48-like MultiOXA-48 for GCTTGATCGCCCTCGATT 281 bp
MultiOXA-48 rev GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
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Multiplex VI MultilMP_for TTGACACTCCATTTACDG 139 bp
IMP, VIM ve MultilMP_rev GATYGAGAATTAAGCCACYCT
KPC MultiVIM_forc GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 bp
MultiVIM revc CGAATGCGCAGCACCAG
MultikPC_for CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC 538 bp
MultiKPC_rev ACGACGGCATAGTCATTTGC
MGA SME-GAM-F GAGGAAGACTTTGATGGGAGGAT 334 bp
SME-1 SME-3 IMI-1 IMI-3, NMC-A SME-GAM-R TCCCCTCAGGACCGCCAAG
IMI-GS-F GGTGTCTACGCTTTAGACACTGGCTC 536 bp
IMI-GS-R GCACGAATACGCGCTGCACCGG
MGB GIM-GBM-F CGTTGCCAGCTTTAGCTCAGG 279 bp
GIM-1 SIM-1 NDM-1 SPM-1 GIM-GBM-R GCAACTTGATACCAGCAGTGCG
SIM-GBM-F TTGCGGAAGAAGCCCAGCCAG 613 bp
SIM-GBM-R GCGTCTCCGATTTCACTGTGGC
NDM-GBM-F CCCGGCCACACCAGTGACA 129 bp
NDM-GBM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
SPM-GBM-F GGGTGGCTAAGACTATGAAGCC 447 bp
SPM-GBM-R GCCGCCGAGCTGAATCGG
MGD1 023-GDM-F CCTGATCGGATTGGAGAACCAG 516 bp
OXA-23, -27, -49, -73, -133, -146 OXA-24 (= -33, -40), -25, -|  023-GDM-R GATGCCGGCATTTCTGACCG
26, -72, -139, -160 and [OXA-143, -182] OXA-48, -54 ve| 0Q24-GDM-F GGTCGATAATTTTTGGTTAGTTGGCCC 237 bp
[OXA-181] 024-GDM-R CCATTAGCTTGCTCCACCCAACCAG
048-GDM-F CCAAGCATTTTTACCCGCATC 389 bp
048-GDM-R GYTTGACCATACGCTGRCTGCG
MGD2 01-GD2M-F CAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCG 198 bp
OXA-1 (=30), -31, -47 OXA-2, -3, -15, -21, -32, -34, -36, -46, - | O1-GD2M-R GCTGTRAATCCTGCACCAGTTTTCCC
53, -141, -144, -161 02-GD2M-F GACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCG 256 bp
ve [OXA-118, -119] OXA-51 groupf 02-GD2M-R CYTTGACCAAGCGCTGATGTT
051-GD2M-F GACCGAGTATGTACCTGCTTCGACC 497 bp
051-GD2M-R GAGGCTGAACAACCCATCCAGTTAACC
MGD3 010-GD3M-F CGCCAGAGAAGTTGGCGAAGTAAG 138 bp
OXA-10 groupg ve [OXA-5] OXA-58, -96, -97, -164 010-GD3M-R GAAACTCCACTTGATTAACTGCGG
058-GD3M-F GTGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGC 630 bp
058-GD3M-R GGTCTACAGCCATTCCCCAGCC

Y=TorC;R=AorG;S=GorC;D=AorGorT.
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Tablo 7. PCR’la karbapenemaz genlerinin amplifikasyonu amaciyla kullanilan primerler*.

Enzim ailesi Primer Primer Dizisi (5”-3") amplikon
boyutu

A simifi
karbapenemazlar

NMC NMC1 GCATTGATATACCTTTAGCAGAGA 2158
NMC4 CGGTGATAAAATCACACTGAGCATA

IMI IMI-A ATAGCCATCCTTGTTTAGCTC 818
IMI-B TCTGCGATTACTTTATCCTC

KPC KPCf ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893
KPCr TTTTCAGAGCCTTACTGCCC

GES GESc GTTTTGCAATGTGCTCAACG 371
GESd TGCCATAGCAATAGGCGTAG

B sinifi

Karbapenemazlar

IMP-1 f TGAGCAAGTTATCTGTATTC 740
r TTAGTTGCTTGGTTTTGATG

IMP-2 f GGCAGTCGCCCTAAAACAAA 737
r TAGTTACTTGGCTGTGATGG

VIM-1 f TTATGGAGCAGCAACCGATGT 920
r CAAAAGTCCCGCTCCAACGA

VIM-2 f AAAGTTATGCCGCACTCACC 865
r TGCAACTTCATGTTATGCCG

SPM-1 SPM- CCTACAATCTAACGGCGACC 650
1f
SPM- TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
1r

GIM-1 GIM- AGAACCTTGACCGAACGCAG 748
1f
GIM- ACTCATGACTCCTCACGAGG
1r

SIM-1 SIM-1f TACAAGGGATTCGGCATCG 570
SIM-1r TAATGGCCTGTTCCCATGTG

NDM NDM- GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621
F
NDM- CGGAATGGCTCATCACGATC
R

D sinifi

karbapenemazlar

OXA-48 OXA- CGCTTCCACCCTAATTG
48-V
OXA- TACAAGCGCATCGAGCAT
48-R
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Sekil 16. Elektroforez islemlerinin uygulandig sistemler. Ustte 150 6rnek kapasiteli jel kahbi, altta
ise guic kaynagi ve elektroforez tanki gorilmektedir.

3.5. Cogaltilan genlerin Dizi Analizi

3.5.1. PCR urunlerinin saflastiriimasa

PCR drinlerinin saflastiriimasinda, dizi analizi tepkimelerini etkileyen, ortamda
kullanilmayan niikleotit ve primerlerin uzaklastirilmas: amaclanmigtir. CTX-M PCR
urunleri “SentroPure® PCR drinu saflagtirma & jelden DNA ekstraksiyon Kiti
(SENTROMER®)" saflastirma sistemi ile protokol’de onerildigi sekilde saflastirildi.
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1. Steril 1,5 ml tlp icerisine, her 1pl PCR Grtnd icin 4ul SG soliisyonu (DNA
immobilizasyonunu saglar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

2. Karisgim SentroSpin kolonuna (Aritma filtresi iceren ve toplama tuplnin
icine yerlesen kolon) aktarildi, 13000 rpm'de 1 dakika santriflj edildi ve
toplama tlpulnde toplanan sivi dékaldi.

3. Sentrospin kolonuna 500pl Solusyon SW (DNAnin aritilmasini saglar, pH
7,5) eklendi, 13000 rpm'de 1 dakika santriflij edildi ve toplama tupinde
toplanan sivi dokildu. Islem tekrarlandh.

4. Artma isleminden sonra SentroSpin kolonu 13000 rpm'de 1 dakika bos
olarak santrifuj edilerek kalan etanol uzaklastirild.

5. Sentrospin kolonu 1,5 mI'lik temiz bir mikrosantrifij tiplne yerlestirilerek
baslangic PCR 0rund miktar1 kadar Solusyon SE (DNAnin toplanmasini
saglar, pH 8,5) eklendi. SE sollisyonu kolonun tam ortasina eklendi. Oda
sicakhiginda 3 dakika bekletildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek
saf DNA topland:.

Bu saflastinlmis DNA 0Ornekleri spektrofotometrede DNA kantitasyonu
yapildiktan sonra dizi analizi ¢calismalarinda kullanilincaya kadar -20°C"de saklandi.

o \
Sekil 17. Saflagtirma islemlerinde kullanilan hazir SENTROMER® saflastirma Kiti.

3.5.2. Dizi analizi gahsmalan
Dizi analizi calismalari, “ABI Prism 310 DNA sequencer (Applied Biosystems)”
otomatize sistemi kullanilarak, “F.Sanger’in dideoksi zincir sonlandirma yéntemi”

prensiplerine gore dizi analizi yapildi.
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3.5.2.1. F.Sanger in dideoksi zincir sonlandirma yontemi

Bu yontemde dizisi belirlenecek olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik igin
kalip olarak kullanilir. DNAnin ¢ogaltilmasinda Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz
veya sequenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.

Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP” lerin (deoksiribonukleozit trifosfat)
yanmisira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’ leride
(dideoksiribonukleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir.ddNTP ler
3'uclarinda hidroksil grubu yerine H atomu icerdiginden DNA polimerazin aktivitesinin
durmasina neden olur ve buda hibridizasyon sirasinda zincir uzamasinin durmasina yol

acar.

2" deawycytidine &' triphosphate (dCTF) - 2', 3' dideoxycytidine Striphosphate (ddCTR)

NH; NH,
! !
h Ny WXy
H” | H|| | l’?ﬁ ht
\P} Phosphate
(ECP"@-—D—TH» DKT:‘/ CK\D (PB(P —0~CH, :\C'/ CK“D 7 goup
Y N
LD LD
Hiow 1 H Hg hH

Sekil 18. Solda normal bir dCTP molekuli,sagda ise bir dideoksinikleotid olan ddCTP molekulu
gorilmektedir.

Otomatize DNA dizi analizi su asamalardan olusmaktadir:

1. Ozgul primerin dizi analizi yapilacak hedef DNA kalibina tutunmasi

2. Floresan boyali ddNTP ve dNTP’lerin karisima ilave edilerek DNA
polimeraz aktivitesiyle yeni kalp DNA'ya komplementer DNA zincirinin
sentezi

3. Yeni sentezlenen DNA iplikgigi’nin sekans-spesifik bir ddNTP ile
sonlanmasi

4. Olusan drinlerin kapiller elktroforezde ydritilmesi
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Zincir sonlandirma yontemine dayanan otomatize DNA dizi analizinde PCR ile
cogaltilan saf haldeki hedef DNA ve bu DNA kalibina tutunacak bir primer
kullanilmaktadir. DNA polimeraz enzimi bu karisima eklendiginde primerin tutundugu
kalip deoksinikleotid trifosfat (dNTP) varliginda sentez reaksiyonunu baslatir.
Reaksiyon tlpinde ayrica herbiri farkli floresan boyalarla isaretlenmis ddNTP ler
bulunmaktadir. Hibridizasyon sirasinda ddNTP ler yeni sentezlenen iplikgige
eklendiginde sentez duracagindan DNA zincirinin daha fazla uzamas: engellenir.
Sekans spesifik olarak sonlandirilan DNA dizileri kapiller elektroforez ile yurdtalir. Bu
islem sirasinda sonlanan her bir dizide bulunan ddNTP’lerin yaydig: farkli dalga
boyundaki floresanslar sistemde bulunan dedektor tarafindan kaydedilerek bilgisayar
ortaminda DNA dizilerine gevrilir (Sekil 20). Otomatize DNA dizi analizi yonteminin

asamalar1 Sekil 19°te sematize edilmistir.

Reaksiyon

Kanyimi Tutunma

Orinler

*Tag DNApolimeraz

5000
f-.
*dNTFlar Oﬂ lé‘jﬁ
s, UEEMA ’

‘r‘l o Floresanh sdNTPler BOPC —TCALG

AGE C B Gl TR —TCAT
Frimee —p —TCATC D =
Denptimsyon ——TCATCT T
Halp DA e o G —TCATCTT: »
O warp o —mearemeg |\
A
@ Lazer
ot a1
o o
TCATCTTG ‘I"_ | Bitgisayar | e——ry Dedextér g |
\ &
|ﬁ / o

AR ) L

L ln i /
1 __r:_ L |-.= .l | ..;.
I-‘1 l"‘.-',jkjl-j (i1
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Sekil 19. Otomatize DNA dizi analizi yonteminin asamalari.
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Sekil 20. Farkh ddNTP lerin yaydig1 floresanslarin analiz edilmesi sonucu bllglsayar ortaminda
DNA dizilerine cevrildigi 6rnek goruntd.

Sekil 21. Bolumimuzde Dizi analizi islemlerinin gerceklestirildigi ABI Prism 310 DNA sequencer
(Applied Biosystems) sistemi.
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3.5.3. Dizi Analizi sonug¢larimn degerlendirilmesi

Dizi analizi ile elde edilen veriler, “National Center for Biotechnology
Information”  (NCBI) web sayfasindaki BLAST  programi  kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gen bankas: veri tabani ile karsilastirild.

Karsilastirmak icin “nucleotide-nucleotide blast” (blastn) programa segildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Subat 2012 ve Mart 2013 tarihleri arasinda kalan 1 yillik sure
zarfinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Bagkent Universitesi Tip Fakiltesi Adana
Arastirma ve Uygulama Hastanesi ve Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde cesitli klinik ve polikliniklerde alinan 6érneklerde karbapenem direncli
Enterobacteriaceae Uyeleri aranmis, tespit edilen Orneklerde antibiyotik duyarlilik
testleri ile fenotipik olarak, PCR ve Dizi Analizi yontemleriyle genotipik olarak

karbapenemaz enzimleri arastirilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Orneklerin merkezlere gére dagilimi

Merkez Gonderilen Toplam Ornek Sayisi
Cukurova U.Tip Fakiiltesi 91

Baskent U.Tip Fak.Aras.Hast. 25

Mustafa Kemal U.Tip Fak. 56

Merkezlerden toplanan drnekler cesitli kriterlere gore degerlendirilmis calisma
karbapenem direnci suphesi ile bélimuimdiize gonderilen izolatlar tan1 dogrulamasindan
sonra, MHT ile karbapenemaz (retimi ve genotipik olarak karbapenemaz genlerinin
arastirilmas: amaciyla stoklanmigtir. Karbapenem direnci agisindan c¢alisilan klinik
orneklere ait yas, cinsiyet, 6rnek alinan merkez ve bolim, klinik materyal bilgileri

Tablo 9 da verilmistir.
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Tablo 9. 3 merkezden toplanan orneklere ait bilgiler. Tam ve antibiyotik diren¢ verileri

hastanelerin kendi

tanimlama sistemi olan VITEK I

verileridir. Tezde bo6lim

labaratuvarimizda yaptigimiz cahsmalar sonucu elde edilen veriler esas alinmigtir.

od Merkez Cinsiyet Yas  Unite Materyal

1 C.UTF E 1 Gocuk Yogun Bakim Trakeal Aspirasyon
2 Q_U.T.F_ E 46 Reanimasyon Trakeal Aspirasyon
3 C.UTF. E 22 Yanik Unitesi Siiriinti

4 (;.U.T.F. E 5 Yanik Unitesi Surinti

S C.U.T.F. E 47 Reanimasyon BAL

6 C.UTF. E 53 Noroloji Servisi Strintii

7 C.UTF. K 36 Dahiliye Yogun Bakim-2 Trakeal Aspirasyon
8 Q_U,T,F_ E 26 Dahiliye Yogun Bakim-2 Trakeal Aspirasyon
g C.UTF. K 28 Yanik Unitesi Surintii

10 C.UTF E 53 Dahiliye Yogun Bakim-2 trakeal Aspirasyon
11 C.UTF E 46 Beyin Cerrahi yogun bakim Idrar

12 (;,U,T,F_ E 37 Dahiliye romatoloji ve imm . Ser Plevral Mayi

13 C.UTF. E 7 Cocuk Saghg: 2 servisi Trakeal Aspirasyon
14 C.U.T.F. K 4 Cocuk Alerji-immunoloji Poliklinik Bogaz struntist
15 (;.U_T_F. K 35 Dahiliye Onkoloji Servisi BOS(steril viiclt sivisi)
16 C.UTF. E 71 Uroloji Servisi idrar

17 QUTF E 13 Cocuk Nefroloji Poliklinigi idrar

18 C.UTF. E 26 Dahiliye Yogun Bakim-2 Kan

19 Q_U_T_F_ K 45 K hastaliklar1 ve Dogum Polikli. Vajen Suruntist
20 ({‘_U.T.F_ K 81 K hastaliklar: ve Dogum Polikli. Vajen Siirintlsi
21 C.UTF. E 4 Gocuk Nefroloji Poliklinigi Idrar

22 C.UTF E 27 Genel Cerrahi Servisi-2 sUrnti

23 C.UTF E 13 Cocuk Hematoloji Servisi Kan

24 C.UTF E 56 Dahiliye Onkoloji servisi Kan

25 C.UTF. E 0 Cocuk yenidogan 1 Servisi Trakeal Aspirasyon
26 (;.U.T.F. E 61 Dahiliye Gastroentoloji Servisi Balgam

27 C.UTF. E 46 Reanimasyon Trakeal Aspirasyon
28 QU.T.F_ K 70 Genel Cerrahi Yogun Bakim Vajen Srintlsi
29 Q_U_T_F. E 65 Dahiliye Hematoloji Servisi idrar

30 C.UTF. E 56 Dahiliye Onkoloji Servisi Kan

31 Q_U_T_F_ K 65 Dahiliye Yogun Bakim-2 Trakeal Aspirasyon
32 C.UTF. K 59 Dahiliye Yogun Bakim-2 Kan

33 C.UTF E 20 Yanik Unitesi Siiriinti

34 C.UTF E 55 Reanimasyon Trakeal Aspirasyon
35 C.UTF E 15 Cocuk Sagligi 1 servisi Balgam

36 (;.U.T.F. E 51 Dahiliye Gastroentoloji Servisi Periton Mayi

37 C.UTF. E 47 Reanimasyon Trakeal Aspirasyon
38 Q_U,T,F_ K 36 K hastaliklar1 ve Dogum Polikli. Vajen Siriintist
39 Q_U_T_F_ K 49 K hastaliklar: ve Dogum Polikli. Vajen Strintlsi
40 C.UTF. E 71 Dahiliye Onkoloji Servisi Idrar

41 Q_U_T_F_ K 42 Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon H idrar

42 ({‘_U.T.F_ K 41 K hastaliklar1 ve Dogum Polikli. Vajen surintisi
43 C.UTF. K 4 Yanik Unitesi Striinti

44 C.UTF. K 5 Yanik Unitesi Kan

45 Q_U_T_F_ E 19 Beyin Cerrahi yogun bakim Balgam

46 (;_U.T.F_ E 73 Klinik Bakteriyoloji veEnfeksiyon H Ply

47 C.UTF E 48 Plastik ve Rekonstriiktif Cerr. Servis Puy

48 C.UTF. E 19 Beyin Cerrahi yogun bakim Balgam

49 (;.U_T_F. E 51 Dahiliye Gastroentoloji Servisi Kan

50 C.UTF. E 1 Cocuk Yogun Bakim Trakeal Aspirasyon
51 C.U.TF. K Yanik Unitesi Surintu

52 C.UTF. K 59 Dahiliye Yogun Bakim-2 Kan

53 Q_U_T_F_ E 46 Dahiliye Hematoloji Servisi Kan

54 Q_U,T,F_ E 32 Beyin Cerrahi yogun bakim Ply

55 Q_U_T_F_ K 30 Genel Cerrahi Yogun Bakim Strintd

56 C.UT.F K 0 Stit gocugu Servisi Strintd
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
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80
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82
83
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85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
CUTF
B.UTFAH.
B.U.T.FAH.
B.U.T.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.U.T.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.UT.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.UT.FAH.
B.U.T.FAH.
B.U.T.FAH.
H.M.K.U.T.F.H.
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64
55
19
32
32
32
65
15
62
50
73
59
19
66
53
79
66
15
37
48
76

52
23

Dahiliye Nefroloji Servisi
Dahiliye Yogun Bakim-2
Gogls Hastaliklar: Servisi
Cocuk Yogun Bakim
Reanimasyon

Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Cocuk Yogun Bakim
Dahiliye Yogun Bakim-2
Dahiliye Yogun Bakim-2
Dahiliye Yogun Bakim-2
Cocuk Saghg 2 servisi
Cocuk Cerrahi Servisi

Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon H

Reanimasyon
Yanik Unitesi

Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon H

Dermatoloji Servisi
Cocuk Nefroloji Poliklinigi
Dahiliye Yogun Bakim-2

Kalp Damar Cerrahi Post-Op Bakim U

Cocuk Acil Tip

Gogls Hastalhiklar Servisi
Dahiliye Onkoloji Servisi
Beyin Cerrahi yogun bakim
Dahiliye Onkoloji Servisi
Dogumhane

Dahiliye Yogun Bakim-2
Beyin Cerrahi yogun bakim
Dahiliye Onkoloji Servisi
Cocuk Yogun Bakim
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Servis bilgisi mevcut degil
Reanimasyon

Idrar

Kan

Balgam

Trakeal Aspirasyon
Trakeal Aspirasyon
Sdruntd

Surintu

Surdntu

Suruntu

Surdntu

Kan

kan

Kan

Kan

Trakeal Aspirasyon
idrar

idrar

BAL

Kan

Abse

Ply

Idrar

Trakeal Aspirasyon
Trakeal Aspirasyon
idrar

Balgam

Kan

Trakeal Aspirasyon
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Dahiliye Onkoloji Servisi
Dahiliye Onkoloji Servisi
Kardiyoloji Servisi

Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon H
Dahiliye Yogun Bakim-2
Cocuk Enfeksiyon Servisi
Cocuk Enfeksiyon Servisi
Genel Cerrahi Yogun Bakim
Uroloji Poliklinigi

Uroloji Poliklinigi

Dahiliye Hematoloji Servisi
Cocuk Yogun Bakim

Cocuk Yogun Bakim
Dahiliye Yogun Bakim-2
Dahiliye Yogun Bakim-2
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Dahiliye Nefroloji Servisi
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Kan

Kan

Kan

BAL

Kan

idrar

idrar

Trakeal Aspirasyon
Kan

Trakeal Aspirasyon
Periton Mayi
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Cinsiyet acisindan ¢alismaya dahil edilen 6rneklerin 114 Uniin Erkek bireylerden
58’inin ise Kadin bireylerden olustugu gortlmistir. Erkeklerin ortalama yasi 38.4 iken,
kadinlarda ortalama yasin 37.75 oldugu, calismaya katilan tim hastalarin ortalama
yasinin ise 38.1 oldugu belirlenmistir.

Calismaya cesitli servis, klinik ve polikliniklerdeki hastalardan ve cesitli
materyallerden izole edilen izolatlar dahil edilmistir. Bu ¢alisma 45 trakeal asirasyon,
40 Kan, 25 sdrlntd, 25 idrar, 8 Ply, 8 Balgam, 8 Vajen sirlntlsi, 5 Periton mayi, 3
Abse, 2 Burun suruntist, 1 Bogaz siriintistu, 1 BOS, 1 Serviks Sirlntusi ve 1

Korneamateryallerinden olusmustur (Sekil 22).

CWP Kateteri: 1

Serviks SOrintisd; Burun Sarintisi; 2

1
Abse :3"‘\ Aclrnea:l @Trakeal

aspirasyon
g@ourinti

wldrar

@hbokaz
SOrin s
g@Beyin Omurilik
Swist [BOS)
g@kan

Vajen
Sarintisd;

g@vajen
SGrintisd
@hbalzam

wiPeriton Mayi

WPOy

WAbse

WServiks
SOran tisd

WOVE Katater

i Burun

Beyin Omurilik Sz SOrintisi

(BOS): 1 -
Bogaz SOrintdsd; 1 wkomea

Sekil 22. Klinik materyallerin dagilimim gosteren sema.
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Izolatlarin tanimlanmas: amaciyla merkezlerden bolim labaratuvarlarimiza
transorte edilen karbapenem direngli gram negatif basil 6n tanili 6rnekler, taninin
dogrulanmasi amaciyla ¢esitli mikrobiyolojik ve biyokimyasal testlere tabii tutulmustur.
Bu amacla érnekler gram boyama, cesitli besiyerlerinde kultlr testleri, katalaz testi,
oksidaz testi, IMVIC testleri ve BD-CRYSTAL® Enteric/ Non-fermenter
Identifikasyon Testi ile degerlendirilmistir.

Yapilan tir tammlama islemleri sonrasi  Kklinik 6rneklerde Ureyen
mikroorganizma turleri ve sayilari 54 A. baumannii, 36 P. aeruginosa, 25 K.neumoniae,
25E. coli, 13 P. mirabilis, 8 Morganella morganii, 3 S. marcescens, 2 E. cloacae ve 1'er
Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca,
Burkholderia cepacia, Elizabethkingia meningoseptica seklinde olusmustur.

60
Identifikasyon Sonuclari
50
40
30
Tiir
20
10
54 36 25 258 13 8 @B 2 1 1 1 1 1 1
0
SO T . . SR S - S I CO .
AT S L A G . 4}&' F &
SR S S G A R .
5 ¥ F & & & Q o
& & 8 Q- & 2 T o & &
: 5 & & $
b 2 *__Q ] 6\'2:\\
{(r.

Sekil 23. Bolim laboratuvarimizda yapilan identifikasyon ¢ahsmalar sonucu merkezlerden gelen
orneklerin tir dagihimim gosteren sema.
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Tur tanimlama islemlerinden sonra karbapenem direncinin dogrulanmasi
amaciyla Modifiye Hodge testi yapilmistir. Merkezlerden bolumimize karbapenem
direncli gram negatif basil 6n tanisi ile gelen 172 izolatin yapilan Modifiye Hodge testi
sonucu 168 tanesi karbapenem direncli bulunmustur. 172 izolattan 168 ini karbapenem
direncli olarak tanimlayan Modifiye Hodge testinin VITEKII ile karsilastirildiginda
sensitivitesi 97.6 olarak degerlendirilmistir. Genotipik calismalara Modifiye Hodge
Testi karbapenem direnci agisindan altin standart kabul edildiginden Modifiye Hodge

Testinde pozitif oldugu belirlenen izolatlar dahil edildi.

Sekil 24. Dort Modifiye Hodge Testi pozitif izolatin olusturdugu yonca yaprag: gérinima.
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Modifiye Hodge testi ile fenotipik olarak karbapenem sentezledigi
dogrulanamayan 4 izolatin (A. baumannii) ¢ikarilmas: sonucu genotipik calismalara
dahil edilecek yeni tarlerin dagilimi 50A. baumannii, 36 P. aeruginosa, 25
K.neumoniae, 25E. coli, 13 P. mirabilis, 8 Morganella morganii, 3 S. marcescens, 2 E.
cloacae ve 1'er Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Proteus vulgaris, Klebsiella
oxytoca, Burkholderia cepacia, Elizabethkingia meningoseptica seklinde olusmustur.

Suslarin gesitli antibiyotiklere olan duyarliliklarinin belirlenmesi igin CLSI
Onerilerine go6re Kirby-Bauer Disk Difuzyon testi yapilmistir. Test edilecek
antibiyotikler secilirken klinikte kullanima rehber niteliginde olabilecek sekilde her
antibiyotik grubundan en az bir temsilci olmasina dikkat edildi. Penisilinlerden
Ampisilin, B-laktam+betalaktamaz kombinasyonlarindanAmpisilin+Sulbaktam,
Amoksisilin+Klavulanat, Piperasilin+Tazobaktam, Sefalosporinlerden Sefotaksim,
Sefoksitin, Sefepim, Monobaktam olarak Aztreonam, Karbapenemlerden Ertapenem,
Imipenem,  Meropenem,  Aminoglikozidlerden  Gentamisin,  Tetrasiklinlerden
Tetrasiklin, Florokinolonlardan Siprofloxasin ve Folat yolu antagonistlerinden
Trimetoprim+Sulfometaksazol antibiyotiklerine karsi izolatlarin duyarlilik hesaplari
yapildi. Kirby-Bauer Disk Diflizyon antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglart Tablo

10"da verilmistir.
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Tablo 10. Kirby-Bauer Disk diftizyon antibiyotik duyarhhk testi sonucu elde edilen zon ¢aplarinin, CLSI kriterleri ile degerlendirilmesi sonucu cesitli
antibiyotiklere kars: elde edilen duyarhhk sonuglari. (Duyarh izolat sayisi (S), Orta Direngli izolat sayis: (1), Direncli izolat sayisi (R) olarak
belirtilmistir. Antibiyotik kisaltmalarinin agcihmlari Gereg ve Ydéntem kismindan gorilebilir.)

AM SAM AMC TPZ CTX FOX FEP ATM ETP IPM MEM CN TE CIP SXT
1 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
2 A. baumannii R S | | R R | R | S S R R R R
3 A. baumannii R R R R R R R S R R R S R S R
4 A. baumannii R R R R R | S R R | | R S S R
5 A. baumannii R R R R R R S S R R R S R R R
6 A. baumannii R R R R R R R R R R | S R S R
7 A. baumannii R R R R R R R S R R R R R S R
8 A. baumannii R R R R R R R S R R R S R S R
9 A. baumannii R R R R R R R S R R R S R S R
10 A. baumannii R R R R R R R S R R | R R S R
11 A. baumannii R R R R R R S R R | R R R R R
12 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
13 A. baumannii R R R R R R R R R R R S S R R
14 A. baumannii R R R | R R R R R | S R S R R
15 A. baumannii R R R R R R R R R R | S S R |
16 A. baumannii R R R R R R R R R R | R R S |
17 A. baumannii R R R R R R R R R R | | R R R
18 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
19 A. baumannii R R R R R R R R R R R R S R |
20 A. baumannii R R R R R R R R R R R S R R R
21 A. baumannii R R R R R R R R R R R R S S R
22 A. baumannii R R R R R | R R R R R S S R R
23 A. baumannii R R R R R S S S R R R S S S S
24 A. baumannii R R R R R | R S R R R R S S R
25 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
26 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
27 A. baumannii R S | | R R | R | S S R R R R
28 A. baumannii R R R R R R R S R R R S R S R
29 A. baumannii R R R R R | S R R | | R S S R
30 A. baumannii R R R R R R S S R R R S R R R
31 A. baumannii R R R R R R R R R R | S R S R
32 A. baumannii R R R R R R R S R R R R R S R
33 A. baumannii R R R R R R R S R R R S R S R
34 A. baumannii R R R R R R R S R R R S R S R
35 A. baumannii R R R R R R R S R R | R R S R
36 A. baumannii R R R R R R S R R | R R R R R
37 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
38 A. baumannii R R R R R R R R R R R S S R R
39 A. baumannii R R R | R R R R R | S R S R R
40 A. baumannii R R R R R R R R R R | S S R |
41 A. baumannii R R R R R R R R R R | R R S |
42 A. baumannii R R R R R R R R R R | | R R R
43 A. baumannii R R R R R R R R R R R R R R R
44 A. baumannii R R R R R R R R R R R R S R |
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144 P. mirabilis R R R R R R R R R R R R R R R S

146 P. mirabilis R S | | R R | R | S S R R R R S

148 P. mirabilis R R R R R | S R R | | R S S R S

150 P. mirabilis R R R R R R R R R R | S R S R S

152 P. mirabilis R R R R R R R S R R R S R S R S

154 M. morganii R R R R R | R R R R R S S R R S

156 M. morianii R R R R | R S R R R R S S R
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pe)
pe)
pe)
pe)
py)
w
py)
pe)
pe)
w
pe)
w
py)
w

166 E. cloacae

X
P
P
py)
py)
P
[%2]
X
py)
P
py)
py)
P
Py
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168 P. stuartii

ps)
ps)
ps)
Pyl
Pyl
ps)
Pyl
ps)
Pyl
ps)
ps)
[%2)
[%2)
ps)
ps)
[%2)

170 K. oxytoca

py)
pe)
pe)
pe)
pe)
pe)
Py
Py
py)
pe)
w
w
pe)
Py

172 E. meningoseptica

Tablo 11. Kirby-Bauer Disk diflizyon antibiyotik duyarhhk testi sonuclarinmin 6zeti ve direng ylzdeleri.
AM SAM AMC TPZ CTX FOX FEP ATM ETP IPM MEM CN TE CIP  SXT CL

Orta Direncli izolat 0 0 7 15 0 21 7 0 7 23 42 7 0 1 22 3
sayist (I
Direng yiizdesi %100 %95.3 %95.9 %91.2 %100 %83.7 %80.2 %69.1 %95.9 %825 %66.8 %56.3 %62.2 %56.3 %82.5 %5.2
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Fenotipik ¢alismalarin ardindan karbapenemaz genlerinin karakterizasyonu igin
genotipik calismalara gecilmis, bu amagla siklikla gorilen B-laktamaz genlerini
hedefleyen Multiplex-PCR metoduyla amplifikasyon gergeklestirilmistir. Daha sonra
tespit edilen metallo beta laktamaz genleri amplifiye edilerek dizi analizleri yapilarak
sub-tip duzeyinde tanimlandirilmistir. Multiplex-PCR sonugclar: Tablo 12 de verilmistir.

Multiplex-PCR sonras: goriilen A,B ve D grubu karbapenemaz enzimleri daha
spesifik ve tim gen bolgesini amplifiye edebilecek primerlerle tekrar amplifikasyona
sokulmus ve dizi analizi yapilmistir. Turler icerisinde B-laktamaz gen profilleri ve dizi
analizi yapilan genlerin sub-tipleri Tablo 13 de verilmistir.

] —— — e —

Sekil 25. Acinetobacter kdkenlerine ait 564bp’lik OXA-1-like ve 800 bp’lik TEM genlerine 6zgl
bant profillerini gosteren jel goruntisd. 1.,11. ve 12. Sirada OXA-1-like ve TEM genlerini
birarada bulunduran izolatlar, 3. sirada yanhz TEM genini bulunduran izolat ve diger
kuyucuklardada OXA-1-like genini bulunduran izolatlar gértlmektedir. Orta sirada sol
tarafta 50bp sag tarafta ise 100bp’lik marker bulunmaktadir.
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Sekil 26. Pseudomonas kékenlerine ait 520 bp’lik PER genlerine 6zgi bant profillerini gosteren jel
gorantist. Orta siralarda sol tarafta 50bp sag tarafta ise 100bp’lik marker
bulunmaktadr.

Sekil 27. Acinetobacter ve Pseudomonas kdkenlerinde belirlenen 399 bp’lik GES enzimine ait bant
profillerini gosteren jel goruntlsl. Sag tarafta solda 50bp sag tarafta ise 100bp’lik
marker bulunmaktadir.
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Sekil 28. Cesitli kokenlere ait 281 bp'lik OXA-48 geninin bant profillerini gosteren jel gérintisu.
Ornekler arasinda solda 50bp sag tarafta ise 100bp’lik markerlar bulunmaktadr.

Sekil 29. Sol tarafta E. cloaceae sag tarafta ise P. aeruginosa kokenlerinde tespit edilen 390 bp’lik
VIM geninin bant profilini gdsteren jel goriintisi. Orneklerin ortasinda 50 bp’lik
marker bulunmaktadir.
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Tablo 12. Multiplex-PCR sonucu kdkenlerde amplifiye edilen p-laktamaz genlerini gésteren tablo.

Kod Tur B-laktamazlar Kod Tiur B-laktamazlar Kod Tiur B-laktamazlar Kod Tur B-laktamazlar
1 A. baumannii OXA-23-like 57 P. aeruginosa PER 113 K. pneumoniae CTX-M 169 P. vulgaris OXA-48
2 A. baumannii OXA-58 58 P. aeruginosa - 114 K. pneumoniae NDM 170 K. oxytoca CTX-M+OXA-1-like
3 A. baumannii OXA-58 59 P. aeruginosa IMP 115 K. pneumoniae NDM 171 B. cepacia -
4 A. baumannii OXA-23-like 60 P. aeruginosa OXA-48 116 E. coli CTX-M+NDM 172 E. meningoseptica -
5 A. baumannii OXA-23-like+TEM 61 P. aeruginosa - 117 E. coli OXA-48
6 A. baumannii OXA-58 62 P. aeruginosa IMP 118 E. coli OXA-48
7 A. baumannii OXA-23-like 63 P. aeruginosa - 119 E. coli OXA-48
8 A. baumannii OXA-23-like+TEM 64 P. aeruginosa IMP 120 E. coli OXA-48
9 A. baumannii - 65 P. aeruginosa PER 121 E. coli CTX-M
10 A. baumannii OXA-23-like 66 P. aeruginosa - 122 E. coli CTX-M
11 A. baumannii OXA-1-like+TEM 67 P. aeruginosa GES+OXA-1-like 123 E. coli OXA-48
12 A. baumannii - 68 P. aeruginosa GES 124 E. coli OXA-48
13 A. baumannii OXA-23-like 69 P. aeruginosa - 125 E. coli OXA-48
14 A. baumannii OXA-1-like+TEM 70 P. aeruginosa VIM 126 E. coli OXA-48
15 A. baumannii OXA-58 71 P. aeruginosa - 127 E. coli OXA-48
16 A. baumannii OXA-58 72 P. aeruginosa OXA-48 128 E. coli CTX-M
17 A. baumannii - 73 P. aeruginosa VIM 129 E. coli OXA-48
18 A. baumannii OXA-23-like+TEM 74 P. aeruginosa PER 130 E. coli OXA-48
19 A. baumannii OXA-58 75 P. aeruginosa - 131 E. coli OXA-48
20 A. baumannii OXA-58 76 P. aeruginosa OXA-48 132 E. coli OXA-48
21 A. baumannii OXA-23-like 7 P. aeruginosa - 133 E. coli OXA-48
22 A. baumannii OXA-23-like+TEM 78 P. aeruginosa - 134 E. coli OXA-48
23 A. baumannii OXA-58 79 P. aeruginosa OXA-48 135 E. coli OXA-48
24 A. baumannii - 80 P. aeruginosa GES 136 E. coli OXA-48
25 A. baumannii OXA-23-like 81 P. aeruginosa PER 137 E. coli OXA-48
26 A. baumannii OXA-58 82 P. aeruginosa - 138 E. coli OXA-48
27 A. baumannii OXA-23-like 83 P. aeruginosa PER 139 E. coli OXA-48
28 A. baumannii OXA-1-like+FOX 84 P. aeruginosa OXA-48 140 E. coli OXA-48
29 A. baumannii OXA-23-like 85 P. aeruginosa OXA-48 141 P. mirabilis -

30 A. baumannii OXA-23-like 86 P. aeruginosa - 142 P. mirabilis -

31 A. baumannii GES 87 P. aeruginosa - 143 P. mirabilis NDM
32 A. baumannii - 88 P. aeruginosa - 144 P. mirabilis CTX-M
33 A. baumannii OXA-23-like+TEM 89 P. aeruginosa - 145 P. mirabilis CTX-M
34 A. baumannii OXA-58 90 P. aeruginosa OXA-48 146 P. mirabilis CTX-M
35 A. baumannii OXA-58 91 K. pneumoniae CTX-M 147 P. mirabilis CTX-M
36 A. baumannii OXA-23-like 92 K. pneumoniae OXA-48 148 P. mirabilis CTX-M
37 A. baumannii - 93 K. pneumoniae OXA-48 149 P. mirabilis CTX-M
38 A. baumannii OXA-58 94 K. pneumoniae CTX-M+NDM 150 P. mirabilis CTX-M
39 A. baumannii OXA-23-like 95 K. pneumoniae NDM 151 P. mirabilis CTX-M
40 A. baumannii OXA-23-like+TEM 96 K. pneumoniae OXA-48 152 P. mirabilis -

41 A. baumannii OXA-58 97 K. pneumoniae OXA-48 153 P. mirabilis CTX-M
42 A. baumannii OXA-23-like 98 K. pneumoniae CTX-M 154 M. morganii CTX-M
43 A. baumannii OXA-58 99 K. pneumoniae OXA-48 155 M. morganii CTX-M
44 A. baumannii OXA-58 100 K. pneumoniae OXA-48 156 M. morganii -

45 A. baumannii GES 101 K. pneumoniae OXA-48 157 M. morganii -

46 A. baumannii OXA-58 102 K. pneumoniae OXA-48 158 M. morganii -

47 A. baumannii - 103 K. pneumoniae IMP 159 M. morganii -

48 A. baumannii - 104 K. pneumoniae OXA-48 160 M. morganii CTX-M
49 A. baumannii OXA-23-like+tACC 105 K. pneumoniae CTX-M 161 M. morganii CTX-M
50 A. baumannii OXA-1-like 106 K. pneumoniae OXA-48 162 S. marcescens CTX-M
51 A. baumannii OXA-23-like 107 K. pneumoniae CTX-M 163 S. marcescens -

52 A. baumannii OXA-23-like+TEM 108 K. pneumoniae CTX-M 164 S. marcescens -

53 A. baumannii OXA-58 109 K. pneumoniae CTX-M 165 E. cloacae VIM

54 A. baumannii OXA-58 110 K. pneumoniae OXA-48 166 E. cloacae VIM

55 P. aeruginosa PER 111 K. pneumoniae OXA-48 167 P. rettgeri -

56 P. aeruginosa OXA-23+ACC 112 K. pneumoniae OXA-48 168 P. stuartii -
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Tablo 13. Kékenlerde gorulen p-laktamaz enzim profilleri ve Dizi analizi yapilan karbapenemaz genlerinin sub-tip sonuclarin gosteren tablo.

A. baumannii OXA-23-like OXA-58 OXA-23- OXA-1- OXA-1- GES OXA-23-
like+TEM like+TEM like+FOX like+ACC

Yzde% . . 12.9 . 1.85 3.7

P. aeruginosa OXA-23+ACC  IMP GES+OXA-1-like GES
Yuzde% 27.2 2.7 8.3 . 2.7 55
K. pneumoniae CTX- NDM OXA-48 CTX-M P. mirabilis CTX-M

M+NDM

Yuzde% 4 12 56 28

Yiizde% 0.4 16 84 Yiizde% 100 Yiizde% 100

E. coli CTX- CTX-M OXA-48 E. cloacae VIM P. vulgaris OXA-48
M+NDM
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File: vimdab]  RunEnded Mar 26, 20013 170835 Signal GII0P AGTS .73 O 943 Commest:
m v Lanl 1 BREE‘PEI 3ﬁ-l'bmn mi-l.‘lm Pml l:d'E
KL I il

i
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.M.“‘r.'ls"ﬂ i nq.'il-. ||| | [Ty
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Sekil 30. VIM-7 tipi karbapenemaz sentezleyen bir P. aeruginosa kékeninde yapilan dizi analizi
sonucu elde edilen gérantad.

[BIDownload ~ GenBank Graphics

Pseudomonas aeruginosa plasmid pMATVIM-7, complete sequence
Sequence ID: [efiNC_009739 Length: 24179 Number of Matches: 1

Range 1: 12609 to 12950 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
287 bits(155) 2e-73 286/349(82%) 10/349(2%) Plus/Minus
fuery 18 TACCCGTC-CATGGTCTCATTGTCCGTGATGETGATGAGTIGICTICTICTCTCGATIGATA 76

FEVERE SEERE ERGEE “REEFECERRE BFEEEEFEEVECER “EEECL FEERER
Sbjct 12950 TACTCGTICTAATGGACTTATCGTCCGCGATGCTGATGAGTIG-CT-TCT-T--ATTGATA 128346

Query 77 CRGCGTGEEGTGCGAR-RRCACAGCGGCACTICTCGCGGAGATTGRARARGCRARATIGGAC 135
PEEEELELLE b et 1 Il |||I|||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skict 12895 CRAGCGIGGEGEEGCGARGRACACGGTAGCCCTICTCGCGGAGATTGARRRGCARATIGGAC 128346

Query 136 TICCCGTARCGCGTGCAGTCTCCACGCACTITCATGACGRCCGOGTCGGLGECGTIGRATG 195

O 0 g 4 S5 0 o o 0 5 e U 6 9 L
Sbjct 12835 TICCAGTARCGCGCTCRARTITICTACGCACTICCATGACGATCGAGICGGTIGEAGTIGRAIG 12776

Cuery 196 TCCTTCEEG0GGCTGEEETGECARCGTACGCATCACCGTOGACACGCCGECTAGCOGRAGE 255
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 12775 TCCTCCGGECGGCTGGAGTGGCARCGTACACCTCACCCTTGRACACGCCAGCTGGCOGRRAG 12716

Query 258 CRGAGGEGRACGRAGATTCCOCACGCATICTCTAGRAGGACTCTCATCGAGCGGEGACGCAG 315
N N N N N N e e |
Sbjct 12715 CGECGEGRARACGAGGIGCCTGCGCACTCTICTARRRGCGCTCTICCICTAGTGEGAGATGIGE 12654

Cuery 316 TGCECTICGETCCAGTAGRAGCTCTICIATCCTG-TGCTICTGOGCATICG 363

FEEEVEERRERFEL CREEELE E BEEREREERECERE  EEEERER )
Sbjct 12655 TGCGCTICGGTCCCGTIAGAGGTTTTCTIATCCTGGTGCT——GOGCATTICG 12609

Sekil 31. Yapilan BLAST taramasi sonucu VIM-7 sub-tip belirlemesi yapilan P.
aeruginosakarbapenemazi.
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5. TARTISMA

Gram negatif basil grubundaki bakterilerin olusturdugu infeksiyonlarin
neredeyse hepsinde p-laktam grubu antibiyotikler tedavinin ilk secenegini
olusturmaktadir. Ancak son birkac dekatta bu bakteri grubunda diger cogu bakterilerde
oldugu gibi antibiyotiklere kars1 direng gelisimi s6z konusudur. 1970-80 yillar: arasinda
tanisilan diren¢ olgusu daha sonralar1 gerek mekanizmalar gerekse kaynaklar: agisindan
guniimiize kadar irdelenmis ve bu alanda pek ¢ok bilgi edinilmistir. Ozellikle gram
negatif basillerde gorilen B-laktam direnci en cok calisilan ve en c¢ok ilerleme
kaydedilen alandir. Nitekim B-laktam direncine yol acan mekanizmalarin ¢ogu agikliga
kavusturulmus, hiicre duvari modifikasyonlarina ek olarak en 6nemli direng
mekanizmasinin  enzimatik diren¢ oldugu acikhga kavusturulmustur. B-laktam
antibiyotiklere karsi diren¢ gosteren bu enzimlere B-laktamaz denilmektedir. Yillar
icerisinde B-laktamazlar tek bir ilaca kars1 direng gosteren enzimler olmaktan ¢ikmus,
gecirdikleri mutasyon ve modifikasyonlarla diren¢ spektrumlarini gelistirmisler ve
Genislemis Spektrumlu B-laktamazlar ortaya cikmustir. Insanoglu bakterilere kars:
verdigi bu savasta son yillarda yeni B-laktam antibiyotikler gelistirmeye devam etmis ve
son silah olarak karbapenem grubu genis spektrumlu antibiyotikler gelistirilmistir.
Bakteriler ise karbapenemaz denilen yeni B-laktamaz enzimleri gelistirerek bu savasi
devam ettirmeyi basarmig hatta 6ne gegcmis duruma gelmistir.

Gunlimizde karbapenemaz enzimleri 200°den fazla subtip ile temsil edilmekte
ve bu enzimler tim dlinyaya yayilmis bir sekilde toplumu tehdit etmektedir. Yasanan
tecriibeler gbz 6ntine alinirsa karbapenemaz tipi G.S.B.L. Ureten gram nagatif bakteri
enfeksiyonlarina karsi1 en gergekgi strateji, hizla yeni etkili antibiyotik veya antibiyotik
kombinasyonlar: gelistirmek olmamalidir. Nitekim G.S.B.L. (reten suslarla olusan
enfeksiyonlarda kinolon, karbapenem gibi yeni antibiyotiklerin yogun kullaniimas: kisa
strede gelisen dirence bagl olarak bu endikasyonda yeni gelistirilen antibiyotiklerinde
kaybedilmesi ile sonlanmistir. Temel strateji, bu suslarin toplum ve hastane igerisindeki
hareketlerini izleyecek genotip diizeyinde hizli sonug veren molekiler epidemiyolojik
metodlarin gelistirilmesi, hizli duyarlilik testlerininde yardimi ile direncli suslarin

hareket alaninin sinirlandiriimas: ve yeni direng gelisiminin minimize edilmesi Uzerine
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kurulmahdir. Mevcut klasik mikrobiyolojik tani protokolleri ile karbapenemaz Ureten
gram negatif bakterilerin izlenmesi son derece zordur. Diger taraftan antibiyotiklerin
kullanim sikliklar1 ve tercih edilen jenerasyonlar arasindaki tlkeler arasi farkliliklar
karbapenemaz tiplerinin ve gorilme sikliklarinin bélgeler arasi farkliliklar géstermesine
sebep olmustur. Molekdiler epidemiyolojik yontemlerle yapilan ¢alismalarda elde edilen
prevalans sonuglar1 disinda bir 6nemli bulguda gelismekte olan Glkeler basta olmak
uzere bir ¢ok Ulkede gerek hastane gerekse toplum kokenli enfeksiyonlardan izole
edilen gram negatif basil tanili suslar arasinda karbapenemaz enzimi Greten suslarin
prevalansindaki blylk artistir. Bu calismalarda 6rnegin NDM-1 tipi karbapenemaz
Ureten bazi spesifik suslarin klonal yayilimla epidemiler olusturabilecekleri, bu sebeple
de mobil elementlerle beklenen yayilima, klonal yayiliminda eklenerek kisa siirede daha
prevalan hale gelerek pandemi olusturabilecekleri spekile edilmistir. Cok sayida
olmamakla beraber benzer molekiler epidemiyolojik yontemler kullanilarak yapilan
calismalar bu spekilasyonun buytik olglide gercekleri yansittigini, karbapenemaz treten
gram negatif bakterilerin Enfeksiyon Hastaliklart uzmanlari ve Mikrobiyologlarin
global ve ortak problemi oldugunu géstermistir. Biz calismamizi bu literatur bilgileri
uzerine kurarak, hem mevcut durumu tespit etmek hem de daha sonra yapilacak
calismalara ve klinige 151k tutmasi igin, bolgemizde karbapenemaz treten gram negatiif
basillerde hem bilinen G.S.B.L.'ler hemde karbapenemaz enzim tiplerini subtip
duzeyinde belirleyerek yerel verilerimizi literatiir verileri ile kiyaslamay: amacladik.

Calismamizda tir tammlama islemlerinden sonra dahil edilen izolatlarda
karbapenem direncinin dogrulanmasi amaciyla yapilan MHT nin VITEK Il sistemiyle
karsilastirildiginda sensitivitesinin % 97.6 oldugu gorilmastir.

VITEK I sistemi daha cok rutin labaratuvarlarda hizli identifikasyon amaciyla
kullanilan ve son gelistirmelerle direng analizleride yapabilen bir sistemdir ancak
karbapenem direnci konusunda VITEK Il sisteminin ¢ok fazla yanhs pozitif sonug
verdigi belirtilmistir'®®. Bunun yaninda bazi enterik bakteri tiirlerinde imipenem ve
meropeneme kars: yanhs duyarlilik dereceleri verdigide gosterilmistir'®® °. Genellikle
kabul gormls olan dogru bir hastada karbapenemlere karsi azalmis duyarlilik
belirlendiginde karbapenem direncinin mimkinse ilk 6nce hizli molekiler testlerle
dogrulanmas: eger bu mumkun degilse MHT, APB, (3-aminophenylboronic acid)-

Meropenem kombine disk, Dipikolinik asit- Meropenem kombine disk veya Imipenem-

80



EDTA kombine disk testlerinin en az ikisinde birden karbapenem direncinin
gosterildikten sonra izolat: karbapenem direncli kabul etmektir'™. MHT ise %95-100
gibi yuksek sensitivite oranlarina sahip ancak uygulama zorlugu ve bazi minor
karbapenemaz genlerini kacgirabilme gibi dezavantajlara sahip bir fenotipik testtir bunun
yaninda bazi CTX-M veya AmpC tipi pB-laktamaz sentezleyebilen izolatlarda azalmis
veya kaybedilmis porin ekspresyonu nedeniyle MHT spesifite oranlarint yanhs pozitif
sonuclarla  dustrebilmektedir'®. Nordmann ve Poirel karbapenem direncinin
belirlenmesi (zerine yaptiklari yogun arastirmalar sonucu 2013 yilinda yayinladiklar:
calismalarinda kendi gelistirdikleri Carba NP ve SUPERCARBA testlerinin MHT "nin
dezavantajlarin1  ortadan kaldirdigint  ve rutinde bu testlerin  kullanilmasin
dnermislerdir'’.

Bizim calismamizda MHT ile, VITEK Il sistemiyle karbapenem direncli olarak
identifiye edilen 4 izolatta karbapenem direnci belirlenmemistir. Bu sonug literatiirde
sikca anilan VITEK Il sisteminin yanhs pozitif sonucglar verebilecegi bilgisiyle
oOrttismektedir. Bizim 6nerimiz VITEK II sisteminin hizl: identifikasyon amaciyla rutin
labaratuvarlarda kullanmaya uygun oldugu ancak mutlaka bir molekuler test yada en az
iki fenotipik test ile dogrulanmasinin rutine sokulmasidir.

Karbapeneme direncli oldugu belirlenen izolatlar arasinda cesitli antibiyotiklere
kars1 yaptigimiz duyarhihk testi sonuglarina gore penisilin, p-laktam/B-laktamaz
inhibitora kombinasyonlari, sefalosporinler, ertapenem, imipenem  ve
trimetoprim/siilfametaksozole karst %80 (zeri yuksek direng oranlari belirlenmis,
sadece aztreonam (%69.1), meropenem (%66.8), gentamisin (%56.3), tetrasiklin
(%62.2), florokinolon (%56.3) tipi antibiyotiklere kars1 daha dustik boyutlarda direng
g6zlenmistir. Kolistine ise %5.2 diizeyinde direnc gorulmastar.

10 yillik bir surveyans calismas: yapan Yang ve ark. 23 merkezde hem toplum
kokenli hemde nozokomiyal kokenli 3074 E. coli, 1025 K. pneumoniae izolatinda gesitli
antibiyotiklere karsi duyarlilik testleri yapmis, ertapenem, imipenem, amikasin ve
piperasilin/tazobaktam™in 10 y1l boyunca yuksek bir aktivite gosterdigini ancak E. coli
izolatlarinda 10 yil siiresince sefalosporinlere, florokinolonlara ve ampisilin/sulbaktama
kars1 direncin dramatik bir sekilde arttigin1 bu veriler yaninda calistiklari izolatlar
arasinda GSBL sentezleme oraninin 2002-2003 vyillarinda %19.1 iken 2010-2011

173

yillarinda bu oranin %66.6"ya yikseldigini bildirmislerdir-"°. Cografik olarak bize yakin
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bir Glke olan Yunanistan'dan Falagas ve ark.'nin 2010 tarihli ¢aligmasinda ise MDR
(Multi Drug Resistant) ve XDR (Extremely Drug resistant) Enterobacteriaceae
izolatlaryla antibiyotik duyarliligini arastirdiklar: ¢calismada en az 3 antibiyotik grubuna
direncli izolatlart MDR, bir veya iki grup hari¢ diger tim antibiyotik gruplarina direncli
izolatlar1 ise XDR olarak siniflandirmis, MDR izolatlara karsi en etkili antibiyotikleri
duyarlilik oranlar1 sirasiyla Fosfomisin (%92.8), Tigesiklin (%92.1) ve kolistin (%73)
olarak belirlemigler bunlari imipenem (%35.5), tetrasiklin (%20.4), gentamisin (%19.7),
trimetoprim/sulfametaksazol  (%12.5) ve siprofloksasin  (%10.5)'in izledigini

belirtmislerdir™.

2009°da Lee ve ark.'nin Tayvan'da imipenem'e duyarliligin
kaybetmis Acinetobacter izolatlarinda antibiyotik duyarlihg: arastirdiklari ¢alismada
izolatlarin sadece Tigesiklin ve Kolistin'e anlamli derecede hassas bulundugunu

bildirmislerdir'”

. Tlrkiye'de ise henuz karbapenem direncli izolatlarin antibiyotik
duyarliliklar: Uzerine yapilmis genis capl ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu az
sayidaki caligmalardan biri olan Ergin ve ark.'nin 2013 yilinda yayinladiklari makalede
Istanbul’daki MDR A. baumannii izolatlar1 cahsilmis ve izolatlarimn %98 inin
Kolisitin'e, %94 inlin Tigesiklin'e hassas oldugunu bu antibiyotikleri ise sirasiyla %17,
%17 ve %18 oranlair ile Imipenem, meropenem ve doripenem’in izledigini
bildirmislerdir'®. Bir baska yerel calismada ise Sar1 ve ark. 2013 yilinda izmir Dokuz
Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesindeki bir MDR A. baumannii salginim
belirlemis ve calisilan izolatlarin timanun Seftazidim,  Imipenem, Meropenem,
Piperasilin/Tazobaktam, Siprofloksasin, Gentamisin, Tobramisin,
Trimetoprim/Sulfametaksazol ve Sefaperazon/Sulbaktam antibiyotiklerine direncli
olduklarint bildirmislerdir®. Ankara’dan Kili¢ ve ark.’nin 2011 yihinda 7 ayhk bir
donem sonunda 515 Klinik Enterobacteriaceae izolati arasindan izole ettikleri 4
karbapenem direncli susta yaptiklar: antibiyotik duyarlilik testleri sonucu izolatlarinin
Amikasin'e %2100, Aztreonam'a %50, Sefepime %50, Siprofloksasin'e %50,
Levofloksasin'’e %50, Kolistin'e ve Polimiksin B'ye %75, Tetrasiklin'e %50,
Tigesiklin'e %100 ve Trimetoprim/Silfametaksazol'e %50 duyarli olduklarin
bildirmislerdir'*®.

Tum bu sonuglarla birlikte degerlendirildiginde bizim sonug¢larimizin diinyadaki
antibiyotik direnc profili ile uyumlu oldugu sdylenebilir. Yang ve ark. nin ¢alismasina

dahil edilen izolatlarin secim kriterlerinde karbapenem direncli olma 6zelligi aranmamis
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olmas1 bizim galismamizla kiyaslanabilirligini azaltsada, gram negatif bakterilerde
gozlenen direncin son 10 yilda ne kadar dramatik bir degisim gdsterdigini ve bu direng
artisinda diger mekanizmalardan ¢ok esas dikkate alinmasi gerekenin G.S.B.L.
enzimleriyle gelisen diren¢ oldugunu gostermesi acisindan son derece aciklayicidir.
Falagas ve ark. 1 calismasinda Tigesiklin, Fosfomisin ve Kolistin'i MDR izolatlara kars:
en etkili antibiyotikler olarak gostermesi bizim calismamizdaki Kolistin (direng: %5.2)
bulgularin1 ayn1 zamanda diger test edilen tim antibiyotiklere karsi dustk duyarlilik
degerlerinin elde edilmis olmasida diger antibiyotiklere kars1 elde ettigimiz duyarlilik
bulgularimizi desteklemektedir. Bunun yaninda karbapeneme duyarliligini kaybetmis
izolatlarda kolistinin verimli in-vitro aktivitesi bulgumuzu Lee ve ark'nin yaptig
calismada desteklemektedir. Ulkemizdeki calismalarla bulgularimiz kiyaslandiginda
genel olarak 2011 tarihli Kili¢ ve ark'min calismasi ile uyumsuz oldugu séylenebilir
ancak 2013 yilinda Sar1 ve ark. nin yaptigi caligmada test edilen ortak antibiyotikler baz
alindiginda bir uyum s6z konusudur. Buna sebep olarak aradan gegen 2 yilda tlkemizin
antibiyotik diren¢ profilinin degismesi veya hastaneler ve/veya cografi farkliliklar
oldugu duslnulebilir. Literatlr verileri bizim verilerimizle birlikte yorumlandiginda
ortaya ¢ikan gergek antibiyotik direncinin korkung boyutlara ulastig1 ve bu direncin esas
yuzini gosterdigi alan olan kliniklerde hekimlerin kullanabilecegi antibiyotik
seceneklerinin giderek daraldigidir. Bu baglamda her llkede yapilacak epidemiyolojik
stirveyans calismalar1 verileri dikkate alinarak acil 6nlem alinmasi ve gelecege dair
akilcy, disipline dayal stratejiler gelistirilip uygulanmasi ¢6ziim i¢in azami gereklidir.

Calismamiza dahil edilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinin
ardindan saglanan direncin genotipik temellerinin irdelenmesi amaciyla genotipik
olarak bilinen karbapenemaz genleri arastinllmistir. Diren¢ saglayan genlerin
identifikasyonu amaciyla ardarda yapilan Multiplex-PCR, in-house PCR ve dizi analizi
calismalari sonucu cesitli B-laktamaz genleri tespit edilmistir.

Calismamiza dahil edilen A. baumannii izolatlarinda 18 izolatta OXA-58
(%33.3), 14 izolatta OXA-23-like (%25.9), 7 izolatta OXA-23-like+TEM (%12.9), 2
izolatta OXA-1-like+TEM (%3.7), 2 izolatta GES (%3.7), 1 izolatta OXA-1-like+FOX
(%1.85) ve 1 izolatta OXA-23-like+ACC (%1.85) tipi B-laktamaz enzimleri identifiye
edilmistir. Bir non-fermenter gram negatif koko-basil olan A. baumannii‘de cesitli B-

laktamazlarin varhg: gosterilmis olmasina ragmen 6zellikle D sinift okzasilinazlarla
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karakterizedirler ve bazen MBL lar sentezleyen klonlarda bildirilir. Ulkemizde Ergin ve
ark.’nin yaptigi genis Olcekli arastirmada karbapenem direncine sebep olan genlerin
%31 OXA-23-like, %23 OXA-58-like kalanlarinda OXA-51-like oldugu, izolatlarin
%54"tinde genlerin birarada ayn: izolatta bulundugunu bildirmislerdir'®. Ergin ve
ark.”nin galismalarinin bizim ¢aligmamizla pek ¢ok benzer yan: olmasina ragmen tiim -
laktamaz genlerinin calisiimamis olmas: ve dizi analizi ile identifikasyon yapilmamis
olmas: farkliliklardir. Ergin ve ark.'nin %23°lik OXA-58-like orani (hepsi OXA-58
kabul edilirse) bizim % 33.3 Ik oranimiza yakin kabul edilebilir ancak bizim OXA-58
geninin OXA-23-like genine gore daha prevelan oldugunu gdsteren bulgularimizin
tersine s6z konusu calismadaki yillar igerisinde OXA-23-like genlerinin OXA-58-like
genlerine gore daha prevalan hale gegtigi bulgusuyla farklhidir. Bu noktada Zarrilli ve
ark. bu y1l yayimladig: guncel derleme yazisinda tim dinyadaki A. baumannii izolatlar:
incelendiginde bu yénde bir egilim oldugunu bildirmislerdir'™. Bizim calismamizdaki
bir diger ilgin¢ bulgu 2 izolatta (%3.7) GES-11 tipi A grubu karbapenemazin tespit
edilmesi idi.Ulkemizdeki ilk GES enzimini Greten izolat Belgika'ya transfer olmus bir
hastada Bogaerts ve ark. tarafindan 2010 yilinda gosterilmistir’®*. Daha sonra 2013
yilinda Cicek ve Zeka'nin grublari tarafindan iki farkli arastirmada A. baumannii
izolatlar1 tarafindan GES enzimi sentezlendigi bildirilmistir'®2*%
identifiye edilen GES enzimlerinin subtipleri GES-11 ve GES-12 idi. Bizim

calismamizda izole ettigimiz 2 GES-11 sentezleyen izolatla birlikte distunildigiinde

. Bu calismalarda

ulkemizde GES enzimi sentezleyen A. baumannii izolatlarinin varliginin g6z 6niinde
bulundurulmas: gerektigi dusunulmelidir. Calismamizdaki A. baumannii izolatlarinin
%18.6"sinda pB-laktamaz genlerinin  kombine halde bulundugu gorilmis ve bu
kombinasyonlarin OXA-1-like veya OXA-23-like genlerine eslik eden C simifi B-
laktamazlar seklinde oldugu gorulmustdr. Zarrilli ve ark.nin yazdiklar1 derlemede MDR
veya XDR A. baumannii suslarinin gelisiminde mutlaka en az 2-3 mekanizma (B-
laktamaz kombinasyonlari veya diger mutasyonlar) kombinasyonunun varliginin
gerektigini  bildirmislerdir'’®.  Bizim cahsmamizdaki A.baumannii izolatlar:
dustnildiginde gorulen yuksek direng oranlarint saglayan mekanizmalar ya aktivitesi
yuksek karbapenemaz genleri yada kombine halde bulunan daha dustk aktiviteli B-

laktamazlar sayesinde gelistigi yorumlanabilir ancak ileride karbapenemaz genlerinin
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karakterizasyonu yaninda porin proteinlerinin gecirgenligine ve efflux sistemlerine
yonelik calismalar yapilmasi bu mekanizmalarin aydinlatilabilmesi agisindan énemlidir.

Calismamiza dahil edilen bir baska non-fermentatif gram negatif basil
morfolojisindeki tir P. aeruginosa idi. Bu tiirde identifiye edilen B-laktamaz genleri
sayis1 ve sirasi ile su sekilde idi: 6 izolatta PER-1, 3 izolatta IMP-1, 1 izolatta GES-11,
1 izolatta GES-12, 1 izolatta OXA-23-like+ACC, 1 izolatta VIM-5 ve 1 izolatta VIM-7
(7 izolatta OXA-48 geni Multiplex-PCR ile tespit edilmis ancak dizi analizi
yapilamadigindan degerlendirme dis1 tutulmustur). Bu sonuglar P. aeruginosa
suslarinda pB-laktamaz enzimlerinin karakteristik bir/birka¢ gen yerine cesitlilik
gosterdigini disundirmektedir. Breidenstein ve ark. P. aeruginosa daki direng Gzerine
yaptiklar: literatir derlemesinde bu mikroorganizmanin diger gram negatif basillere
gore antimikrobiyallere ¢ok daha direncli olmasinin sebebini intrinsik olarak
bulundurduklart azalmis dis membran gecirgenligi, gelismis efflux sistemleri, diger
bakterilerden farkli porin say: ve yapilari gibi cesitli direng mekanizmalarina

7 Ornegin P. aeruginosa hiicre duvar: E. coli'ye gore 12-100 kat daha az

baglamstir
gecirgen oldugunu gosteren calismalar literatiirde mevcuttur'’®. Fernandez ve ark. ise P.
aeruginosa'y1 bu yeteneklerinin yanisira antibiyotik baskisi, besin azligi, yetersiz tireme
ortami gibi gesitli cevresel stres faktorlerine kars: diger bakterilere gore daha iyi uyum
saglayabilen bir mikroorganizma olarak tanimlamistir'™. Bu tiir degisimler genomda
bulunan crc, lon, psrA, ampD, gyrA, nalA,nfxB,mexZ, phoQ gibi genlerle kontrol

edilmektedir’’

. Bu bilgiler g6z o6niinde bulunduruldugunda c¢alisgmamizda 36 P.
aeruginosa izolatinin 22°sinde pB-laktamaz genlerinin identifiye edilmis olmasinin
sebebi olarak, suslarda gortlen karbapenem direncinin mekanizmalarinin enzimatik
direng disindaki efflux sistemleri yada membran modifikasyonlar1 olabilecegi
dustinilmistir. Ulkemizde yapilan calismalara bakildiginda 2012 yihnda Atilla ve
ark.’nin Samsundaki calismasinda P. aeruginosa suslarinda PER-1 enzimi sikhg:
%56.4, PER-2 ise %78.5 olarak bildirilmistir'®. Yakupogullar: ve ark. ise 2007 yilinda
PER-1 ve VIM-2 enzimlerini birarada sentezleyen bir susu rapor etmislerdir*®*. Erac ve
ark.'min PER enzimleri ile ilgili arastirmalarinda ise P. aeruginosa suslarinda PER-1
prevelansinin 2007 yilinda %46.2 iken 2013 yilinda %?23.3 oldugu rapor
182,183

edilmistir Bizim calismamizda izolatlarin  %27.2°sinde PER-1 enzimi

tanimlanmistir. PER-1 enzimi ile ilgili prevelans bulgumuz Glkemizin diger bolgelerine
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gbre duslktur ancak glncel olan Era¢c ve ark.'nin 2013 bulgulartyla benzerdir.
Calismamizdaki P. aeruginosa suslarinda tespit edilen bir diger 6nemli karbapenemaz 3
izolatta (%8.3) tanimlanan IMP-1 enzimidir. IMP enzimleri karbapenem direncli P.
aeruginosa suslar: arasinda ¢ok yaygin olarak goriilen bir MBL tipidir'®*. Ulkemizde ilk
olarak Aktas ve ark. tarafindan 2006 yilinda néroblastomali, 1 yasindaki bir ¢cocuktan
Istanbulda bir K. pneumoniae susundan izole edilen IMP-1 enzimi**® es zamanl: olarak
cok uluslu bir antibiyotik direnci calisma grubu olan SENTRY programinin

154

sonuclarinda bir E. cloaceae susunda tespit edilmis™*, Ozgiimis ve ark. ise 2007 yihinda

ilk kez P. aeruginosa suslarinda enzimi identifiye ederek prevelanst %9 olarak

18 Ozellikle uzak dogu ilkelerinde prevelan olan IMP elementlerinin

bildirmistir
ulkemizdeki caligmalar degerlendirildiginde 2006 yilindan beri varligint surdardigu
gorilmektedir. Yapilan tek epidemiyolojik ¢alisma olan Ozgumiis ve ark. nin galismasi
ile prevelans oranimiz benzer olsada iki ¢alisma arasindaki fark dahil edilen izolatlarin
bizim calismamizda karbapenem direncli olmasidir bu noktada IMP enzim
prevelansinin  Ulkemizde yillar igerisinde baskinhigint azalttigi  distnulmistdr.
Calismamizda tanimlanan bir diger A sinift karbapenemaz olan GES enzimi 3 izolatta
tanimlanmis subtip dagilimi 2 izolatta GES-11, 1 izolatta ise GES-12 seklinde
belirlenmistir. GES-11 sentezleyen izolatlarin bir tanesinde OXA-1-like enzimi ile
kombinasyon belirlendi. GES enzimleri daha 6nce ulkemizde birkag calismada A.

baumannii izolatlarinda gdsterilmig'®*¢3

, ancak P. aeruginosa suslari i¢in yapilan
literatlr taramsinda bir bulguya ulasilamamistir. Bizim calismamiz Ulkemizdeki P.
aeruginosa izolatlarinda GES enziminin varligin1 gosteren ilk ¢alismadir. Diinyadaki
calismalara bakildiginda P. aeruginosa suslarinda GES enzimlerinin yaygin oldugu pek
cok calismayla gosterilmistir®®®°. Bizim calismamizdaki %8.2'lik oran tilkemizden
baska caligmalarla desteklenmemis olmasina ragmen vyeni bir bilgi olarak
degerlendirilip GES enziminin tim diinya gibi Glkemizdede prevalan oldugu sonucuna
varilabilir. Bir diger MBL olan VIM enzimi ise Ulkemizde ilk kez Bahar ve ark.
tarafindan 2004 yilinda tanimlanmistir (VIM-5). Diinayada IMP ile birlikte en sik P.
aeruginosa turlerinde gérilen MBL olan VIM enzimleri daha sonra 2008 de
Yakupogullar ve ark. ve Poirel ve ark. tarafindan gosterilmis dolayis: ile bu enzimlerin
varligi tlkemizde bilinmektedir. Ancak ne kadar yaygin olduguna dair bilgi literatiirde

eksiktir. Bizim calismamizda bu bilgi karbapenem direncli P. aeruginosa suslari igin
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giderilmis VIM enzimlerinin prevelans: %5.5 olarak tespit edilmistir. Calismamizda
tanimlanan enzimlerden biri VIM-5 subtipinde iken diger enzim VIM-7 olarak
tanimlanmis ve Ulkemizde tanimlanan ilk VIM-7 enzimidir. VIM-7 literatirde sadece
A.B.D."nde tamimlanmis ve bu bélgede yaygin oldugu bilinen bir sub-tiptir'®*%*. Bizim
calismamizdaki VIM-7 sentezleyen izolat icin tlkemizde ve bolgemizde daha dnceki
tanimlama olmamasi uluslararas: transfer olmasi ihtimalini akla getirmektedir. Nitekim
diren¢ genlerinin yayilim mekanizmalarini derlemesinde ele alan Van der bij ve ark.
turizmin ve uluslararas: tasimaciligin bakteriyel direncin global yayilimindaki en blyiik

1% VIM-7 sentezleyen bu susun Ulkemizde

faktor oldugunu vurgulamiglardir
eradikasyonami? ugrayacagi yoksa persistemi? edecegi ileriki yillarda yapilacak
calismalarda belli olabilecektir.

Calismaya dahil edilen karbapenem direncli 25 K. pneumoniae izolatlarinin
14°Unde OXA-48 (%56), 7 sinde CTX-M (%28), 5"inde CTX-M+IMP-1 (%20), 3"linde
NDM-1 (12) ve 1'inde CTX-M+ NDM-1 genleri tanimlanmistir. Toplum kékenli K.
pneumoniae izolatlarinda 2011 yilinda yaptigimiz bir ¢alismada CTX-M genlerinin
sikligi % 88,8 olarak bulunmustur'®. Bu yilki calismada karbapenem direncli K.
pneumoniae izolatlar1 arasindaki toplam CTX-M sikhig: ise %52 (13/25) dir. Olusan bu
farkin sebebi muhtemel olarak calisilan izolatlarin secim kriterlerindeki farkliliklardir.
Calismamizdaki K. pneumoniae izolatlarinda en sik gorilen B-laktamaz geni %56
oraniyla OXA-48 idi. Alp ve ark. 2013 yilinda karbapenem direncli 94 K. pneumoniae
izolatlarinda yaptiklar: epidemiyolojik arastirmada OXA-48 gen prevelansinin %91.5

oldugunu bildirmislerdir'®’

. Nazik ve ark. ise 2011 yilinda 22 izolatla yaptiklar
calismada K. pneumoniae izolatlari arasinda OXA-48 gen prevelansinin %100, 2012
yilindaki calismalarinda ise 10 K. pneumoniae izolatinin 8’inde (%80) OXA-48 geni
bildirmislerdir.***®®. Yine Kilic ve ark.’nin 2011 tarihli yayininda karbapenem direnci
tespit edilen 3 K. pneumoniae izolatinin 3'iindede OXA-48 genleri tespit edilmisti*>®.
NDM-1 geni ise Ulkemizde ilk kez 2012 yilinda Poirel ve ark.'nin karakterizasyon
calismasinda gosterilmis ve bu izolatin Irak’tan transporte edilmis bir hastadan
Istanbul’da izole edildigi icin NDM-1 sentezleyen kokenin (lkede persistans

gerceklestiremeyebilecegi spekiile edilmistir'®

. Ancak bu gelismenin hemen arkasindan
gelen literatlr bilgileri ile Tirkiye'de NDM-1 enzimini tasiyan kdkenlerin persiste ettigi

ulkeler arasina girmistir. Bu bilgi Alp ve ark.'nin K. penumoniae de %4.3"1ik NDM-1
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197 Literatiirdeki oranlar bize

prevelans: bildirdigi calismasiyla literatiire girmistir
ulkemizdeki karbapenem direncli Enterobacteriaceae suslarinin neredeyse tamaminda
OXA-48 geninin varoldugunu NDM-1 geninin ise lkemizde yeni yeni yayilmaya
basladigini gostermektedir. Bizim calismamizda ise OXA-48 gen prevelans: literatlr
verilerinde daha distk bulunmus, bu farkliligin sebebi olarak cografik farkliliklar ve
CTX-M, NDM gibi diger genlerin daha baskin olmasi distndlmustir. Nitekim bizim
calismamizda 25 K. pneumoniae izolatinin 4°linde yani %16 sinda NDM-1 geni
belirlenmistir. Ulkemizden NDM-1 varligin bildiren ¢alismalarin simultane bir sekilde
2012-2013 yillar igerisinde ydratuldigini g6z 6ninde bulundurdugumuzda, esasen
Asya ve Orta Dogu cografyasinda yaygin olan NDM-1 enziminin bizim ¢alismamizdaki
oraninin daha ylksek ¢ikmasi Cukurova bdlgesinin bolgedeki politik duruma bagh
olarak yogun bir sekilde bu bélgelerden go¢ almasina bagl: bir sonug olabilir.
Calismamizdaki E. coli izolatlarinda ise, OXA-48 enzimlerinin karbapenem
direncinin ana sorumlusu oldugu %84 luk oranla tespit edilirken bu enzimlere CTX-M
enzimlerinin %1611k oranla eslik ettigi belirlendi. Bir izolatta multiplex-PCR’la NDM
geni amplifiye edilmesine ragmen daha spesifik primerlerle dizi analizi amaciyla
amplifikasyon gerceklestirilememis dolayisi ile bu sonu¢ yanls pozitif kabul edilmistir.
Turkiye'de ilk kez bir K. pneumoniae izolatinda 2001 yilinda tanimlanan OXA-48
enzimi daha sonraki yillarda cesitli Enterobacteriaceae tirlerinde ve E. coli'de
gosterilmistir®®?®. Tirkiye OXA-48 enzimi icin artik endemik kabul edilen bir tilkedir
ve bu enzimi tastyan kokenlerin artik toplum igerisinde sirkilasyona girdigi

belirtilmektedir?®*

. Caligmamizda K. pneumoniae ve E. coli izolatlarina ek olarak birde
P. vulgaris izolatinda OXA-48 enzimi tanimlanmistir. TUm bu bilgiler 1s1ginda calisma
sonuclarimizin  OXA-48 ile ilgili literatir bilgilerini destekler nitelikte oldugu
sOylenebilir.

Calismaya dahil edilen karbapenem direngli diger bakterilerde yapilan genotipik
calismalarin sonuglarina bakildiginda; P. mirabilis suslarinda %69.2 oraninda CTX-M,
M. Morganii suslarinda %50 oraninda CTX-M, S. marcescens suslarinda %33.3
oraninda CTX-M, 2 E. cloacae susunda VIM-5 ve 1 K. oxytoca susunda CTX-M+OXA-
1-like seklinde dagilmistir. VIM tipi MBL lar daha ¢cok non-fermenter gram negatif
basillerde gorulmesine ragmen literatiirde simdiye kadar yalnizca tlkemizde gorulmis

bir subtiptir. Ulkemizde ilk olarak 2004 yilinda Bahar ve ark. tarafindan bir P.
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aeruginosa susunda tamimlanan VIM-5, daha sonra Gacar ve ark. tarafindan bir
E.cloacae susundan ve Poirel ve ark. tarafindan bir P. putida susunda

gosterilmigtir®:1°2202

Bizim calismamizda tanimmladigimiz E. cloacae susu bu
bakimdan Ulkemizde tanimlanmis 4. VIM-5 enzimi olma 6zelligindedir. Bu bilgilerle
sadece Ulkemizden vakalar halinde 3-5 yilda bir izole edilen bu MBL enzimi ileride
yayilma tehlikesi oldugundan ve bir MBL enzimi olarak yuksek direng olusturma
tehdidi s6z konusu oldugundan surekli izlemi yapilmasi gerektigi diistinilmustur.

Bu sonuclarla; tim dunyada oldugu gibi bolgemizde de klinik 6neme sahip non-
fermenter basil ve Enterobacteriaceae suslari arasinda neredeyse tim antibiyotiklere
kars1 yuksek derecede direng oldugu belirlenmis, tedavi edilemeyen infeksiyonlarda ise
kolistin'in son secenek olarak kullanilabilecegi diisiintilmis, karbapenemaz aktivitesine
sahip G.S.B.L. Ureten suslarin prevalansinda artis oldugu, 6zellikle okzasilinazlar
acisindan dlkemizin endemizm seviyesine ulastigi, tedavisi ¢cok zor NDM-1 tipi
karbapenemaz sentezleyen suslarin tlkemize giris yaptigi gorulmus, yerel bir veri
olarak ulkemizde daha 6nce varlig: bildirilmeyen VIM-7 tipi MBL ureten P. aeruginosa

susunun ¢alismamizda ilk kez tanimlandigi goralmaistar.
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6. SONUC VE ONERILER

Bolgemizdeki 3 hastanede yatan hastalara ait klinik drneklerden izole edilen
karbapenem direncli gram negatif basillerde fenotipik olarak antibiyotik direnci ile
dirence yol acan genlerin genotipik 0Ozelliklerinin belirlenmesinin amaclandig1 bu
calisma sonunda;

1.Calismaya dahil edilen suslar arasinda Penisilin, p-laktam/p-laktamaz
inhibitori kombinasyonlari,sefalosporinler, ertapenem, imipenem ve
trimetoprim/sulfametaksozole karsi direncin %80 Uzerine, aztreonam, meropenem,
gentamisin, tetrasiklin, florokinolon tipi antibiyotiklere kars1 direncin %50-70 araligina,
Kolistine ise %5.2 diizeyine ulastigi,

2. Direncli suslar arasinda ensik karsilasilan karbapenemaz genlerinin, OXA-48
ve OXA-58 gibi D grubu karbapenemazlar oldugu, bunlari non-fermentatif
mikroorganizmalarda gorilen GES ve PER enzimleri ile bazi P. aeruginosa ve
Enterobacteriaceae turlerinde gorilen IMP, VIM, NDM gibi enzimlerin izledigi,

3. VIM-7 enzimini sentezleyen susun tlkemizde ilk kez tanimlandig: sonucuna
varilarak,

Bdlgemizdeki direncli suslarda karbepenemaz genlerinin cesitliliginin global
cesitlilige benzerlik gosterdigi, Ulkemizde yeterli sayida calisma olmamas: sebebi ile
bolgemizin genel Glke profili icindeki yerinin bu sebeple tespit edilemedigi, ancak
yapilacak daha genis bolge ve c¢ok sayidaki susu ihtiva eden calismalar ile Glke
profilinin cikartiimasinin gerekli oldugu, bu calismalar ile Ulke diren¢ kaliplarinin
cikartilmas: halinde ilging direng kaliplari ile karsilasilabilecegi dustunilmis bu
sonuclarin varolan infeksiyon kontrol stratejilerini rasyonalize ederekuygulama

asamasinda basarinin artirilmasina katki saglayacag: kanisina varilmastir.
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