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OZET

Giilhan AVCI, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Saghk Uygulama Ve
Arastirma Merkezinde 2015-2017 Yillarinda izole Edilen Karbapenem Direncli
E. coli ve Klebsiella pneumoniae Izolatlarimin Degerlendirilmesi, Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Amac: Bu ¢alismada, Temmuz 2015-Aralik 2017 tarihleri arasinda laboratuvarimizda
elde edilen karbapenem direncli E. coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinin
incelenmesi, bu izolatlarin elde edildigi hastalarin degerlendirilmesi amaglanmustir.
Yontem: Izolat bilgileri ve hastalarmn demografik ozellikleri hastane bilgi isletim
sisteminden yararlanilarak belirlendi. Bakteri tanimlamasi konvansiyonel yontemler ve
gerektiginde otomatize sistem kullanilarak, antimikrobiyal duyarlilik testleri Kirby-
Bauer disk diffiizyon yontemi ve/veya tam otomatize sistem kullanilarak yapildi.
Imipenem ve/veya meropenem duyarlilik dogrulamasi icin gerek duyuldugunda
gradiyent test uygulandi. izolatlarin epidemiyolojik analizi icin Arbitrarily primed PZR
(AP-PZR) yontemi uygulandi. Bakterilerde karbapenemaz enzim tipleri PCR ile
gosterildi.

Bulgular: Belirtilen tarihler arasinda degerlendirilen 4354 izolatta (%70,9 E. coli, %29
Klebsiella spp.) karbapenem direnci % 2,8 (% 93,4 Klebsiella spp.), E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda ise sirastyla %0,25 ve %9 bulundu. izolatlarda imipenem
ve meropenem direnci sirastyla %30,5 ve %84,61 idi. Bakterilerin elde edildigi
hastalarin yaslarinin 5-94 (Mean 63 ve SD+17), erkek/kadin oraninin 56/41 oldugu
belirlendi. Hastalarin %39’u yogun bakim, %16’s1 hematoloji-onkoloji ve gerisi
mubhtelif servislerde tedavi almisti. Hastalarda altta yatan hastalik olarak kanser
(%36,6), diabetes mellitus (%28,7), yiksek tansiyon (%19) ve KOAH (%I11)
bulundugu, %41,23’iiniin tedavi sirasinda 61diigi belirlendi. Hastalarin %44’ ti¢ veya
daha fazla grup antibiyotik tedavisi aldig1 gozlendi.

Karbapenem direngli izolatlarin AP-PCR ile kiimelesme orani oldukga yiiksek olarak
bulundu. Benzerlik gosteren 21 farkli kiimeden segilen temsili 32 izolata en sik goriilen
karbapenemaz gen bolgeleri arastirildi. Calisilan izolatlarin biri disinda tiimiinde OXA-
48 enzimi belirlendi.

Sonuc: Bolgemizde E. coli ve Klebsiella spp. i¢in karbapenem direnci sirasiyla %0,25

ve %9 bulunmustur. Izolatlarin elde edildigi hastalarin genel olarak ileri yasl, altta
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yatan ciddi hastalig1 bulunan ve daha O6nce hastane yatis ve birden fazla antibiyotik
grubu kullanim 6ykiisii olan hastalar oldugu gdzlenmistir. izolatlarrmizda OXA-48
enziminin bulundugu belirlenmistir. izolatlarda belitlenen yiiksek kiimelesme orani

enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin 6nemine dikkat ¢ekmistir.

Anahtar Kelimeler: Enterobactericeae, karbapenem direnci, karbapenemaz
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ABSTRACT

Giilhan AVCI, Evaluation of carbapenem-resistant E. coli and Klebsiella
pneumoniae isolates isolated at Zonguldak Biilent Ecevit University Health
Application and Research Center between 2015 and 2017, Zonguldak Biilent
Ecevit University, Institute of Health Sciences, Department of Medical
Microbiology, M.Sc. Thesis, Zonguldak, 2019

Aim: The aims of this study is to investigate the carbapenem resistant E. coli and
Klebsiella pneumoniae isolates and to evaluate the patients from whom these isolates
were obtained in our laboratory between July 2015-December 2017.

Method: The isolate information and demographic characteristics of the patients were
determined using the hospital information operating system. Bacterial identification
was made by conventional methods and automated system when necessary, and
antimicrobial susceptibility tests were performed using Kirby-Bauer disc diffusion
method and/or full automatizated bacterial identification system. Gradient test was
performed to confirmation of imipenem and/or meropenem susceptibility when
necessary. Arbitrarily primed PCR (AP-PCR) method was applied for epidemiological
analysis of the isolates. PCR was used for determination carbapenemase enzyme types.
Resuls: Carbapenem resistance was found to be 2,8% (93,4% Klebsiella spp.) in 4354
(70,9% E coli, 29% Klebsiella spp.) isolates examined within the specified dates and
this resistance was found to be 0,25% and 9% in E. coli and Klebsiella spp isolates
respectively. The imipenem and meropenem resistance of the isolates were 30,5% and
84,61%, respectively. The age of the patients from whom the bacteria were obtained
was 5-94 years old (Mean 63 and SD + 17), the male/female ratio was 56/41. Of the
patients, 39% was intensive care unite, patient, while 16% of them received treatment
in hematology-oncology unites and the rest of them received treatment in various
services. The underlying diseases of the patients were cancer (36.6%), diabetes
mellitus (28,7%), high blood pressure (19%) and COPD (11%), and 41,23% of the
patients died during their treatment. It was observed that 44% of the patients received
three or more groups of antibiotics.

The clustering rate of carbapenem resistant isolates with AP-PCR was found to be
quite high.The most common carbapenemase gene regions were investigated in 32
isolates selected from 21 different clusters showing similarity. Except one of the

isolates which was evaluated, OXA-48 enzyme was found in all.



Conclusion: Carbapenem resistance for E. coli and Klebsiella spp was found to be
0,25% and 9%, respectively in our region. Patients that the isolates were obtained were
generally old, had an underlying disease, history of hospitalization and used more than
one group of antibiotics. OXA-48 enzyme was found in our isolates. The high

clustering rate of the isolates highlighted the importance of infection control measures.

Keywords: Enterobacteriaceae, carbapenem resistance, carbapenemase
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimime basladigim ilk giinden itibaren her agamasinda engin
bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, yardimi, hosgoriisii, sevgisi ve sonsuz sabri ile
daima bana destek olan ve idealist kisiligiyle her zaman 6rnek aldigim, yonlendirme
ve bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 1s18inda sekillendiren degerli
dgretmenim ve tez danismanim Sn. Prof. Dr. Fiisun COMERT e sonsuz siikranlarimi
sunarim.

Egitimim siiresince basta bilimsel fikir ve diisiinceleri olmak {iizere, bana her
konuda yardime1 olan degerli hocalarim Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani
Prof. Dr. Canan KULAH, Immiinoloji Anabilim Dali Baskan1 Dog. Dr. Ishak Ozer
TEKIN ve immiinoloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Dog¢. Dr. Mehmet ARASLI ve
Tibbi Mikrobiyoloji Uzmani Dr. Niliifer UGUR OZLUK’e en igten dileklerimle
tesekkiir ederim.

Tezimde degerlendirdigim izolatlarin epidemiyolojik analizi ve yorumlari
konusundaki yardimlar1 ile bana biiyiik destek saglayan saygideger Prof. Dr. Baris
OTLU hocama tesekkiir ederim.

Tezimin istatistiksel analiz ve yorumlama asamalarinda yardimlarini eksik
etmeyen degerli hocam Biyoistatistik Anabilim Dali Ogretim iiyesi Fiiruzan Koktiirk’e
tesekkiir sunarim.

Egitimim siiresince, laboratuar ¢aligmalarim sirasinda bana yardimci olan,
bilgilerini, giiler yiiz ve samimiyetlerini esirgemeyen tiim mikrobiyoloji laboratuari
calisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica hayatim boyunca bana emegi gegen tiim aile bireylerine, dualariyla hep
yanimda olan sevgili annem Tevrat AVCI’ya ve beni hi¢gbir zaman yalniz birakmayip
sonsuz sevgi ve sefkat duygusuyla destegini hep hissettiren sevgili abim Subay
AVCTI’ya sonsuz siikranlarimi sunarim.

Ve son olarak unutulmaz yardimlari, nesesi, giiler yiizii ve dostlugu i¢in Sn.

Kiibra SENTURK ’e ve onun harika 6grencilerine tesekkiir ederim. ..
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

ug : Mikrogram

L : Litre

Rpm : Dakikadaki Devir Sayis1

mg : Miligram

mm : Milimetre

KISALTMALAR

AP-PCR : Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction

ATCC : Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu

BHIB : Brain Heart Infusion Broth

BPH : Iyi Huylu Prostat Biiyiimesi

CAESAR : Central Asian and Eastern European Surveillance of Antimicrobial
Resistance

CDC : Centers for Disease Control and Prevention

CiM : Karbapenem Inaktivasyon Metodu

CLSI : Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii

CRACKLE : The Consortium on Resistance Against Carbapenems in Klebsiella

and Other Enterobacteriaceae

CRKP : Karbapenem Direncli Klebsiella pneumoniae

CSKP : Karbapenem Duyarli Klebsiella pneumoniae

DHP-1 : Dehidropeptidaz-1

DM : Diabetes Mellitus

ECOFF : Epidemiological Cut-Off Values(Epidemiyolojik sinir deger)
EDTA : Etilen Diamin Tetraasetat

ERCP : Endoskopik Retrograd Kolanjio Pankreotografi

EUCAST : The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GIS : Gastrointestinal Sistem

GSBL : Geniglemis Spektrumlu Beta Laktamaz

I : Orta Duyarh

IMP : Imipenemase Enzimi
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1. GIRIS

Penisilin baglayan proteinlere baglanarak hiicre duvari sentezini engelleyen
beta-laktam antibiyotik grubunda yer alan karbapenemler, en genis spektrumlu
antibiyotiklerdendir. Coklu ilaca direngli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan karbapenemler, giiniimiizde karbapenem direncli Enterobacteriaceae
(KDiE) 'nin yayginlagsmasi ile tehdit altindadir (1). Son yillara kadar nadir olarak
bilinen karbapenem direnci maalesef diinya capinda Enterobacteriaceae ailesinde
ozellikle de Klebsiella pneumoniae’da giderek artis gostermektedir. Karbapenem
direncli ve/veya orta duyarli Escherichia coli’nin ortaya ¢ikisi ve yayilimi da son
yillarda 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya baslamistir (2). Karbapenem direncgli E.
coli ve K. pneumoniae suslarinin kan dolasimi enfeksiyonlari, ventilator iligkili
pnomoni ve iiriner sistem enfeksiyonu gibi klinik enfeksiyonlara veya asemptomatik
kolonizasyona neden oldugu, bu enfeksiyonlarin mortalite ve morbiditesinin yiiksek
oldugu bildirilmektedir (3-5).

Bu infeksiyonlarin bir kismi sporadik saglik hizmeti iliskili infeksiyonlar
seklinde, bir kismi1 ise klonal salginlar seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Karbapenem
direncli E. coli ve K. pneumoniae suslarinin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilecek antibiyotik se¢enekleri son derece kisithdir ve yakin gelecekte bu
sorunun ¢oziilecegine dair bir umut 15181 bulunmamaktadir. Bu nedenle bir yandan
antibiyotikleri dogru endikasyonda, akilc1 bir sekilde kullanarak direng gelisimini
yavaglatmaya calisirken, 6te yandan bu suslarin hastane iginde ve hastaneler arasi
yayilimini 6nlemek biiyiik 6nem tasimaktadir (6).

Yapilan caligmalarda organ transplantasyonu, mekanik ventilasyon destegi,
antibiyotik kullanimi, uzun siireli hastane yatisi, yogun bakim iinitesinde bakim alma,
fonksiyonel kapasite diisiikligi karbapenem direngli enterik bakteri iligkili
enfeksiyonlarda risk faktorii olarak belirlenmistir (7,5,8).

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Mikrobiyoloji Laboraruvarina Temmuz 2015-Aralik 2017 tarihleri arasinda
gelen hasta drneklerinde belirlenen karbapenem direngli K. Pneumonia ve E. coli
izolat oranlarinin belirlenmesi, izolatlarin incelenmesi, bu izolatlar ile enfeksiyon
ve/veya kolonizasyon i¢in kolaylastirici olabilecek risk faktdrlerinin degerlendirilmesi

amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbapenemler

Karbapenemler ilk kez Streptomyces cattleya adi verilen bir toprak mantari
tiriinden 1976’da {iretilmis ve “thienamycin” molekiiliiniin amino ve hidroksil
gruplarinda degisiklikler yapilarak elde edilmis bilesigin bir tiirevidir. Hem gram
pozitif hem de gram negatif aerop ve anaerop mikroorganizmalarla olusan, saglik
hizmeti iligkili ve toplum kdkenli infeksiyonlardaki bakteriyel patojenlere kars: etkili
olan karbapenemler, penisilini baglayan proteinlere baglanip, hiicre duvar sentezini
inhibe eder (1). Karbapenemler diger beta-laktam iiyeleri gibi, yapisinda beta-laktam
halkas1 igerirler. Fakat diger beta laktamlardan farkli olarak, molekiiler
konfigiirasyondaki 1 pozisyonunda karbon atomu siilfiir ile yer degistirmistir. Bunun
disinda bes iiyeli halka yapisinin 2 ve 3 numarali karbon atomlar1 arasinda da sature
olmamus bir ¢ift bag bulunmaktadir. Bilesikteki hidroksietil yan zincir beta-laktamaz
dengesinden sorumludur. Bu yan zincir, sefalosporin ve penisilinlerde ‘cis’
pozisyonunda olmasma ragmen karbapenemlerde ‘trans’ pozisyonundadir. Bu

pozisyon farklilig1 karbapenemlere giiclii bir beta laktamaz dayaniklilii kazandirir

9).

2.2. imipenem

Ilk bulunan karbapenem grubu olan imipenem gram negatif, gram pozitif,
aerop ve anaerop mikroorganizmalara kars1 genis bir etkiye sahiptir. Farkli antibiyotik
birlesimleriyle karsilastirildiginda, 6nem arz eden bir¢ok enfeksiyonlarin tedavisinde
son derece etkin bir monoterapdtik ajandir. Imipenem diger beta laktam
antibiyotiklerden farkli olarak cis konfigiirasyonundaki a¢il amino yan zincirinin
yerine trans konfigiirasyonunda hidroksietil yan zinciri icermektedir. Bu sekilde
antibiyotik beta-laktamaz dayamkligi kazanmaktadir. imipenem ayrica penisilin ve
sefalosporinlerden farkli olarak a-halkasinda siilfiir atomunda metilen (- CH2-) yapisi
icermekte olup, bu sekilde bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmasi daha
kuvvetli olmaktadir (Sekil 1). Molekiil agirligr diisiik olan imipenem, bu 6zelligi
sayesinde hiicre membranindan kolaylikla ge¢ebilmektedir. Gram negatif bakterilerde

dis membrana penetrasyonu daha fazladir. Diisiik molekiil agirhig1 ve zwitteryonik



(notral yiik) nedeniyle bakteri hiicre duvarina, diger beta-laktam antibiyotiklerden
daha hizli penetre olmaktadir (9, 10)

Imipenemin, bdbrekte ileri derecede enzimatik yikima ugramasi, metabolitik
nefrotoksik bir ajan olmasi tek basma kullanilmasin1 engellemektedir. Bu nedenle
imipenem bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitorii olan silastatin ile 1/1 oraninda
birlestirilerek pazarlanmaktadir. Silastatin sodyum, DHP-1’in kompetitif, reversibl ve
0zgiil inhibitoriidiir. Silastatinin antibakteriyel etkinligi ya da beta-laktamazlar iizerine
etkisi bulunmayipimipenemin etkisini antagonize etmemektedir (9).

Imipenem, gram pozitif ve gram negatif bakterilerin biiyiik molekiil agirlikli
penisilini baglayan proteinlerine (PBP) (6ncelikle PBP2’ye ardindan da PBPla’ya)
yiiksek bir afinite ile baglanarak bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eden
bakteriyosidal bir antibiyotiktir. Antibiyotigin PBP2’ye baglanmasi gram negatif
bakterilerin sferoblastlara doniismesine neden olurken ek olarak PBP1’e baglanmasi

gram pozitif ve gram negatif bakterilerde hiicrelerin lizisini kolaylastirmaktadir (11).
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Sekil 1: Imipenemin kimyasal organizasyonu (9)

2.3. Meropenem

Meropenem, karbapenem grubun ikinci iiyesi olarak 1996 yillinda kullanima
girmistir. Klinik olarak 6nemli olan hemen tiim aerobik ve anaerobik bakterilere karsi
son derece etkili olan meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve gram negatif
bakterilerdeki karbapenemazlar hari¢ diger tiim beta-laktamazlarin hidrolizine kars1
dayaniklidir. PBP2, meropenemin baslica hedefidir (Sekil 2).Meropenemin gram
negatif bakterilere etkinligi daha yiiksek olmasina ragmen Acinetobacter spp.’ye karsi
etkinligi imipenemden diisiiktiir. Imipenemden farkl1 olarak meropenem insan bobrek

DHP-1 enzimine kars1 ¢ok yiiksek stabilite gosteren bir karbapenemdir (1).



Meropenem

Sekil 2: Meropenemin kimyasal organizasyonu (9)

2.4. Ertapenem

Ertapenem, parenteral yolla tek bir ajan olarak (cilastatin ile birlikte
uygulanmasi gerekli olmayan) uygulanabilen 1-B-metil karbapenemdir (Sekil
3)(12,13). Bakterisidal etkisi hizlidir. E.coli'de ertapenem en yiiksek afiniteye sahip
penisilin baglayic1 proteinlere (PBP’ler) la, 1b, 2, 3, 4 ve 5'e baglanmaktadir.
Imipenem ve meropenem gibi ertapenem, gram pozitif ve gram negatif aerobik ve
anaerobik patojenler dahil olmak iizere cok genis bir antimikrobiyal aktivite
spektrumuna sahiptir(14,15). Ancak, imipenem ve meropenemin aksine ertapenem,
Pseudomonas ve Acinetobacter tiirlerine kars1 sinirl in vitro aktiviteye sahiptir. Bu
nedenle, ertapenem icin hedef patojenler, gram pozitif aerobik [metisiline direngli
stafilokoklar (MRS) ve enterokoklar disinda] ve anaerobik patojenler, gram negatif
anaerobik patojenler ve Enterobacteriaceae iiyeleri ve Haemophilus tiirleri dahil
olmak iizere gram negatif aerobik (nonfermenterler hari¢) bakterilerdir. Genel olarak
bu hedef patojenler i¢in ertapenem, meropeneme benzer etki gosterir. Gram negatif
patojenlere karsi etkisi imipeneme gore biraz daha giicliidiir. Ertapenem, c¢ogu
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ve/veya AmpC-tipi B-laktamaz iireten

Enterobacteriaceae'ye Karsi stabildir (16).

Ertapenem

Sekil 3: Ertapenemin kimyasal organizasyonu (9)



2.5. Doripenem

Doripenem klinik 6nemi olan gram negatif bakterilere (Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., E. coli, Klebsiella spp., Morganella morganii, Proteus spp. ve
Serratia spp.) in vitro aktivitesi iyi olan bir antibiyotiktir (Sekil 4). Suslarin % 90'm1
inhibe eden minimum inhibitér konsantrasyonunun (MICgy) <0.5 mg/L oldugu
gosterilmistir. Doripenem, GSBL'ler ve AmpC B-laktamazlar dahil olmak iizere cogu
B-laktamaz  tarafindan  hidrolize  karst  stabilite  gOstermesine  ragmen
karbapenemazlardan etkilenebilir. Nonfermenter gram negatif bakterilere karsi
etkinligi daha sinirlidir. Gram pozitif bakterilere ve bir grup anaerop bakteriye karsi
iyi in vitro aktivitesinin oldugu gosterilmistir. In vitro direncli suslar1 segmek igin
diisiik bir potansiyele sahip olan doripenemin genel olarak en azindan meropenem,
imipenem/silastin, biapenem, sefoktaksim veya seftazidim kadar etkili oldugu

gosterilmistir (17).

Doripenem

Sekil 4: Doripenemin kimyasal organizasyonu (9)

2.6. Tebipenem

Tebipenem pivoksil (TBPM-PI, ME1211), pediyatrik hastalarda ilaca direncli
Streptococcus pneumoniae'nin neden oldugu otolaringolojik ve solunum yolu
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmak amaciyla 1994 yilinda oral kullanima
uygun olarak gelistirilmistir. C-2 pozisyonunda bir 1- (1,3-tiyazolin-2-il) azetidin-3-
Itiyo grubuna (Sekil 5) sahiptir. Tepineme (TEBI) hizla hidrolize olan bir 6n ilag olan
TBPM-PI’in emilim orani diger 6n ilag tipi B-laktam antibiyotiklerden daha yiiksektir.
Tebipenem, genellikle infiizyonlardan daha iyi tolere edilmesi nedeniyle Japonya'da

cocuklarda tedavi i¢in onaylanmistir (18).



Tebipenem

Sekil 5: Tebipenem kimyasal organizasyonu (9)

2.7. Faropenem

Faropenem medoksomil, beta-laktam antibiyotiklerin yeni bir sinifindaki ilk
oral penemdir (Sekil 6). Faropenem medoksomilin S.pneumoniae, H.influenzae ve
akut bakteriyel rinosiniizitte rol oynayan diger patojenlere karst miikemmel in vitro
aktivitesi mevcuttur. Klinik ¢aligsmalar, erigkinlerde akut bakteriyel rinosiniizitte yedi
giinliik tedavinin, klinik ve bakteriyolojik olarak, 10 giinliik sefuroksimaksetil tedavisi
kadar etkili oldugunu gdostermistir. Hemen hemen hig¢ ilag etkilesimi bulunmayan
faropenem medoksomilin gastrointestinal flora izerindeki minimal etkisi, amoksisilin-
klavulanattan daha az diyare ve diger yan etkiler olugsmasini saglar (19). Faropenem
yaygin solunum yolu patojenlerine, aerobik bir¢ok gram pozitif organizmaya ve
anaeroblara karsi milkemmel in vitro aktivite gostermistir. Gram negatif bakterilere
kars1 etkinligi daha 6n plandadir. In vivo veriler, faropenem'in, komplike olmayan cilt
enfeksiyonlar1 dahil olmak {izere, toplumdan edinilmis enfeksiyonlar1 tedavi etmede

etkili oldugunu gdstermektedir (20).
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Sekil 6: Faropenemin kimyasal organizasyonu (21)

2.8. Biapenem

Biapenem, imipenemden farkli olarak, C1 pozisyonunda insan bobrek DHP-I

hidrolizinestabilite kazandiran 1 beta-metil grubuna sahip yeni bir parenteral



karbapenemdir (Sekil 7) (22-24). Bu nedenle biapenem, bir DHP-I inhibitorii
icermeyen tek bir ajan olarak uygulanir. Biapenem, beta-laktamaz iireten tiirler de
dahil olmak iizere bir¢ok gram negatif ve gram pozitif aerobik ve anaerobik bakterileri
kapsayan genis bir antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Genel olarak, biapenemin in vitro
aktivitesi, hem imipenem hem de meropeneme olduk¢a benzer olmasina ragmen, bazi
gram-negatif patojenlere karsi imipeneme gore daha iyi aktivite gosterdigi
bildirilmistir (25-28). Biapenem, Japonya, Kanada ve ABD dahil olmak iizere ¢esitli
cografi bolgelerdeki hastalardan elde edilen S.pneumoniae klinik izolatlarina (29) ve
betalaktamaz {iireten suslar dahil olmak iizere gram negatif (Bacteriodes spp.,
Prevotella spp.) ve gram pozitif (Peptostreptococci, Clostridia spp.) anaeroblarin ¢ok
cesitli klinik izolatlarma karsi miikemmel aktivite gostermistir (30). Bipenem'in

antibakteriyel aktivitesi anaeroblara kars1 imipeneminkine benzer olmustur (31, 25).
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Sekil 7: Biapenemin kimyasal organizasyonu (10)

2.9. Panipenem

Panipenem, S. pneumoniae ve B-laktamaz iireten tiirler de dahil olmak iizere
genis bir gram negatif ve gram pozitif aerobik ve anaerobik bakteriyi kapsayan bir
yelpazede in vitro aktiviteye sahip parenteral bir antibakteriyel ajandir. Panipenem,
renal tiibiile geri alinimin engellenmesi ve nefrotoksisiteyi 6nlemek igin betamipron
ile birlikte wuygulanir (Sekil 8). Biliyiik, randomize klinik c¢aligmalarda,
panipenem/betamipron, solunum yolu veya idrar yolu enfeksiyonu olan eriskinlerde
imipenem/cilastatininkine benzer sekilde iyi bir klinik ve bakteriyolojik etkinlik
gostermistir. Panipenem/betamipron, cerrahi veya jinekolojik enfeksiyonlari olan
yetigskinlerde ve karsilastirmali olmayan calismalarda solunum yolu ve idrar yolu
enfeksiyonu olan ¢ocuk hastalarda da etkili olmustur.Yasli hastalarda idrar yolu
enfeksiyonlarinda, intravendz piperasiline benzer ve oral ofloksasinden daha fazla

klinik etkinlik gostermistir. Solunum yolu enfeksiyonu olan yagl hastalar da tedavi



sonuglar1 basarilidir. Panipenem/betamipron klinik ¢aligmalarda bildirilen az sayida
yan etki ile iyi tolere edilmekte, en yaygin bildirilen yan etkliler serum hepatik
transaminaz seviyelerinin ve eozinofil diizeylerinin yliksekligi ile kizariklik ve ishal

olmaktadir (32).
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Sekil 8: Panipenemin kimyasal organizasyonu (10)

2.10. Razupenem

Razupenem parenteral olarak uygulanan yeni bir karbapenemdir (Sekil 9).
Polimikrobiyal anaerobik enfeksiyonlarin tedavisinde potansiyel bir rolii oldugu 6ne
stirilen razupenem, Faz II klinik ¢aligmalarda biiyiik yan etkilerinin tespit edilmesi
nedeniyle ABD de ¢alismalar1 durdurulmustur. Razupenem, anaeroblara kars1 in vitro
olarak degerlendirildiginde genis spektrumlu bir aktivite gostermis, ayrica penisilin
direncli  S.pneumoniae, vankomisine direncli E.faecium, ampisilin direngli
H.influenza, MRSA ve GSBL iireten cesitli aerobik bakterilere karsi da etkili olmustur
(10).
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Sekil 9: Razupenemin kimyasal organizasyonu (10)



2.11. Tomopenem

Tomopenem genis bir antibakteriyel aktiviteye sahip yeni bir karbapenemdir.
Farkli gram pozitif ve gram negatif aerob ve anaerob bakterilere etkinligi oldukca
iyidir. En yiiksek etkinlik MRSA ve P.aeruginosa’ya karsidir. Bir 1- beta metil
karbapenem olan tomopenem diger karbapenemlere gore daha hizli asetilasyon yapma
imkanina sahiptir (Sekil 10). Renal disfonksiyon {iizerine net giivenilir sonuclar
bulunmamakla birlikte hastalik ciddiyeti artmasi ile metabolikklerensi azaldigi igin
doz ayarlanmasi gerekmektedir. Yaslilarda ve kadinlarda ila¢ farmokokinetik farki
bulunmamaktadir. Metisilin duyarli S. aureus ve P. aeruginosa i¢in meropeneme
benzer ve MRSA icin vankomisinden daha uzun olan bir saatlik post antibiyotik etkisi

mevcuttur (10)
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Sekil 10: Tomopenemin kimyasal organizasyonu (10)
2.12. Sanfetrinem

Sanfetrinem gelistirilen ilk trinem (trisiklik beta laktam bilesigi)
karbapenemdir. Genis spektrumlu bakterisidal etkinlige sahiptir (Sekil 11).
Sanfetrinemsileksetil oral olarak kullanilan sanfetrinemin 6n ilacidir. Sanfetrinem S.
aureus a karst oldukca etkilidir. S. pneumoniae’ ya karsi etkisi levofloksasin,
amoksasilin, sefuroksim ve sefdirinden fazladir. Ayn1 zamanda Bacteroides fragilis
grup bakterilere karst milkemmel aktivitesi mevcuttur. P. vulgaris ve K.oxytoca ya
kars1 imipenem benzeri etkinligi vardir. Penisilin direngli pndmokoklara kars: etkinligi
imipenemden daha fazladir. K.pneumoniae ve E.coli endikasyonunda basarili
bulunmustur. Sanfetrinem, metallo-betalaktamazlar tarafindan hidroliz edilmektedir

(10).



Sekil 11: Sanfetrinemin kimyasal organizasyonu (10)

2.13. Karbapenem Direncli Enterobacteriacea Epidemiyolojisi

Enterobacteriaceae iriner sistem enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlart,
hastane kaynakli pndmoniler ve karin i¢i enfeksiyonlarin énemli bir nedenidir. GSBL
prevelansinin yiikksek olmasi c¢ok ilaca direngli Enterobacteriaceaea kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde farmako kinetik 6zellikleri nedeniyle tercih edilen ilac
haline getirmistir. Karbapenemler giivenirlikleri ve kanitlanmis etkileri nedeniyle
coklu ila¢ direnci olan bu bakteriler i¢in son secenek ilag olmustur. Gegtigimiz 10 yil
boyunca yapilan bildirimler karbapenem direngli Enterobacteriaceae (KDE) nin
onemli bir halk saglig1 sorunu haline geldigini gostermektedir. Epidemik bolgelerde
KDE sikliginin %29 lara ulasmaktadir (29). KDE bildirimlerinin bu kadar sik olmasi
enfeksiyon kontrol oOnlemlerin etkinliginin ve dogrulugunun sorgulanmasini
gerektirmektedir. KDE izolatlar1 genellikle diiskiin durumdaki, altta yatan 6nemli
hastalig1 ve kompleks tibbi durumu bulunan hastalardan izole edilmektedir. izolatlar
karbapenem direncinin yani sira sefalosporinlere, kinolonlara ve aminoglikozidlerede
yiiksek diren¢ gostermektedir (34,35).

Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem direnci cografi olarak belirgin
farklilik géstermektedir. K. pneumoniae izolatlar1 aile iginde en yiiksek sikliga sahip
tiirdiir. Genel olarak karbapenem direngli izolatlarin saglik hizmeti ile iligkili oldugu,
sadece Hindistan’da toplum kdkenli olgularin bildirildigi dikkati cekmektedir. KDE
sikhiginin en yiiksek oldugu iilkeler Yunanistan (%62), italya (%33), Brezilya ve
Cin’dir. Asya iilkelerinde 2000-2012 yillar1 arasinda KDE epidemiyolojisinin
arastirildig1 bir calismada, 49 Asya iilkesinin iicte birinden elde edilen verilere gore
imipenem ve meropenem direngli izolat orani sirasiyla %0.7 ve %0.9 bulunmustur.
Klebsiella tiirleri karbapenem direncinin en yliksek oldugu tiir iken, E.coli bunu takip

etmistir (35).
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Amerika Birlesik Devletlerinde yedi farkli eyalette izole edilen KDE
prevalansinin 2,93/100,000 oldugu ve izolatlarin %90’ ninda karbapenemaz bulundugu
belirlenmistir (36). Diinya Saglik Orgiiti-CAESAR 2017 raporunda Avrupa
iilkelerinde tiirlere gére KDE sikliginda belirgin farlilik oldugu gézlenmektedir. Genel
olarak E. coli invaziv izolatlar i¢in Avrupa iilkeleri ve Rusya’da karbapenem
direncinin %35’in altinda oldugu dikkati ¢ekmektedir. K. pneumonia izolatlar1 i¢in ise
bu oran %50 lerin iizere ¢ikmaktadir. Ulkemiz izolatlarinin ¢oklu ilag direnci oranlari
E. coli ve K. pneumoniae i¢in sirastyla %18 ve %35 karbapenem direnci oranlar ise
sirasiyla %3 ve %30 olarak belirlenmistir. Karbapeneme orta duyarli olan izolatlarda
bu degerlendirmeye alindiginda oranlarin sirasiyla %5 ve %41 oldugu dikkati
cekmektedir. K. pneumoniae izolatlarda KDE sikliginin en fazla Yunanistan’da
oldugu, iilkemizin ikinci fazla siklik goriilen iilkeler arasinda oldugu anlasilmaktadir

(Sekil 12-13) (37).
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Sekil 12: Invaziv E. coli izolatlarinda karbapenem direng oranlarinin dagilimi (37)
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Sekil 13: K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem diren¢ oranlarinin dagilimi (37).

2.14. Karbapenem Diren¢c Mekanizmalari

Enterobacteriacae iiyelerinde karbapenem direnci, asirt GSBL ve/veya AmpC
beta-laktamaz iiretimi ile beraberinde eslik eden dis zar protein kayiplar1 ve beta-

laktam halkasinin 6zel karbapenemaz enzimleri ile hidrolizi yoluyla olugsmaktadir(38-
40).

2.14.1. D1s Zar Proteinleri

Kismi gegirgenligine ragmen gram negatif bakteri dis mebrani, membran
proteinleri araciligi ile farkli hidrofobik bilesiklerin girisine ya da c¢ikisina izin
vermektedir. Dig membran proteinleri (OMP) fonksiyonel 6zelliklerine gore 6zgiil ya
da ozgiil olmayan ozellikte olabilmektedir. Porin olarak adlandirilan 6zgiil olmayan
proteinlerin kaybi ozellikle de eslik eden farkli bir diren¢ mekanizmasi mevcut
oldugunda antibiyotik direnci gelisimini saglamaktadir. E. coli K-12 susunda porin
yap1 ve regiilasyonu ile ilgili ¢esitli caligmalar olmasina ragmen klinik izolatlarla ilgili
kisitlt veri bulunmaktadir. K. pneumoniae i¢in, OmpK35 ve OmpK36 olarak iki porin
proteini bulunmakla birlikte, GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarinin ¢ogunun
OmpK35 eksprese etmedigi gozlenmistir. GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarinda
OmpK35 ve OmpK36’nin birlikte bulunmamasinin sefoksitin ve genis spektrumlu

sefalosporinlere direncin yani sira karbapenemlere azalmis duyarlilik olusturdugu
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bildirilmistir. Porin kaybi florokinolonlar gibi beta-laktam yapisinda olmayan

antibiyotiklere de duyarlilik azalmasina neden olmaktadir (41).

2.14.2. Karbapenemleri Hidroliz Eden Enzimler (Karbapenemazlar)

Gectigimiz 10 yil icinde olduk¢a nadir olarak bildirilmelerine ragmen,
karbapenemaz {ireten Enterobacteriaceae artik oldukca yaygin bi¢imde
bildirilmektedir. Farkli gruplara dahil olan enzimlerin yayilim gosterdigi dikkati
cekmektedir. Bunlarin bazilar karbapenemleri belirgin olarak giiclii bir sekilde
hidrolize ederken digerleri disiik aktive gostermektedir. Bazilarinin hidrolitik
profilinde genis spektrumlu sefalosporinler bulunurken, bazilarinda da
bulunmamaktadir. Baz1 enzimler klavulanik asit ya da tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitdrleri ile inaktive edilebilirken, digerleri klinik kullanimda olan inhibit6rlerden
etkilenmemektedir (42).

Ambler tarafindan tanimlanan molekiiler siniflarda yer alan yer alan {i¢ ana
karbapenemaz grubu bulunmaktadir (Tablo 1). Sinif A da bulunan KPC(Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), penisilinler, sefalosporinler, klasik beta-laktamaz
inhibitorleri (sulbaktam, tazobaktam, klavulanik asit), aztreonam ve karbapenemleri
de igeren genis spektrumlu bir substrat profiline sahip olan ve aktivitesi i¢in serin
kullanan bir enzimdir. Inhibitérii boronik asit olan KPC, klavulanik asit ile sadece
minimal diizeyde inhibe olmaktadir. Kiiresel olarak KPC, Enterobacteriaceae'de en
yaygin olarak goriilen karbapenemazdir ve KPC-2 ve KPC-3, en baskin alelleridir.
KPC iireten K. pneumoniae yliksek prevalanst olan {ilkeler, Amerika Birlesik
Devletleri, Giiney Amerika (Brezilya ve Kolombiya), Avrupa (italya ve Yunanistan)
ve Dogu Asya (0zellikle Cin)’dir (Sekil 14). Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
karbapenem direncli izolatlarin cogu KPC karbapenemaz tiretmektedir. KPC iireten K.
pneumoniae’nin epidemik ve hizli yayiliminin klonal kompleks 258 sayesinde
olustugu bildirilmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde ST258 en sik rastlanan
sekans tipi olmakla birlikte ST11, ST340, ST437 ve ST512 Amerika birlesik devletleri
disindaki iilkeler de goriilmektedir.
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Tablo 1: Karbapenemaz iireten

Klebsiella pneumoniae suslarinin karakteristik

ozellikleri (38)

Enzim tipleri ..
(sinif) ve Etkinlik spektrumu Inhibitor(ler) Endemik bolgeler Molelfuler"
Srnekler epidemiyoloji

Japonya (IMP),
Penisilinler, ) Tayvan (IMP), IneA/C, N
MBL (B) : sefalosporinler Metal selatorler, Hint kitast (NDM) plazmidleri
NDM-1, IMP, . ’ ornegin; EDTA, 27| (NDM), simif 1
sefamisinler, L . Balkan devletleri .
VIM dipikolinik asit integronlar
karbapenemler (NDM), (VIM. IMP)
Yunanistan (VIM) ’
Amerika Birlesik
Penisilinler Klavulanik asit Devletlegi,
KPC (A) : sefalos orinlér (zayif), Yungnistan, Italya, | Tn4401, IncF2
KPC- sefamri)sinler ’ tazobaktam Israil, Cin, plazmidleri,
2,3,digerleri Karba enemle’r (zayif), boronik Brezilya, CC258
P asit, avibaktam Kolombiya,
Arjantin
OXA (D) : Penisilinler, A
OXA-48, temosilin, beta v s Tn1999,
OXA-181, laktamaz inhibitor NaCl IncL/M
OXA-204, kombinasyonlari, (iTunrlllszl, lgiuiIl’;) plazmidleri
OXA-232 karbapenemler(zayif) spanya, Bei¢

] EPC daglim bilinmeyen bslgeler

- EPC ireticilerinin sporodik dadilem
Bl EPC treticilerinin salgm
Bl EPC ureticilerinin endernisitesi

Sekil 14: KPC {iretimi olan izolatlarin cografi dagilimi (42)

Smif B metallo-beta-laktamazlar icerisinde yer alan IMP, VIM ve NDM aktif
bolgelerinde ¢inko bulunan enzimlerdir. Bu enzimlerin hidrolitik spektrumlar1 KPC ye
benzemekle birlikte aztreonam iizerine etkili olmamalar1 gibi belirgin bir farkliliklar

mevcuttur. Karbapenemlere direngli ve aztreonama duyarli bir mikroorganizma
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metallo-beta-laktamaz {ireticisi kabul edilmekle birlikte, klinik izolatlarda ayni
zamanda aztreonam direnci de saglayabilen GSBL iiretimi birlikteligi de
olabilmektedir. NDM, Hint Yarimadasi'nda (Hindistan, Pakistan ve Banglades) ve
muhtemelen Balkan ilkelerinin bazilarinda en yaygin olan karbapenemazdir (39).
Birgok NDM varyant1 rapor edilmis olsa da, NDM-1 bu alanda en sik gdriilen alel
olmaya devam etmektedir. NDM iireten Enterobacteriaceae iyeleri Cin'den de
giderek daha fazla bildirilmektedir. NDM karbapenemaz iireten organizmalar Amerika
Birlesik Devletleri'nde sporadik olmus, ¢cogunlukla da Hint alt kitasindan dogrudan
ithalat ile iliskili bulunmustur (44, 42).

Diger bir karbapenemaz olan OXA-48, smif D de yer almaktadir. OXA-48,
KPC gibi serin iceren bir beta-laktamaz olmasina ragmen, penisilinler ve
karbapenemleri igeren ancak sefalosporinleri ve aztreonami disarda birakan
aktivitesiyle farklilik gostermektedir. Ayrica, karbapenemler iizerine olan etkisi KPC
ve metallo-beta-laktamazlar kadar giiclii degildir. Bu nedenle de OXA-48 iireten
Enterobacteriaceae iiyelerinin karbapenemlere sinirda duyarlilik (ertapenem MiK 0.5
mg/L, imipenem veya meropenem MIK 1 mg/L gibi) sergilemeleri nedeniyle fenotipik
duyarhlik testleri ile belirlenmeleri giic olabilmektedir (44). Ugiincii siklikta yaygin
dagilim gosteren karbapenemaz olan OXA-48 ilk kez Tiirkiye’den bildirilmistir (45).
Diinyanin farkli bélgelerinde OXA-48 in yani sira varyantlari olan OXA-181 ve OXA-
232 yayilimi gozlenmektedir. Salgin raporlart OXA-48 iireten Enterobacteriaceae
tiyelerini Avrupa ve Kuzey Afrika da dahil olmak iizere Akdeniz iilkelerinde

yogunlagtigini gostermektedir (Sekil 14)(44).

D 0XA-48 dagilir bilinmeyen bolgeler
02A-45 dreticilerinin sporodils dafilwr
- OXA-48 treticlerinin salgm

B Ox4-43 irsticilerinin endemisitesi

Sekil 15: OXA-48 iireten izolatlarin cografi dagilimi (42)
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Karbapenemaz epidemiyolojisinde ¢esitli faktorler rol oynamaktadir. Bunlarin
basinda primer rezervuar gelmektedir. Kalabalik yasam, kotii hijyen, uygun olmayan
antibiyotik kullanimi gibi uygun kosullarin mevcudiyetinde bu bakterinin ilk
tanimlandigr bolgede kolaylikla yerleserek yayilim gostermesi miimkiindiir.
Epidemiyolojide etkisi olan diger faktoér karbapenemaz genlerinin hareketlilik ve
degisim oOzellikleridir. Baz1 integron veya transpozonlar ve plazmidler horizontal
aktarim bakimindan yiiksek yetenek sergilemektedir. Replikasyon bakimindan genis
konak ¢esitligi gosteren plazmidler tiirler ve cinsler arasinda hizli yayilim 6zelligine
sahiptir. Karbapenemaz genlerinin bulundugu bakterilerin genetik ge¢cmisleri (hastalar
arasinda aktarim, kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilme v.b.) basarili klonlarin
olusumu ile bakterilerin yayilimini etkilemektedir. Epidemiyolojik dagilimi etkileyen
ticlincli onemli faktor insan popiilasyonunun yeryliziindeki hareketliligidir. Kitalar
aras1 hizli seyahat ile diren¢ geni tasiyan bakterilerin de kitalar arasi kolaylikla
yayildiklar1 gdzlenmektedir (38). Genel olarak Yunanistan ve Italya yiiksek KDE
oranlarina sahip oldugu bilinen iilkeler arasinda yer almakta, Brezilya, Cin ardindan
Amerika Birlesik Devletleri ve Kolombiya dahil olmak iizere baska bir¢ok iilke bunlari
takip etmektedir. En yiiksek oranlar K. pneumoniae icin bildirilmektedir (40).
Ulkemizden yapilan bildirimlerde OXA-48’in endemik oldugu gozlenmektedir.
Bunun yani sira az da olsa diger karbapenemazlar da tanimlanmistir (46-48).

Karbapenem- Direngli Enterobacteriaceae kolonizasyonu igin tanimlanmis
risk faktorleri KDE kolonizasyonu veya enfeksiyonu igin risk faktorlerini
degerlendiren ¢aligmalarda, saglik bakimina maruz kalma ve antibiyotik kullanimi en
belirgin riskler arasinda bulunmustur (49-52, 4). Organ ya da kok hiicre nakli, mekanik
ventilasyon alimi, antimikrobiyallere maruz kalma, zayif fonksiyonel durum ve yogun
bakim iinitesinde (YBU) yatis1 (46) kolonizasyon ve/veya enfeksiyon ile iliskili risk
faktorleri olarak tanimlamistir (49). CRKP (Karbapenem direngli Klebsiella
pneumoniae)'li hastalar icin elde edilensonuglar CSKP (Karbapenem duyarl
Klebsiella pneumoniae)'li hastalarla karsilastirildiginda, karbapenem direnci,
mortalitenin artigi ile bagimsiz olarak iliskilendirilmistir. Yas, mekanik ventilasyon,
malignite, kalp hastalig1 ve YBU (Yogun bakim iinitesi) 'de kaliy CRKP enfeksiyonlu
(50, 4, 53 ), hastalarda mortalitenin artmasi ile iligkili iken, enfeksiyon odaginin (6.,
kateterin cikarilmasi, debridman veya drenaj) uzaklastirilmasi hayatta kalma ile

bagimsiz olarak iliskili bulunmustur (50).
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Karbapenem'e direncli gram negatif organizmalara sahip hastalarin %
50'sinden fazlasinin uzun stireli paliyatif bakim birimlerinden izole edildiginin
gozlenmesi ile bu birimlerin bakterinin kolonizasyonu ve yayilimi i¢in 6nemli bir
rezervuar olabilecegini diisiiniilmiistiir (54, 49). Karbapenemaz iireten K. pneumoniae
enfeksiyonlariin mortalitesi uygun antibiyotik kullanimi veya altta yatan hastaliga
bagli olarak %23 ile %75 arasinda degigsmektedir. Ciddi enfeksiyonlarda uygun
antibiyotik kullaniminin gecikmesi, ciddi sepsis ve septik soku bulunan hastalarda,
karbapenemaz iiretimiyle de iliskili olarak, iyilesmenin bozulmasi ve yiiksek mortalite
ile iliskili bulunmustur (55). KDE ile olusan enfeskiyonlar i¢in optimal tedavi
bilinmemekle birlikte, bilinen tiim karbapenemazlara etkili olan bir tek ila¢ heniiz

mevcut degildir (38).

2.15. Enterobacteriaeceae Uyelerinde Karbapenemaz Uretiminin saptanmasi

icin Onerilen Yontemler

Karbapenemaz iiretiminin taranacagi fenotipler KDE iiyelerinde karbapenem
MIK degerleri klinik sinir degerlerin altinda olabilmesi nedeniyle EUCAST tarafindan
belirlenen ECOFF degerlerinin karbapenemaz {ireticilerinin saptanmasi i¢in
kullanilabilecegi  belirtilmektedir  (Sekil 16). Karbapenemaz iireticilerinin
saptanmasinda meropenem duyarlilik ve Ozgiillik dengesi a¢isindan en uygun
belirleyicidir. Ertapenem, oOzellikle de Enterobacter spp.’de belirgin olan porin
mutasyonlarinin varliginda GSBL ve AmpC tipi enzimlere goreceli olarak duyarl
olmast nedeniyle duyarlilik agisindan miikemmel olmakla birlikte, o6zgulligi
diisiiktiir. Meropenem zon ¢ap1<25 mm olan ve yine meropenem zon ¢ap1 25-27 mm
olmasina ragmen piperasilin tazobaktam ve/veya temosiline direngli olan izolatlarin
karbapenemazlar acisindan tarama yapilmasi Onerilmektedir (Sekil 16). Tarama
testleri temel olarak; kombinasyon disk testleri, karbapenem hidrolizini gosteren
kolorimetrik yontemler, karbapenem hidrolizini gosteren diger yontemler velateral

akim yontemleridir (56).

17



Karbapenem MIK (mg/L) Disk diftizyon zonlar (mm) (10 pg
diklerle)
S/l sinir degeri | Tarama esik S/Isinir degeri | Tarama esik
degeri degeri
Meropenem® <2 >0.12 >)) <8’
Ertapenem’ <05 >0.12 >25 <25

'Duyarlilik ve ézgiilliik dengesi en iyi olan

Sekil 16: EUCAST tarafindan 6nerilen karbapenem direnci ve tarama esik degerleri (56)
2.15.1. Kombinasyon disk testleri

Bu amac¢ i¢in kullanilan diskler meropenem ile birlikte bilinen enzim
inhibitorlerini (KPC i¢in boronikasit, MBL i¢in dipikolinik asit ve etilendiamin
tetraasetik asit)icermektedir. Bu yontem, cesitli calismalarla valide edilmis olmasi ve
ticari olarak bulunabilmesi (Mast, ROSCO) gibi avantajlara sahiptir. Avibaktam ile
inhibe olan OXA-48 halen ticari fenotipik panel mevcut degildir. Bu testlerde
kloksasilin, agirt AmpC {iretimi ve porin kaybi birlikteligi ile ortaya ¢ikan karbapenem
direnci ile karbapenemaz iiretiminin ayrilmasi amaciyla eklenmektedir (Sekil 17). Bu
yontemle ilgili temel dezavantaj bir gecelik inkiibasyon gerektirmesidir. Giiniimiizde
OXA-48 benzeri enzimler i¢in herhangi bir inhibitér bulunmamaktadir. Temosiline
yiiksek diizey direng (MIK>128 mg/L) OXA-48 iireten suslar igin bir fenotipik
belirleyici olarak dnerilmesine ragmen, diger diren¢ mekanizmalari1 da benzer fenotipe
yol agabildigi i¢in, OXA-48 varliginin diger yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir

(56).

18



Tum Enterobacteriaceae igin Disk
difiizyonda meropenem <28 mm veya MiK

> 0.12 pgfml
Meropenem 25-27 mm ve pip/taz /5
ize baska teste gerek yoktur

Sadece boronik Boronik a. VE Sadece -
asit ile sinerji Kloksasilin ile dipikelinik asit Sinerji Yok~
sinerji ile sinerji
KPC (veya diger AmpC Metallo-beta-
Simif A [kromozomal laktamaz (MBL) TemoR TemoS5
karbapenemaz) veya plazmidik) oxa-38° GSBLfporin
kavyhn

Sekil 17: Kombinasyon testelerinin karbapenem direng mekanizmasinin

belirlenmesinde kullanilmasi

2.15.2. Modifie Hodge testi

Karbapenemaz iiretiminin gosterilmesi amaciyla ¢esitli ii¢c boyutlu bir testler
gelistirilmistir (57-59). Agiklanan yontemlerin tiimii, yogun bakteriyel bir inokulum
veya testedilecekizolatlarin ham bir ekstraktinin, antibiyotik disklerinden farkli
mesafelerde, agar icerisinde kesilmis bir yarik veya bir oyuga uygulanmasina
dayanmaktadir. Inhibisyon bolgesinin inokiileedilmisyarik veya oyuk yéniiniinde
deformasyonu, GSBL’lerin veya Amp C-tipi beta-laktamazlarin varligimin bir
gostergesi olarak kabul edilmistir (Sekil 18). Benzer birteknik, 1976 da Masuda ve
arkadaslar1 tarafindan (60) ve daha sonra Marchiaro ve ark. ve Pasteran ve dig. (61,62)
tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde test edilen kiiltiir veya hiicre icermeyen
ekstraktla 1slatilmis antibiyotik diskleri, daha 6nce duyarl bir E. coli susu ekilmis olan
agar plaklar1 tizerindeki indikator antibiyotik disklerinin yanina yerlestirilmis, yiiklii
disklerin etrafinda E. coli iremesi karbapenemaz iiretimi lehine degerlendirilmistir.
Ancak, bu yontemlerin tiimii rutin labotauvar i¢in emek yogun olmasi nedeniyle

yaygin olarak kullanilamamaistir (63).
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0.5 McFarland

Test izolati

™ Imipenem disk

Sekil 18: Modifiye Hodge Testi

2.15.3. Biyokimyasal (kolorimetrik) testler

Karbapenemaz aktivitesinin hizli tespiti i¢in 2012 yilinda Nordmann ve ark.
tarafindan, Carba NP testi adl1 yeni bir fenotipik yontem gelistirilmistir(64-66).Testin
caligma prensibi, karbapenem hidrolizinin pH degisimine yol agmasi ve bunun
sonucunda fenol kirmizisi solisyonunun kirmizidan sariya donmesidir (Sekil 19).
Carba NP testinin yontem onay1 (validasyon basamagi) Mueller Hinton agar, kanl
agar, triptikaz soya agar ve karbapenemaz tarama besiyerlerinin ¢ogunda iiretilmis
koloniler ile yapilmistir (56). Oldukga yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olan bu
yontem (64-67) halen CLSI ve EUCAST rehberlerinde yer almaktadir (68, 69). Carba
NP testinin ticari olarak temin edilebilen bir kolorimetrik modifikasyonu olan
RAPIDEC CARBA NP (bioMérieux, Fransa), Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii izolatlarinda karbapenemaz tiretiminin erken
teshis icin pratik bir yontem saglamistir (66). Tekrarlanabilir sonuglar alinabilmesi
icin, yontem basamaklar ile ilgili detaylarin dikkatle izlenmesi ve uygulanmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, CarbaNP’nin ticari versiyonu da dahil olmak {izere
tiim kolorimetrik ticari testlerde, sonuglarin %3-5’1 renk degisiminin “stipheli” olmas1

nedeniyle yorumlanamama sorunu yasanmaktadir (56).
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Sekil 19: CarbaNP test A) 1;kontrol 2;negatif B) 1;kontrol 2;pozitif

Son zamanlarda, Van der Zwaluw ve ark. herhangi bir laboratuarda
gergeklestirilebilecek diizeyde basit bir karbapenemaz saptama yoOntemi olan
karbapenem inaktivasyon yontemini (CIM) tanimlamistir. Bu test igin tek temel
gereksinim, 10 mg'lik bir meropenem duyarlilik test diskidir (70). Bu yontem her tiirlii
karbapenemaz aktivitesinin tespiti i¢in oldukca hassas ve spesifik oldugunu
gosterilmistir (70, 71, 66, 48) yontemin calisma prensibi, bir meropenemin bakteri
siispansiyonu ile inkiibasyonu sonucunda enzim araciligiyla parcalandigin
gostermektir. Meropenem diski, bir 6ze dolusu bakteri ile iki saat inkiibe edildikten
sonra, E.coli ATCC 25922 (meropeneme duyarli sus) yayilmis Mueller- Hinton
besiyerine yerlestirilmektedir. CIM testinin bazi OXA-48 suslarin1 iki saatlik
inkiibasyonda kagirabileceginin belirtilmesi iizerine inkiibasyon siiresi 4 saate
c¢ikarilarak modifiye CIM testi Onerilmistir (72). Enzimatik inaktivasyon oldu ise disk
etrafinda inhibisyon zonu olusmamakta veya ¢ok daralmaktadir. Uygulamasi kolay ve
ucuz bir test olmasi nedeniyle rutin laboratuvar uygulamasi i¢in uygundur. Bu

yontemin temel dezavantaji, sonug alinabilmesi i¢in en az 18 saat gerekmesidir.

Sekil 20: CIM testi P:Pozitif N:Negatif T:Test
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2.15.4. Karbapenem hidrolizinin MALDI-TOF ile saptanmasi

Buradaki prensip karbapenemlerin test bakterisi ile karsilastirilmasi sonrasinda, kiitle
spektrumunda karbapenemlere ait 6zgiil piklerin kaybolmasinin veya yiiksekligindeki
azalmanin bir MALDI-TOF analizorii aracilifiyla gosterilmesidir. Degisik
calismalarda, OXA-48 {ireten izolatlar haricinde, bu yontemin duyarlilik ve 6zgilligi
iyl bulunmustur. OXA-48 ile ilgili problemin {iistesinden gelmek i¢in reaksiyona
NH4HCO3 eklenmesi 6nerilmektedir. Ancak bu 6neri hentiz ¢ok merkezli bir ¢alisma

veya tek merkezli cok sayida calisma ile degerlendirilmemistir (56).

2.15.5. Lateral akim yontemleri

Karbapenemaz saptanmasi i¢in son yillarda yeni bir immuno-kromatografik
lateral akim testi gelistirilmistir. Bu test, nitroselilloz membrana sabitlenmis anti
OXA-48 kapli kolloidal altin nanopartikiilleri ile OXA-48 epitoplarinin “yakalanmasi”
prensibine dayanmaktadir. OXA-48 benzeri enzimlerin dogrudan tanimlanmasi igin
anti-OXA-48 antikorlar1 6zgiil yakalama reaktifleri olarak kullanilmaktadir. Test
yaklagik 4 dakika stirmektedir. Hem koloniler ile hem de kan kiiltiir siselerindeki
simiile 6rneklerle denenmistir. Yine yakin zamanda KPC icin de benzer bir test
gelistirilmis, ancak tekrarlanabilirligi heniiz ¢cok merkezli bir ¢alisma veya birden ¢ok

tek merkezli ¢aligsma ile degerlendirilmemistir (56).

2.15.6. Molekiiler yontemler

Molekiiler teknikler karbapenemaz genlerinin tam olarak tanimlanmasi igin
referans yontemlerdir (64). Bu tekniklerin cogu PCR teknolojisine dayanmakta birlikte
gerektiginde enzim kodlayan geninin tim kodlama bolgesinin dizilemesi
yapilabilmektedir. Ayrica hibridizasyon teknikleri, arastirma laboratuvarlarinda ve
referans merkezlerinde karbapenemaz genlerinin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilmistir. Karbapenemaz geninin kromozomal ya da plazmid kontrollii olup
olmadigini belirlemek i¢in hibridizasyon teknikleri ile Southernblot kombinasyonu
kullanilabilmektedir (74,75). Halen, bircok klinik laboratuvar fenotipik tespit
yontemlerinin dezavantajlarini bertaraf etmek ve tespit siiresini kisaltmak icin rutin

olarak PCR bazli yontemleri kullanmaktadir. Dogrudan koloniler {izerinde
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gerceklestirilen bir PCR teknigi, 4-6 saat icinde miitkemmel hassasiyet ve 6zgiilliik ile
sonu¢ verebilmektedir. PCR temelli yontemler ya tekli (76) veya cokluolarak
yapilabilen analizlerdir (77-81). Tespit siiresini daha da azaltan ger¢ek zamanl
analizler de kullanilmistir (82-85). Son zamanlarda, ¢oklu, daha hizli ve giivenilir
sonu¢ elde etmek amaciyla molekiiler teknikler listesine mikroarray teknolojisi
eklenmistir (86, 87). Molekiiler tekniklerin temel dezavantajlari, maliyetleri ve
egitimli mikrobiyologlar gerektirmeleridir. Molekiiler yontemlerle ilgili ek bir sorun,
tespit edilecek direng genlerinin Onceden tanimlanmis olmasi gerekliligidir. Bu
nedenle, bu yontemler yeni karbapenemaz gen tiplerini tespit edilmesinde yetersiz

kalabilir (63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Demografik Ozellikler ve Calisma Yeri (Popiilasyonu)

Bu ¢aligma Temmuz 2015- Aralik 2017 tarihleri arasinda hastanemizde yatarak
tedavi edilen hastalardan izole edilen karbapenem direncli E.coli ve K.pneumoniae
izolatlar1 ile gerceklestirilmistir. Zonguldak Biilent Ecevit Uygulama ve Arastirma
Merkezi giindiiz yataklar1 ile birlikte 619 yatak kapasitesiyle saglik hizmeti veren bir
hastanedir. Sekiz ayr1 yogun bakim biriminde toplam 80 yatak kapasitesi mevcuttur.
Yogun bakim organizasyonu genellikle birer kisilik izolasyon odalar1 seklinde olmakla
birlikte genel yogun bakim biriminde 10 kisilik ve dort kisilik bir oda ve Kalp ve
Damar Cerrahisi biriminde dort kisilik bir yogun bakim odasi mevcuttur. Yenidogan
tinitesinde 25 kiivezin ayn1 mekanda bulundugu bir yogun bakim organizasyonu
vardir. Saglik Merkezimizde 2015 yilinda 407.384 hasta muayene edilmis, 30.548
hasta yatarak tedavi almis, 3663 hastaya yogun bakim hizmeti verilmistir. 2016 yilinda
478.341 muayene yapilmis, 35.577 hasta yatarak tedavi edilmis ve 3949 hastaya yogun
bakim hizmeti verilmistir. 2017 yilinda 511.058 muayene yapilmis, 37.767 hasta

yatarak tedavi edilmis ve 4228 hastaya yogun bakim hizmeti verilmistir.

3.2. Hastalara Ait Demografik Veri Toplanmasi

Belirtilen tarihler arasindaki toplam izolat sayisi laboratuvar kayit defterleri ve
hastane bilgi isletim sisteminden yararlanilarak belirlendi. Karbapenem direncli
bakteri izole edilen hastalarin kayitlar1 incelenerek hastalarin demografik 6zellikleri

kaydedildi.

3.3. Bakterilerin Tanimlanmasi

Izole edilen laktoz pozitif bakteriler geleneksel yontemlerle (laktoz
fermentasyonu ve gaz olusumu, karbon kaynagi olarak sitrati kullanma, iireaz
aktivitesi, hareket, ornitin dekarboksilaz aktivitesi, triptofandan indol olusumu) ve
gerektiginde tam otomatize bakteri tiplendirme sistemi (MicroScan, Beckman Coulter,

USA) ile tanimlandi (88).
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3.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk
diffiizyon yontemi ve/veya tam otomatize antimikrobiyal duyarlilik test sistemi
(MicroScan, Beckman Coulter, USA) kullanilarak yapildi. Imipenem ve/veya
meropenem duyarlilik dogrulamasi i¢in gerek duyuldugunda gradiyent test uygulandi.
Gradient testte ilagli serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit lizerindeki olcekle
kesistigi nokta minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak tanimlandi. Sonuglar
EUCAST onerileri dogrultusunda degerlendirildi. Kontrol suslari olarak E. coli ATCC
29212 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanild1 (56).

3.5. Karbapenemaz Varhgmin CIM Testi ile Gosterilmesi

Kanli agar plaginda saf olarak liremis olan bakteri kolonisinden bir 6ze dolusu
alinip steril SF (serum fizyolojik) i¢inde homojen hale getirildikten sonra i¢ine 10 pg
meropenem diski (OxoidLtd, Hampshire, UK) ilave ederek 4 saat boyunca 35 + 2°C'
de etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda meropenem diski ¢ikarilip, iizerine
0.5 McFarland standardina es deger bulaniklikta hazirlanan E. coli ATCC 25922
siispansiyonunun yayildigi Miieller Hinton agar plagina yerlestirildi. Yaklasik 2,5 mm
mesafe araliginda islem gormemis bagka bir 10 pg meropenem diski (OxoidLtd,
Hampshire, UK) koyularak bir gece 35° C inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda, eger islem gormiis meropenem diski etrafinda inhibisyon zonunun olugmasi
negatif, bir zonu olusmasi pozitif, negatif kontrole gore daha dar bir inhibisyon zonu
olusmasi slipheli/zayif pozitif olarak kabul edildi. Zon ¢aplar1 18 mm’nin (<18) altinda
olan izolatlar pozitif, 19 mm’nin(>19) iizerinde olan izolatlar ise negatif olarak
degerlendirildi. OXA-48 {irettigi belirlenmis olan K. pneumoniae susu pozitif ve E.

coli ATCC 25922 negatif kontrol olarak kullanild1 (72).
3.6. izolatlarin Epidemiyolojik Analizi
Izolatlarin epidemiyolojik analizi i¢in AP-PZR (Arbitrarilyprimed PZR)

yontemi uygulandi (89). Bunun icin oncelikle test edilecek bakterilerden DNA izole

edildi.
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3.6.1.Bakteri DNA izolasyonu

Bakterilerden DNA eldesi i¢in hazir ticari kit kullanildi (Peq Gold Bacterial
DNA Kit- peqlab- Almanya). Uretici nerileri dogrultusunda izolatlar %5 ‘lik koyun
kanl1 agarda bir gecelik inkiibasyonla iiretildi. Saf olarak iireyen tek kolonilerden 1-2
adet alinarak Brain Heart Infusion Broth (BHIB) icinde homojen siispansiyon haline
getirildi. Bir gece 37°C‘de inkiibasyondan sonra elde edilen bakteri siispansiyonu
4000g°‘de 10 dakika santriifiij edildi. Tipiin lizerinde kalan sivi kisim atildi. Daha
sonra;

e Tipiin i¢ine 100 pl TE buffer ve 100 pllizozim (10mg/ml) eklendi. Tiipler
30°C‘de c¢alkalamali su banyosunda 10 dakika inkiibasyonu takiben oda
1s1sinda 4000g‘de 5 dakika santrifiij edildi.

e Uzerine 200ul DNA lizis Buffer T eklendi. DNA lizisbuffer T icindeki
hiicrelere 20 plProteinaz K soliisyonu ve 15ul RNA‘az A (20 mg/ml) eklendi.

e On saniye vortekslenen tiipler tam etkili bir lizis i¢in 70°C*de ¢alkalamal1 su
banyosunda 30 dakika siire ile inkiibe edildi.

e Homojenize edilerek lizise ugratilan bakteri siispansiyonunun iizerine 200 pl
DNA-tamponu eklendi ve pipetlenerek tamamen karistirildi.

e DNA kolonu toplama tiipiine yerlestirildi ve elde edilmis lizat tamamen
kolonun i¢ine aktarildi. 10000g‘de 1 dakika santrifiij ile DNA baglanmasi
saglandi.

e Toplama tiipii santrifiijden ¢ikarildi ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

e Yeni toplama tiipiine yerlestirilmis kolon iizerine 650ul etanolde diliie edilmis
DNA yikama tamponu eklenerek yikandi. 10000g‘de 1 dakika santrifiij edildi.

e Toplama tiipii santrifiijden ¢ikarildi ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.
Yikama basamagi 650ul DNA yikama tamponu ile birkez daha tekrarlandi.

¢ Elde edilen kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. 10000g‘de 2 dakika
santrifiij ile kolon yiizeyi kurutuldu.

e Kolon, steril 1.5ml‘lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi. Elution
tamponundan 100ul eklendikten sonra 3 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Kolondan ayrilan DNA 6000g‘de 1 dakika santrifiij ile ¢oktiirtildii.
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Boylece DNA ekstraksiyonu yapilmis oldu. Kolon atildi ve mikrosantrifiij
tiipiiniin i¢indeki son iirlin toplama tiiplerine alindi. Elde edilen son iiriin PCR
caligmalarinda bakteriyel DNA olarak kullanildi.

3.6.2.Bakteri DNA’sinin ¢ogaltilmasi (Amplifikasyon)

DNA amplifikasyonu i¢in oOncelikle Tablo 2’de verilen 2X (mix) tampon

soliisyonu hazirlandi (90).

Tablo 2: 2X (Mix) tampon karigiminin hazirlanmasi

Kullanilacak son

2 X tampon Istenen volum voliim
Buffer (10X) 10x 100l
MgCI2 (25mM) 25mM 200pl
dNTP (10mM) 2mM 200ul
Distile Su (dH20) 400ul
TOPLAM 1000ul

Her bir 6rnek i¢in Tablo 3’te belirtilmis olan amplifikasyon karisim1 hazirlandi.

Tablo 3: 50 ul olan amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi

Amplifikasyon karisimi Kullanmilacak Voliim
2X Amplifikasyonmiksi 25 ul

M13primer5s’- Il
GAGGGTGGCGGTTCT-3¥

Taq DNA polimeraz 0,5 ul

Distile su 18,5 ul

Ekstraksiyon liriinii (6rnek) 5ul

Toplam hacim 50 pl

3.6.3. Amplifikasyon kosullar:
Amplifikasyon icin Gene Amp PZR System 9700 Termal Cycler (Applied

Biosystems, Singapur) cihazi kullanildi. Hedef DNA boélgesi i¢in asagida belirtilen
amplifikasyon kosullart saglandi (90).
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Amplifikasyon programi:
Denaturasyon i¢in 95 C’de 5 dakika
Primer baglanmasi i¢in 40 C de 5 dakika 2 siklus

Primer uzamasi i¢in 72 C de 5 dakika

Denaturasyon i¢in 94 C de 1 dakika
Primer baglanmasi i¢in 40 C de 1 dakika 38siklus

Primer uzamasi i¢in 72 C 2 dakika

3.6.4. Amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifikasyon tirlinleri brom fenol mavisi i¢inde % oraninda seyreltildi. Bu
karigimin 8 pl’si, i¢inde etidyum bromiir bulunan %2 lik agaroz jele yiiklendi. 110
volt’luk akimda 1 saat yiiriitiilme (elektroforez) sonrasinda UV transillimiinatérde
(Gel Doc UV goriintiileme sistemi, BioRad, Italy) bant profilleri degerlendirildi. Bu
calisma da belirleyici (marker) olarak 50- 1000 baz ¢iftlik DNA ladder (Gennu Star,
Almanya) kullanild1 (90).

3.6.5. Amplifikasyon iiriinlerinin benzerliklerinin degerlendirilmesi

Bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dicekorelasyon kat
sayist ve kiimelesme analizi icin de UPGMA ("Unweighthed Pairvise Grouping
Matematical ~ Avenaging"  matematiksel ortalamayla agirliksiz  ¢iftlerin
gruplandiriimasi) yéntemi kullanildi. izolatlar benzerlik katsayilari gdz 6niine alinarak
birbirleriyle %90’ nin {izerinde benzerlik gosteren suslar klonal olarak iliskili kabul
edildi. Benzerlik oranlar1 %90 nin altinda olan suslar ise digerlerinden farkli veya ayri
olarak  degerlendirildi (90). Calismamizda degerlendirilen izolatlar igin

kolonizasyon/enfeksiyon ayrimi yapilmadi.
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Kullanilan tampon ve cozeltiler:

e TBE (Tris-borik asit-EDTA) tamponu:
Stok soliisyon (10 X, p H 8.0)

5,84 gr EDTA (pH:8) (Biobasic, ABD)
61,83 gr Borik asit (Amresco, ABD)

121.1 gr Tris (Biobasic, ABD)

Distile su ile hacim 1000 m1’ye tamamlanip, maddeler iyice ¢oziindiikten sonra

pH’s1 8.0’e ayarlanarak elde edilen bu soliisyon, +4°C’de sakland1

¢ Etidyum Bromiir (5 mg/ml stok)

2 ml distile suya, 10 mg etidyum bromiir (Fluka, Isvicre) karistirilarak,
manyetik calkalayici lizerinde birkag saat siireyle ¢oziinmesi saglandi. Bu karigim
koyu renkli siseye konularak oda sicakliginda saklandi. Bu ¢6zeltiden, agaroz jel i¢ine

0.1 pl/ml eklendi.

e Agaroz Jel

100 ml 1X TBE tamponu igerisinde, 2 gr agaroz jel (%2 olacak sekilde)
(Prona/The Europen Economic Community) iyice eritildi. Jelin sicakligi 60°C’ye
gelince stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden 10 pl eklenerek, iyice karistirildiktan sonra

jel kabina dokiildii (90).

3.7. Karbapenem Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

3.7.1. DNA izolasyonu

Bakteri DNA izolasyonu, AP-PCR i¢in kullanilan DNA &rneklerinden

yararlanildi.

3.7.2.Bakteri DNA’sinin cogaltilmasi (Amplifikasyon)

Bakteri DNA’sinin ¢ogaltilmasi i¢in hazir ticari kit olan Universal PCR Master
Mix kullamldi (SNP-Biyoteknoloji). Uretici 6nerileri dogrultusunda amplifikasyon
i¢in Tablo 4’de belirtilen oranlarda karisim hazirlandi (90).
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Tablo 4: 50 pl olan amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi

Amplifikasyon karisimi Kullanilacak voliim
Universal PCR Master Mix (2X) 22,5 ul

Primer F (10 pmol) 0,5 ul

Primer R (10 pmol) 0,5 ul

Taq DNA polimeraz 0,3 ul

Distile su 21,2 ul

Ekstraksiyon iiriinii (6rnek) S5ul

Toplam hacim 50 pl

Hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in Tablo 5’te verilen primer dizileri

kullanild1 (karbapenemaz dizileri).

Tablo 5: Hedef gen bolgesi ¢cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri(91)

Hedef Beklenen iiriin
Primerbaz dizisi
bolge biiyiikliigii
GCGTGGTTAAGGATGAACAC
OXA-48 438 bp
CATCAAGTTCAACCCAACCG
GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
NDM 621 bp
CGGAATGGCTCATCACGATC
CGTCTAGTTCTGCTGTCTT
KPC 798 bp
CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
GGAATAGAGTGGCCTTAAYTCTC
IMP 232 bp

TCGGTTTAAYAAAACAACCACC

3.7.3. Amplifikasyon kosullar1

Amplifikasyon icin Gene Amp PZR System 9700 Termal Cycler (Applied
Biosystems, Singapur) cihazi kullanildi. Hedef DNA bolgesi i¢cin 94°C’de 3 dakikalik
ilk denatiirasyonun ardindan, 94°C'de 30 saniye denatiirasyon, primer baglanmasi igin
60°C’de 30 saniye ve 72°C'de 1 dakika uzama ile toplam 35 siklus ve final uzama

olarak 72°C'de 10 dakika olacak sekilde uygulandi (85,77).
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3.7.4. Amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifikasyon iiriinleri(6 pl) brom fenol mavisi(2 pl) i¢inde % oraninda
seyreltildi. Bu karisimin 8ul’si, i¢inde etidyum bromiir bulunan %2 lik agaroz jele
yiiklenir. 110 volt’luk akimda 1 saat yiiriitilme (elektroforez) sonrasinda UV
transillimiinatorde (Gel Doc UV goriintiileme sistemi (BioRad, Italy)) bant profilleri
degerlendirildi. Bu ¢alisma da belirleyici (marker) olarak 50- 1000 baz ¢iftlik DNA
ladder (Gennu Star, Almanya) kullanildi.

3.8. istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler aritmetik
ortalamatstandart sapma, sozel degiskenler i¢in say1 ve ylizde olarak ifade edildi.
Sozel degiskenlerin  karsilastirllmasinda Ki-kare testi kullanildi ve tiim

degerlendirmeler i¢in p<0.05 degeri anlamli kabul edildi
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4. BULGULAR

4.1. izolat Ozellikleri

Temmuz 2015-Aralik 2017 tarihleri arasinda rutin bakteriyoloji laboratuvarina gelen
orneklerden 3091 E. coli (%70,9), 1263 Klebsiella spp. (%29,1) olmak iizere toplam
4354 bakteri izole edildi. Izolatlarm toplaminda % 2,8 (121/4354) oraninda
karbapenem direnci bulundu. Karbapenem direngli izolatlarin %6.6 s1 E. coli, %93.4’u
Klebsiella tiirleriydi. E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda karbapenem direncinin
srastyla %0,25 ve %9 oldugu belirlendi. Izolatlar en sik %44,62 oraninda idrar, %27
oraninda kan ve %16 oraninda trakeal aspirat olmak iizere degisen oranlarda Tablo

6’da dagilimi belirtilen klinik 6rneklerden elde edilmisti.

Tablo 6: izolatlarin elde edildigi 6rnekler

Ornek N (%)121
Idrar 54 (44,62)
Balgam 7 (5,78)
Apse 4 (3,30)
Yara 6 (4,95)
Trakeal Aspirat 16 (13,22)
Kan Kiiltiirii 27 (22,31)
Periton 2 (1,65)
Serviks 1(0,82)
Brons 1(0,82)
Doku 3(247)
Toplam 121

KDE izolatlarin yillara gore dagilimi Tablo 7’de gosterilmistir. Bu
degerlendirmeye gore K. pneumoniae igin 2015 ve 2016 yillar1 arasinda belirgin

farklilik g6zlenmemesine ragmen 2017 yilinda anlamli bir artis oldugu bulundu

(p<0.001).
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Tablo 7: izolatlarmn yillara gére dagilimi

izolat sayis1

Karbapenem direnci

Bakteri
n (%) 2015 2016 2017 Toplam
E. coli 3091 (70.9) 5/569 3/1181 0/626 8
K. pneumoniae 1178 (27.05) 14/184 25/395  70/599 109
K. oxytoca 85 (1.95) 0/9 2/33 2/43 4
Toplam 4354 19 30 72 121

4.2. Antibiyotik Ozellikleri

Karbapenem direncli oldugu belirlenen 121 izolatin disk difiizyon yontemi ile
belirlenen antibiyotik duyarliliklar1 Tablo 8’de verilmistir. izole edilmis olan
karbapenem direncli bakterilerden imipenem ve meropeneme direngleri sirasiyla
%30,5 ve %84,61 bulundu. Imipenem ve meropenem direng birlikteligi %24,3 olarak
belirlendi. Izolatlarin %94’inde kinolon direnci bulundugu ve in-vitro etkinligi en

yiikksek olan antibiyotiklerin sirasiyla amikasin, fosfomisin ve trimetoprim-

sulfametoksazol oldugu gozlendi (Tablo 8).

Tablo 8: izolatlarin antibiyotik duyarliliklari(%)

ANTIBIYOTIK DUYARLI ORTA DUYARLI DIRENCLI
Piperasilin-Tazobaktam 1(0,82) 2 (1,65) 115 (95,04)
Sefepim 8(6.61) 5(4,13) 108 (89,25)
Seftazidim 4(3.3) 0 110 (90,90)
Sefaleksin 36 (29,75) 1(0,82) 41 (33,88)
Seftriakson 3247 1(0,82) 117 (96,69)
Levofloksasin 7 (5,78) 0 111 (91,73)
Siprofloksasin 2 (0,82) 4 (3,30) 115 (95,04)
Gentamisin 36 (29,75) 1(0,82) 84 (69,42)
Tobramisin 14 (11,57) 2 (1,65) 94 (77,68)
Amikasin 94 (77,68) 18 (14,87) 9 (7,43)
Ertapenem 2 (1,65) 1(0,82) 117 (96,69)
Imipenem 66 (54,54) 16 (13,22) 36 (29,75)
Meropenem 11 (9,09) 7 (5,78) 99 (81,81)
Fosfomisin 62 (51,23) 2 (1,65) 18 (14,87)
Nitrofurantion 6 (4,95) 5 (4,13) 69 (57,02)
Trimetoprim-Sulfametoksazol 69 (57,02) 32,47 47 (38,84)
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4.3. Hastalarin Demografik Ozellikleri ve Risk Faktorleri

Belirtilen tarihler arasinda 97 hastadan 121karbapenem direncli izolat elde
edildi. Bakterilerin elde edildigi hastalarin yaslar1 5-94 (Mean 63 ve SD+17) ve
erkek/kadin oram1 56/41 olarak bulundu. Hastalarin %39’u yogun bakim, %16’s1
hematoloji veya onkoloji ve geri kalanlarin mubhtelif servislerde tedavi aldigi
belirlendi.

Hastalarda mevcut olan altta yatan hastalik olarak en yiiksek oranda visseral
organ iliskili kanser (%36,6), diabetes mellitus (%28,7), yiiksek tansiyon (%19) ve
KOAH (%]11) bulundugu belirlendi (Tablo 9). Hastalarin 40 (%41,23)’1 tedavi
sirasinda 0lmiistii. Tedavi sirasinda 6len hastalarin kronik hastaliklarina bakildiginda

malignitesi olan hastalarda yiiksek oldugu (%62,5) belirlendi.

Tablo 9: KDE izole edilen hastalarda mevcut altta yatan hastaliklar

ALTTA YATAN HASTALIK N (%)
Serebrovaskiiler hastalik 5(5,15)
Hemipleji, tetrapleji, parapleji

Koledokolitiyazis 5(5,15)
Pnomokonyoz 2 (2,06)
KOAH 11 (11,34)
Hepatit 4(4,12)
Diabet 29 (29,89)
Kanser 32 (32,98)

Mide, kolon, akciger, bobrek, pankreas, mesane, prostat, nazofarenks,
serviks, over, endometrium, hepatoselliiler,kolanjioselliiler

Hematolojik malignite 9 (9,27)
Lenfoma, 16semi, multiple miyelom
Karaciger Transplantasyonu 1(1,03)
Morbidobez 1(1,03)
Derin ventrombozu 1(1,03)
Hidronefroz 1(1,03)
Bobrek yetmezligi (akut/kronik) 8 (8,24)
Hipertansiyon 19 (19,58)
Kronik kalp yetmezligi 3 (3,09)
BPH 3 (3,09)
Norojenik mesane 1(1,03)
Arnold Chiari Sendromu 1(1,03)
Demans 1(1,03)
Parkinson 1(1,03)
Miyokart enfartusu 1(1,03)
Coklu travma 1(1,03)
Chron hastalig1 1(1,03)

Hastalara uygulanan antibiyotik tedavileri degerlendirildiginde en fazla
kullanilan antibiyotiklerin meropenem (%52,57), seftriakson (%31), teikoplanin

(%27,83), siprofloksasin (%17,52) ve benzer oranlarda piperasilin-tazobaktam ile

34



kolistin (%13,40) oldugu gozlendi (Tablo 10). Hastalarin %19,58’1 bir, %21,64’1i iki,
%441 ise lic veya daha fazla grup antibiyotik tedavisi almisti. Hastalarin %13,4’tinde

herhangi bir antibiyotik kullanim 6ykiisti bulunamadi.

Tablo 10: KDE izole edilen hastalarin tedavisinde yer aldig1 belirlenen antibiyotikler

ANTIBIYOTIKLER N (%)
Seftriakson 30 (30,92)
Siprofloksasin 17 (17,52)
Amikasin 3(3,09)
Moksifloksasin 13 (13,40)
Targocid 3(3,09)
Meropenem 51 (52,57)
Metronidazol 9(9,27)
Teikoplanin 27 (27,83)
Levofloksasin 2 (2,06)
Ertapenem 12 (12,37)
Sefuroksim 2(2,06)
Ampisilin-sulbaktam 12 (12,37)
Piperasilin-tazobaktam 13 (13,40)
Kolistin 13 (13,40)
Trimetoprim- sulfametoksazol 3 (3,09)
Sefazolin 6 (6,18)
Linezolid 5(5,15)
Vankomisin 2 (2,06)
Klindamisin 1(1,03)
Rifampisilin 1(1,03)
Gentamisin 1(1,03)
Imipenem 1(1,03)
Trimetoprim 2 (2,06)
Klaritromisin 1(1,03)
Seftazidim 1(1,03)

Karbapenem direncli E.coli ve Klebsiella spp. izole edilmeden Once hastalara
uygulanmis olan girisimler hastane otomasyon sisteminden saglanan veriler yoluyla
kaydedildi (Tablo 11) 72 (%74) hastaya ERCP, endoskopi, trakeostomi ve PEG daha
fazla olmakla histeroskopi, anjioplasti, renal diyaliz, gastroenterostomi v.b. invaziv

girisim uygulanmisti.
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Tablo 11: KDE izole edilen hastalara uygulandigi belirlenen invaziv girisimler

GiRiSIMLER N (%)

Invaziv Girisim 1(1,03)
ERCP 5(5,15)
Gastroenterostomi 2 (2,06)
Karaciger Biyopsisi 1(1,03)
Endoskopi 4 (4,12)
Sonda 2 (2,06)
Mesane Stent Operasyonu 1(1,03)
Kolesistektomi 1(1,03)
Anjiyoplasti 3(3,09)
Splenektomi 1(1,03)
Gogiis Tiipii 1(1,03)
TUR 2 (2,06)
Sistoskopi 2 (2,06)
Katarakt Ameliyati 1(1,03)
Biiyiik Kemik Cerrahisi 2 (2,06)
Trakeostomi 4 (4,12)
PEG 3(3,09)
GIS Perforasyonu nedeniyle ameliyat 1(1,03)
Ileus Operasyonu 1(1,03)
Kalp Pili 1(1,03)
Renal diyaliz 3(3,09)
Kolon ameliyati 2 (2,06)
Histerektomi 3(3,09)
Lomber enstriimantasyon ¢ikarilmasi 1(1,03)
Inguinal Embolektom 1(1,03)
Beyin tiimorii ameliyati 1(1,03)

4.4. Karbapenemaz Varhgmin CIiM Testi ile Gosterilmesi

Benzerlik gosteren 75 izolatin olusturdugu 15 farkli kiimeden segilen 32 izolata

CIM testi uygulandi. izolatlarin ikisi disinda tiimiinde CIM testi pozitif bulundu.

4.5. Izolatlarin Molekiiler Epidemiyolojisi

Calismaya dahil edilen 121 izolat iginden stok kiiltiirden canli olarak bulunan
toplam 81 K. pneumoniae izolat1 icin AP-PCR yapild1. Izolatlar 21 farkli AP-PCR
profili gosterirken izolatlarin 74’ herhangi bir kiime iginde yer aldi. izolatlarin
kiimelesme orani %91 bulundu. En biiyilik kiimenin 14 izolatin yer aldig1 genotip-8,
diger kiimelerin sirasiyla; genotip-2 (8 izolat), genotip-3 (7 izolat), genotip-16 (7
izolat), genotip-1 (6 izolat), genotip-4 (6 izolat), genotip-10 (5 izolat), genotip-6 (5
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izolat), genotip-11 (4 izolat), genotip-13 (3 izolat), genotip-9 (3 izolat), genotip-5 (2
izolat) genotip-17 (2 izolat) ve genotip-18 (2 izolat) oldugu belirlendi (Sekil 23).
Belirlenen genotiplere gore izolatlarin elde edildikleri 6rneklerin ve izole edildikleri
tarihlerin 6zeti Tablo 12°de gosterildi. Calismamiza dahil edilen izolatlarin AP-PCR
ile kiimelesme orani oldukga yiiksek olarak bulundu. Calismamizda benzerlik siniri
%90 olarak belirlendi, ancak yogun bakimlardaki hastalardan izole edilen suslari
kapsayan genotip-8 ve genotip-2 kiimesi arasindaki benzerlik oran1 %86,3 gibi yiiksek
bir oranda bulundu. Bu durum klasik epidemiyolojik verilerle yorumlandiginda
anlamli kiimelesme nedeniyle her kiimedeki izolatlarin klonal iliskilerinin de red

edilemeyecegini diisiindiirdii.
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Sekil 21: C3 Yogun Bakim Unitesi 87-88-89-90-95-97-111-30(E.coli)-113-114-118-
121-122-132-134-139 numarali izolatlar

5 105 107 117 319 3134 931 137 M

Sekil 22: Uroloji Servisi 38-41-42-53-54-55-62-22(E.coli)-65-105-107-112-119-124-

131-137 numaral1 izolatlar
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Tablo 12: Belirlenen genotiplerin ait oldugu izolatlarin elde edildikleri 6rnekler ve

izole edilme tarihleri

izolat No Genotip Ornek Tarih Lokalizasyon
88 1 Trakeal Aspirat 25.04.2017 C3YB
89 1 Kan Kiiltiirii 24.04.2017 C3YB
90 1 Idrar 25.03.2017 C3YB
95 1 Trakeal Aspirat 04.05.2017 C3YB
97 1 Idrar 17.02.2017 C3YB
111 1 Kan Kiiltiirti 21.06.2017 C3YB
113 2 Idrar 23.06.2017 C3YB
114 2 Balgam 28.06.2017 C3YB
118 2 Trakeal Aspirat 07.07.2017 C3YB
121 2 Trakeal Aspirat 13.07.2017 C3YB
122 2 Kan Kiiltiirii 20.07.2017 C3YB
132 2 Kan Kiiltiirti 25.09.2017 C3YB
134 2 Kan Kiiltiirti 20.10.2017 C3YB
139 2 Apse 23.11.2017 C3YB
65 3 Idrar 09.01.2017 Uroloji
105 3 Idrar 13.06.2017 Uroloji
107 3 Idrar 15.06.2017 Uroloji
112 3 Kan Kiiltiirii 21.06.2017 Uroloji
119 3 Idrar 07.07.2017 Uroloji
124 3 Idrar 21.07.2017 Uroloji
131 3 Idrar 19.09.2017 Uroloji
41 4 Idrar 28.09.2016 Uroloji
42 4 Idrar 05.10.2016 Uroloji
53 4 Idrar 18.11.2016 Uroloji
54 4 Idrar 25.11.2016 Uroloji
55 4 Idrar 05.12.2016 Uroloji
62 4 Idrar 22.12.2016 Uroloji
137 6 Doku 08.11.2017 Uroloji
81 7 Kan Kiiltiirii 04.04.2017 B3YB
108 7 Kan Kiiltiirti 15.06.2017 B3YB
116 7 Trakeal Aspirat 01.07.2017 B3YB
120 7 Idrar 13.07.2017 B3YB
123 7 Kan Kiiltiirii 10.07.2017 B3YB

36 9 Periton 05.06.2016 Onkoloji
37 9 Kan Kiiltiirii 30.06.2016 Hematoloji
92 9 Trakeal Aspirat 28.04.2017 B3YB

44 10 Balgam 11.10.2016 Gogiis

46 10 Idrar 18.10.2016 Noroloji
76 10 Brons Lavaji 17.03.2017 Gogiis




Tablo 12: (devami)

izolat No Genotip Ornek Tarih Lokalizasyon
82 10 Idrar 10.04.2017 Genel Cerrahi
110 10 Kan Kiiltiirti 19.06.2017 Genel Cerrahi

94 12 Kan Kiiltiirii 28.04.2017 Hematoloji
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Sekil 23: Degerlendirilen izolatlarda belirlenen AP-PCR profilleri
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Sekil 23: devami
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Gastroenteroloji
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4.6. Karbapenem Direncli Tiirlerin Enzim Tipleri

Benzerlik gosteren 21 farkli kiimeden secilen temsili 32 izolata en sik goriilen
karbapenemaz gen bolgeleri arastirildi. Izolatlarin biri disinda tiimiinde OXA-48

enzimi belirlendi. Izolatlarda KPC, IMP ve NDM tespit edilmedi.

Sekil 24: OXA-48 enziminin amplifikasyon {irlintiniin jel goriintiisi. Markar,

PK: Pozitif kontrol

Sekil 25: KPC enziminin amplifikasyon {iriiniiniin jel goriintiisii. Markir, PK: Pozitif

kontrol

Sekil 26: NDM enziminin amplifikasyon {riiniiniin jel goriintiisii. Markir, PK: Pozitif

kontrol
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Sekil 27: IMP enziminin amplifikasyon iiriiniiniin jel goriintiisii. Markir, PK: Pozitif

kontrol
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5. TARTISMA

Antibiyotik direnci diinya ¢apinda temel bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu
sorunun olusturdugu tehlike 2013 yilinda Davos Ekonomik Forumu'nda diinya
liderleri tarafindan da kabul edilmistir. Antibiyotik direncinin Avrupa i¢in olusturacagi
mali yiikiin 1.5 milyon avro olacagi tahmin edilmektedir. Yakin gelecekte ¢oklu
dirence sahip olan bakterilere kars1 yeni ve etkili antibiyotik gelistirilme umudunun da
olmamasi tedavi i¢in umutsuzluk olusturmaktadir (92).

Karbapenemler, 1980’li yillarin erken donemlerinden itibaren ¢oklu ilag
direncine sahip gram negatif bakterilerilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
son se¢enek ilag olarak kullanilmiglardir. KDE’nin yayilimi hakkinda 2000’11 yillarin
basina kadar yeterli veri bulunmamaktadir. Ozellikle gegtigimiz son bes yilda daha
yogun olmak iizere KDE diinya ¢apinda saglik hizmeti ile iliskili olan 6nemli bir
patojen haline gelmistir (93-95). KDE de en yaygin goriilen direng mekanizmasi ilacin
enzimatik inaktivasyonudur. Enterobacteriaceae ailesinde karbapenemaz iiretimi K.
pneumoniae, Citrobacter freundii, E. coli, Enterobacter aerogenes gibi pek ¢ok tiirde
gosterilmistir. Bu tiirlerin i¢inde en sik gdzlenen hastane enfeksiyonu etkenlerinden
biri olan K. pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz ve metallo-beta-laktamaz
karbapenem direncinin temel mekanizmasidir (96). Yaygin ilag direncine sahip
olmalar1 nedeniyle KDE ile gelisen enfeksiyonlarin mortalite ve morbiditesi yiiksektir
(93, 97). KDE ile kolonizasyon i¢in temel rezervuar gastrointestinal sistem olup,
mevcut  kolonizasyonun enfeksiyon gelisimi  kolaylastirict  unsur  oldugu
disiiniilmektedir (98). Son yillarda, ¢oklu ilag direngli bakterilerin toplumda saglikli
kisilerde asemptomatik tasiyiciligmmin da giderek arttigi bildirilmektedir (99-100).
Benzer durumun KDE ic¢inde gegerli oldugunun goriilmektedir. Sistematik bir
derlemede, hastaneye basvuru sirasinda hastalarin %16,5’nin karbapenem direngli K.
pneumoniae ile kolonize oldugu goézlenmistir (98). Kolonize hastalarin bagvuru
sirasinda tespit edilmesinin bakterinin nosokomiyal yayilimini belirgin olarak
Onleyecegi bildirilmektedir (101,102).

KDE izolatlarinin en sik solunum sistemi ve bunu takiben giderek azalan
oranlarda iiriner sistem, kan, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edildigi
gozlenmektedir (98). Cocuk hastalarin degerlendirildigi bir caligmada ise birinci sirada
kan (%62,5) ve bunu takiben giderek azalan oranlarda solunum, ventrikiil, batin ici ve

tiriner sistem enfeksiyonlar1 bildirilmistir (103). Calismamizda KDE izole edilen
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klinik 6rnekler degerlendirildiginde en sik idrar (%44,62), kan (%27) ve trakeal aspirat
(%16) orneklerinin bulundugu belirlenmistir.

Diinya Saglhk Orgiitii-CAESAR 2017 raporunda iilkemiz izolatlarinin ¢oklu
ilag direnci oranlar1 E. coli ve K. pneumoniae i¢in sirastyla %18 ve %35 karbapenem
direnci oranlart ise sirasiyla %3 ve %30 olarak belirlenmistir. Karbapeneme orta
duyarl olan izolatlarda bu degerlendirmeye alindiginda oranlarin sirasiyla %5 ve %41
oldugu dikkati ¢ekmektedir (37). Calismamizda, izolatlarimizin toplaminda % 2,8
(121/4354) oraninda karbapenem direnci bulunmus, E. coli ve Klebsiella spp.
izolatlarinda karbapenem direncinin sirastyla %0,25 ve %9 oldugu belirlenmistir.
Izolatlarimizda karbapenem direncinin iilke geneline gore diisiik bulunmasimnin
nedeninin invaziv izolat sayisinin genel degerlendirmeye gore daha diisiik olmasina
bagli olabilecegi diisliniilmiistiir.

KDE nin molekiiler epidemiyolojisi ABD ve diinyanin diger bolgelerinde
tanimlanmaya calisilmistir (104-106). Saglik hizmeti veren kurumlarda KDE ile
iliskili salginlar ve bagimsiz sporadik olgular bildirilmistir. Bu konuda yapilan
molekiiler caligmalar multilokus sekans tipi (MLST) 258 (ST258) daha yaygin olmak
tizere ve ST258 ve ST11’in Asya’da yaygin oldugunu gostermektedir (107).

KDE ile kolonizasyon ve enfeksiyonu olan hastalar degerlendirildiginde bu
hastalarda bazi ortak 06zelliklerin oldugu go6zlenmistir. Bu o6zellikler KDE ile
kolonizasyon ve/veya enfeksiyonu kolaylastiran faktorler olarak tanimlanmiglardir.
Yapilan farkli caligmalarda, genis spektrumlu antibiyotiklere uzun siire maruz kalma,
uzun siireli yatarak saglik bakim hizmeti alma, kalici tibbi cihazlara ve immiin sistemi
baskilayacak tedavi veya klinik durumlara maruziyet eriskinlerde KDE ile
kolonizasyon veya enfeksiyon icin risk faktorleri olarak tanimlamistir (108-113, 106,
50, 4, 105). KDE izole edilen hastalarda kanser, diabetes mellitus insan immiin
yetmezlik viriisii ve kardiyovaskiiler hastalik varligininen sik bildirilen ko-morbidit
durumlar oldugu gézlenmektedir (114, 109). Onceki 3 ay icerisinde antipseudomonal
antibiyotik maruziyeti, gecirilmis ameliyat oykiisii ve mekanik ventilasyon destegi
cocuklarda risk faktorleri olarak tanimlanmistir (103).

Kofteridis ve ark., KDKP enfeksiyonu icin, dnceki cerrahi islem ve bobrek
hastalig1r varligin1 bagimsiz risk faktorii olarak belirlemis, antimikrobiyale maruz
kalma ile KDKP arasinda anlamli bir iligki bulamamuistir. Ayni ¢calismada KDKP izole
edilen hastalarin yas ortalamasi 79 (28-101) bulunmustur. KDiKP ve KDuKP en fazla

idrardan ikinci siklikta kandan izole edilmis, herhangi bir K. prneumoniae susunun
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izolasyonu kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek mortalite ile iliskili bulunmustur
(106).

CRACKLE c¢alismasinda KDE izole edilen hastalarin yas ortalamas1 70 (51-
81) olarak belirlenmis, kadin hastalarda erkeklere gore hafif olarak yiiksek oran (%60)
bildirilmistir. Eslik eden komorbit durumlar olarak diabet (%56), kalp hastalig1 (%57),
bobrek yetmezligi (%26) bulunmustur (115). Benzer olarak CDC, KDE izole edilen
hastalar icin yas ortalamasmin 66 (<1-100) ve hastalarin %59’nu kadin olarak
tanimlamistir (36). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak KDE izole edilen
hastalarin genel olarak diiskiin ve yasl hastalar oldugu belirlenmistir. Hastalarimizin
yas ortalamast 63 olmakla birlikte yas dagiliminin 5 ile 96 arasinda oldugu, ¢ocuk
hastalarin onkoloji servisinde bulundugu goézlenmistir. Erkek ve kadin cinsiyet
arasinda anlamli bir fark bulunmamasina ragmen erkek hastalarda oran daha yiiksek
(%59) bulunmustur. KDE izole edildigi sirada hastalarin %39’unun yogun bakim,
%16’s11n hematoloji veya onkoloji ve geri kalanlarin da muhtelif servislerde tedavi
aldig1 belirlenmistir. KDE izole edilen hastalarin %66’sinin 6nceki yatis Oykiisii
oldugu bulunmustur. KDE izole edilmeden 6nce uygulanan antibiyotik tedavileri
degerlendirildiginde sirasiyla meropenem (%51), seftriakson (%31), teikoplanin
(%217,6), siprofloksasin (%13), piperasilin-tazobaktam ve kolistinin (%13,3) en sik
tercih edilen antibiyotikler oldugu gozlenmistir. Tedavileri siiresinde KDE izole
edilen hastalarin %19,58’1 bir, %21,64’1 iki, %44’i ise ii¢ veya daha fazla grup
antibiyotik tedavisi almistir. Antibiyotik kullanimi ile KDE iliskisinin
degerlendirildigi ¢calismalarda farkli sonuglarin bulundugu gézlenmektedir. Kofteridis
ve ark. antibiyotik kullaniminin KDE ile enfeksiyon gelismesi i¢in bir risk faktorii
olmadigimi bildirirken (106), Loon ve ark.’lar1 karbapenem ve sefalosporin grubu
antibiyotik kullaniminin 6nemli bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir (116).
Calismamizda KDE izole edilen hastalarda mevcut olan altta yatan hastalik olarak en
yiiksek oranda visseral organ iligkili kanser (% 36,6), diabetes mellitus (% 28,7),
yiiksek tansiyon (% 19) ve KOAH (% 11) bulundugu, hastalarin %44.9’unun tedavi
sirasinda  6ldiigii belirlenmistir. Olen hastalarin  %62,5’inde malignite oldugu
gozlenmistir. Diinya genelinde en yaygin karbapenemaz olan KPC’yi iireten
K. pneumoniae izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarin mortalitesi lizerine yapilan
sistematik bir incelemede bu enfeksiyonlarda mortalite oran1 %41 olarak bulunmustur.
Mortalite ililkeye ve hasta tipine gore degismekle birlikte en duyarli hastalarda en

yiiksek oranda gdzlenmistir. En yiiksek oranlarin Brezilya icin (%51) ve en diisiik
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oranlarin ABD ve Cin igin tespit edilmesi ilizerine bu sonucun saglik hizmetlerine
ayrilan kaynaklara ve sonu¢ olarak da saglanan saglik hizmeti kalitesi ile orantili
olabilecegi diisiinlilmiistiir. Onkoloji hastalarinda mortalite oran1 %350 olarak
bulunmus, eslik eden sepsis, organik bozukluk ve metastaz kolaylastirici unsurlar
olarak belirlenmistir. Transplantasyon yapilan hastalarda mortalite diizeyi %52,5
olarak tespit edilmis, uygulanan immiinsiipresyonun ¢oklu ila¢ direnci olan bakteri
kolonizasyonunu arttirdig1 diisiintilmiistiir (117).

Akgiil ve ark.’lar1 dort yillik bir siiregte KDE izole edilen hastalari
degerlendirerek mekanik ventilasyon, trakeostomi, liriner kateterizasyon, santral
vendz kateter, nazogastrik tiip, total parenteralniitrisyon ve acil miidahale
uygulamalarinin bu hastalarda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak fazla
bulundugunu belirlemislerdir (5). Benzer olarak CDC caligmasinda da girisimsel
uygulamarin belirgin risk unsuru oldugu belirtilerek, hastalarin %75’inde iiriner
kateter, %43’linde santral venoz kateter ve %39’da beslenme kateteri mevcudiyeti
bildirilmistir (36). Bizim ¢alismamizda da hastalarin % 74’linde benzer girisimsel
uygulamalarin bulundugu, bu girisimsel uygulamalarin iginde en sik ERCP,
endoskopi, trakeostomi, PEG, renal diyaliz, anjioplasti ve histerektominin yer aldig1
bulunmustur.

Global olarak KPC enzimi Enterobacteriacea iginde en sik goriilen
karbapenemaz olup KPC-2 ve KPC-3 en sik goriilen alt tipleridir. Klonal yayilim
gosteren KPC enziminin basarili yayilmas: ST258 klonu sayesinde olmustur. KPC
enzimi daha siklikla Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Kolombiya, italya,
Yunanistan ve Cin’de belirlenmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde izole edilen
Enterobacteriacea tiyelerinin neredeyse tiimiinde KPC enzimi bulunmaktadir. NDM,
Hindistan, Pakistan ve Banglades’te en sik bulunan enzimdir. ilk kez iilkemizde
tanimlanan OXA-48, global yayilim gosteren {igiincii karbapenemaz tiiriidiir. Kuzey
Afrika tilkeleri de dahil olmak iizere Akdeniz iilkelerinde Ve Avrupa’da salginlar
olusturmasinin yani sira sporadik olgularda bildirilmektedir (45).

Ulkemizde OXA-48 yaygin olmakla birlikte az miktarda da olsa diger enzim
tiplerinin tespit edildigi gdzlenmektedir (Tablo 13). Istanbul’da Kuskucu ve ark. 2012
yilinda 4052 E. coli izolatinin 24’ tinde KDE (%0,59) bulmus, 5 izolatta OXA-48 ve 2
izolatta KPC enzimi belirlemistir(46). Ankara’da Baran ve ark.,181 KDE izolatinin
86’sinda OXA-48, birinde NDM, ii¢ izolatta OXA-48+NDM ve bir izolatta OXA-
48+VIM bulmustur (118). Cakar ve ark.’lar1 2014 yilinda her merkezden firetilen ilk
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10 KDE izolatinin toplanarak yapildigi cok merkezli bir calismada cogu K.
pneumoniae iceren 155 izolat inceleyerek E.coli’lerin %94.7’sinde, K. Pneumoniae
izolatlarinin %83,1°’de OXA-48 bulmustur. NDM, VIM ve IMP bu ¢alismada az sayida
bulunmakla birlikte, {i¢ izolatta OXA-48+NDM, ii¢ izolatta OXA-48+VIM ve bir
izolatta VIM+NDM belirlenmistir (119). Telli ve ark.’lar1 Ege bolgesinde 11
hastaneden topladiklar1 156’s1 K. pneumoniae olan 164 izolatin %46’sinda OXA-48
bulurken, %36,8’inde OXA-48+NDM belirlemislerdir. Aynm1 ¢alismada izolatlarin
%16,6’s1nin NDM fiireticisi oldugu gozlenmistir (120). Bizim ¢alismamizda AP-PCR
sonuclarina gore benzerlik gdsteren 75 izolatin olusturdugu 15 farkli kiimeden segilen
temsili 32 izolatin birisi disinda tiimiinde OXA-48 bulunmustur. Ulkemizde az sayida
da olsa farkli merkezlerden bildirilen KPC, IMP ve NDM  izolatlarimizda

bulunmamustir.

Tablo 13: Ulkemizden farkli merkezlerden bildirilen karbapenemaz genleri

E. coli K.pneumoniae
Referans KDE g g
J @] J &
= £ Z E & 2 £ 2 £ ¢t
» ¥ Z > = » N4 Z > =
o o
4052 E.
Kuskucu ve
coliizolati, 5124 2/24
ark., 2012 (46)
%0,59 KDE
1840
Karaaslan,
rektalsiiriintii, 6/55 37/69
2013 (126)
%9 KDE
Baran ve ark., 181 KDE
%61,54 %75,36 %7,25 %1,45
2013 (123) izolat1
155 izolat
Cakar ve ark.,
21 E. coli, 134 18/21 1/21 121/134 8/134 4/134 2/134
2014 (124)
K. pneumoniae
163 izolat4
Telli ve ark,
E.coli, 156 3/4 1/4 69/156 1/156 26/156
2015 (125)

K. pneumoniae
Cizmeci ve ark,

76 izolat 1 49 13 1
2107 (127)
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Molekiiler yontemler karbapenemaz kodlayan genlerin belirlenmesinde altin
standart olmasimna ragmen, bu yontemlerin teknik donaniminin her merkezde
bulunmamasi, maliyetlerinin yiliksek olmasi, yeni enzim tiirlerinin tanimlanmasinin
yetersizligi gibi olumsuzluklar1 da mevcuttur (48). Karbapenem iiretiminin hizli ve
diisiik maliyetle gosterilebilmesi icin gelistirilmis olan CarbaNP ve CIM testleri
yiikksek duyarlilik ve oOzgiilliige sahip fenotipik yontemlerdir (48, 66, 68-70).
Calismamizda PCR ile OXA-48 tespit edilen izolatlarda, ikisinde negatif olmakla
birlikte, digerlerinde CIM testi pozitif bulunmustur.
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6. SONUC

1. Temmuz 2015-Aralik 2017 tarihleri arasinda, 4354 izolat incelendi, izolatlarda
karbapenem direnci E. coli ve Klebsiella spp. i¢in sirastyla %0,25 ve %9 olarak
belirlendi.

2. lIzolatlarm elde edildigi hastalarin yaslar1 5-94 (Mean 63 ve SD+17), erkek/kadin
orani 56/41 olarak bulundu. Cinsiyet farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina
ragmen erkek hastalarda daha yiiksek sayida oldugu tespit edildi.

3. KDE izole edilen hastalarin %66’siin onceki yatis Oykiisiiniin bulundugu ve
%44.9’unun tedavi sirasinda 61diigi belirlendi.

4. lzolatlarin elde edildigi hastalarda altta yatan hastalik olarak en yiiksek oranda
visseral organ iliskili kanser (%36,6), diabet (%28,7), yiiksek tansiyon (%19) ve
KOAH (%11) bulundugu belirlendi.

5. KDE izole edilen hastalarin %39’u yogun bakim, %16°s1 hematoloji veya onkoloji
ve geri kalanlar1 muhtelif servislerde tedavi almislardi.

6. KDE izole edilen hastalarda mekanik ventilasyon, trakeostomi, iirinerkateter
varlig, ileri yas, akut bobrek yetmezligi, SVO, DM gibi faktdrler ve antibiyotik
kullaniminin belirgin ortak 6zellikler oldugu belirlendi.

7. KDE izole edilen hastalarin tedavisi sirasinda en fazla kullanilan antibiyotiklerin
meropenem (%51), seftriakson (%31), teikoplanin (%27,6), siprofloksasin (%13) ve
benzer oranlarda piperasilin-tazobaktam ile kolistin (%13,3) oldugu, hastalarin
%19,58’1nin bir, %21,64 liniin iki, %44 iiniin ise li¢ veya daha fazla grup antibiyotik
tedavisi aldig1 tespit edildi. Hastalarin %13,4’{inde herhangi bir antibiyotik kullanim
Oykiisii bulunamadi. Meropenemin en fazla kullanilan antibiyotik oldugu ve
izolatlarda meropenem direncinin imipeneme gore belirgin olarak yiiksek oldugu
bulunmustur.

8. Bu caligmada epidemiyolojik analiz yapilan 81 K. pneumoniae izolat1 21 farklh
AP-PCR profili gosterirken izolatlarin 74’ii herhangi bir kiime i¢inde yer aldig
belirlendi. Izolatlarin kiimelesme orani %91 bulundu. Bazi yogun bakimlardaki
hastalardan izole edilen suslar1 kapsayan genotip kiimeleri arasindaki benzerlik orani
%86,3 gibi yiiksek bir oranda bulundu. Bu durum her kiimedeki izolatlarin tiimiiniin
klonal olarak iligkili olabilecegini gosterdi. Bu nedenle halen bir¢ok bakteri i¢in altin
standart genotiplendirme yontemi olan PFGE ile suslar arasindaki klonal yakinligin

dogrulanmasina ihtiya¢ oldugu sonucuna varildu.
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9. Benzerlik gosteren izolatlarin arasindan segilen 32 izolata CIM testi uygulandi.
Izolatlarin ikisi disinda tiimiinde CIM testi pozitif bulundu.

10. Benzerlik gosteren izolatlarin arasindan segilen ve CIM testi uygulanan temsili 32
izolatta en sik goriilen karbapenemaz gen bolgeleri arastirildi. Izolatlarin biri disinda

timiinde OXA-48 enzimi belirlendi.
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