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OZET

Amag: Antibiyotik direnci tiim diinyada ciddi bir problem olmaya devam etmekte ve
onemi giderek daha c¢ok anlagilmaktadir. Escherichia coli, Klebsiella spp. gibi direng
gelisiminin fazla goriildiigii Enterobakterilerde direncin sik goriilen sebeplerinden biri
Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretimidir. Yeni antibiyotiklerin kesfinin
zor ve maliyetli olmasi, yeni gelisen antibiyotiklere hizli bir sekilde direng gelisimi gibi
sebepler, dikkatleri direncin daha az gorildigi ertapenem, meropenem, imipenem,
kolistin, fosfomisin ve temosilin gibi antibiyotiklere ¢evirmistir. Bu ¢alisma, Adiyaman
ilinde izole edilen GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin ertapenem,
meropenem, imipenem, Kolistin, fosfomisin ve temosiline olan in vitro duyarliliginin
belirlenmesi ve direng genlerinin in house PCR yontemi ile tanimlanmasi amaci ile
yapilmustir.

Materyal ve metod: Bu calismada, Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda 10/2018-01/2019 tarihleri arasinda cesitli
poliklinik ve yatan hastalardan alinan klinik 6rneklerden izole edilen GSBL pozitif 82
adet E. coli ve 37 adet Klebsiella spp. izolat1 degerlendirildi. Bu izolatlarin ertapenem,
meropenem, imipenem, kolistin ve fosfomisin duyarliligt BD Phoenix® otomatize
sistemi ile belirlendi. Karbapenem tiirevlerine direngli izolatlarda OXA-48 geni ve
kolistine diren¢ saptanan izolatlarda ise mcr-1 gen varligi in house PCR yontemi ile
arastirildi.

Bulgular: 119 GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella spp. izolatinda ertapenem ve
meropenem, imipenem ile kolistin direng orani sirasi ile % 28.5 ve % 9.2 olarak bulundu.
Bu izolatlarda temosilin direnci % 26.8 olarak saptandi. Calismada incelenen 101 GSBL
susunun 3’1 (% 2.9)’u ise fosfomisine direngli bulundu. PCR testi sonucuna gore kolistin
direngli suslarda mcr-1 genine rastlanmamustir. Karbapenem direngli GSBL pozitif E. coli
izolatlarmin % 23.5’i, K. pneumoniae izolatlariin % 47’sinde OXA-48 genine
rastlanirken, K. oxytoca izolatlarinda ise OXA-48 geni tespit edilememistir.

Sonuc: Calismamiza katilan izolatlardaki ertapenem direnci diger karbapenemlere gore

daha yiiksek ¢ikmistir. Temosilin iilkemizde kullanilmamasina ragmen temosiline kars1
yiksek diren¢ saptanmigtir. mcr-1 geni sikligi diinyada nadiren goriilmekle beraber
caligmamizda mcr-1 genine rastlanmamistir. OXA-48 geni imipenem direngli suslarda
ertapenem ve meropenem direngli suglara gore daha az saptanmustir, ayrica E. coli
suslarinda K. pneumoniae suslarina oranla daha az goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, fosfomisin, GSBL, karbapenem, kolistin,
mcr-1, OXA-48, temosilin



ABSTRACT

Aim: Antibiotic resistance continues to be a serious problem all over the world its
importance is increasingly understood. Escherichia coli and Klebsiella spp. one of the
common causes of resistance in Enterobacteria, where resistance development is high, is
the production of Expanded spectrum beta-lactamase (ESBL). The discovery of new
antibiotics is difficult and costly, and the rapid development of resistance to newly
developed antibiotics has turned attention to antibiotics such as ertapenem, meropenem,
imipenem, colistin and temocillin, where resistance is not detected or resistance is seen
more slowly. The aim of this study was to determine the in vitro susceptibility of the
isolates to ertapenem, meropenem, imipenem, colistin, fosfomycin and temocillin and to
identify resistance genes by in house PCR method of ESBL positive E. coli and Klebsiella
spp. isolated in Adiyaman.

Material and Methods: In this study, 82 E. coli and 37 Klebsiella spp. isolated from
clinical samples taken from various outpatient and inpatients between 10 /2018-01 /2019
in Adiyaman University Training and Research Hospital Microbiology Laboratory was
evaluated. The susceptibility of these isolates to ertapenem, meropenem, imipenem,
colistin and fosfomycin was determined with the BD Phoenix® automated system.
Temocillin susceptibility test was performed by disk diffusion method in all ESBL
positive isolates. The presence of OXA-48 and mcr-1 genes in isolates with carbapenem
derivatives and colistin resistance were investigated by in house PCR method.

Results: In our study, the resistance rates of ertapenem and meropenem, imipenem and
colistin of 119 ESBL positive E. coli and Klebsiella spp. were found as 28.5 % and 9.2
%, respectively. Temocillin resistance was found as 26.8% in these isolates. 3 (2.9%) of
101 ESBL strains examined in the study were found resistant to fosfomycin. According
to the results of the PCR test, no mcr-1 gene was found in colistin resistant strains. While
the OXA-48 gene was found in 23.5 % of carbapenem resistant ESBL positive E. coli
isolates and 47 % of K. pneumoniae isolates, OXA-48 gene was not detected in K. oxytoca
isolates.

Conclusions: The ertapenem resistance in the isolates included in our study was higher
than other carbapenems. Although temocillin is not used in our country, high resistance
to temocillin has been found. Although the frequency of mcr-1 gene is rarely seen in the
world, the mcr-1 gene was not found in our study. The OXA-48 gene was less detected
in imipenem resistant strains compared to ertapenem and meropenem resistant strains.

Keywords: Antibiotic resistance, carbapenem, colistin, ESBL, fosfomycin, mcr-1,
OXA-48, temocillin
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1. GIRIS
Antibiyotiklerin kesfi ile beraber bulasic1 hastaliklara kars1 savasin kazanildigi
distiniilmiistiir. Ancak giiniimiizde pek ¢ok bakteri birden fazla antimikrobiyal ajana
kars1 diren¢ gelistirmistir. Diinya genelinde direngli bakterilerden kaynaklanan

enfeksiyonlar onemli morbidite ve mortalite nedenidir (1).

Bakteriler beta-laktam antibiyotiklere direng konusunda ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. En yaygin diren¢ mekanizmasi ise penisilinlerin ve sefalosporinlerin beta-

laktam halkasini hidrolize eden beta-laktamaz enzimlerinin tiretimidir (2).

Sefalosporinler, penisilinler, karbapenemler ve monobaktamlar, beta-laktamaz
ailesinin birgok iiyesi tarafindan hidrolize edilerek etkisiz hale getirilmektedir. Tiim beta-
laktamazlarin iginde Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), metallo-beta-
laktamazlar ve plazmidlerle kodlanan sefalosporinazlarin prevalansi diinya g¢apinda

artmaktadir (3).

GSBL’ler Enterobakteri ailesine ait pek cok tiirde bulunan, genetik sifresi
plazmidler ile aktarilabilen, seftriakson, seftazidim ve sefotaksim gibi oksi-imino
sefalosporinler ve aztreonama direngli, etki spektrumu genis olan beta-laktamaz
enzimlerdir. Klebsiella tiirleri ve Escherichia coli (E. coli) bu enzimi en fazla tireten

bakteri tiirleridir (4).

GSBL ilk olarak 1983’de tanimlanmistir ve bu tarihten itibaren diinyada
GSBL’lerin prevalans1 dramatik bir sekilde artmustir. Ornegin, Fransa’da 1985’te
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)’de goriilen GSBL siklig1 % 1’den az iken bu
oran 1988 yilinda yaklasik olarak % 11 ‘e kadar yiikselmistir (5). Ulkemizde 1992
yilindan itibaren GSBL'ler bildirilmis ve ilerleyen yillarda olduk¢a yaygin hale geldikleri
anlasilmistir (6).

Diinya genelinde GSBL’lerin yayilimi; genis spektrumlu beta-laktam antibiyotik
kullanimi, uzun siire hastanede yatis, viicuda yerlestirilen kalic1 cihazlar ve altta yatan
ciddi hastaliklar sebebi ile artmaktadir. Bu durum enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar
yasanmasina neden olmaktadir. GSBL ireten mikroorganizmalara bagli hastane
enfeksiyonlari giderek daha sik goriilmekte ve yiiksek mortaliteye neden olmaktadir (7).
Diinyada GSBL iireten E. coli ve Klebsiella spp. izolatlar1 nedeniyle olusan

enfeksiyonlarda artmis mortalite ve tedavide basarisizliklar bildirilmistir (6).



Karbapenemler, GSBL iireten Enterobakterilerin tedavisinde tercih edilen
antibiyotiklerden biridir. Enterobakteriler arasinda karbapenem direnci nadirdir, ancak

son yillarda karbapenem direnci endise verici sekilde artmaya baslamistir (8).

Karbapenemlerin kullaniminin artmasiyla karbapenem direngli Enterobakteriler
ortaya ¢ikmaya baslamistir. Kolistin GSBL iireten Enterobakterilerin sebep oldugu

enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemlere alternatif olarak 6nerilmektedir (9).

Karbapenem direngli Enterobakteri iceren ¢oklu ilag direngli patojenlere karsi
mevcut alternatif tedavilerinden biri de fosfomisindir (10). Fosfomisin, yillardir {iriner
sistem enfeksiyonu (USE) basta olmak iizere cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmasina ragmen, diinyada E. coli suslarindaki direng insidansinin son derece diisiik

kaldig1 nadir antibiyotiklerden biri olma 6zelligini tagimaktadir (11).

Temosilin, esas olarak Enterobakteri familyasina kars1 etkili olan ve cogu AmpC
ve GSBL dahil olmak iizere pek ¢ok beta-laktamaza kars1 dayanikli olan dar spektrumlu
bir penisilindir (12). 2000°li yillarin ortasinda GSBL iireten Enterobakterilerin
yayginlagmasi ve son zamanlarda karbapenem direncinin artmaya baglamasi ile beraber

bu eski antibiyotige ilgi tekrar artmistir (12,13).

Bu ¢alisma ile GSBL iireten E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarindaki ertapenem,
meropenem, imipenem, kolistin, fosfomisin ve temosilin gibi antibiyotik direncinin daha
az gorildiigl antibiyotiklere direng orani saptanmaya calisilmistir. Karbapenem tiirevi
antibiyotiklere direngli suslarda OXA-48, kolistin direngli suslarda ise mecr-1 direng

genlerine bakilarak bu genlerin yayginlik oranlar1 belirlenmeye ¢alisilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

Enterobacteriaceae familyasi; insanda enfeksiyon etkeni olan ve sik¢a izole
edilen birgok bakteri tiir ve cinsini barindiran, tibbi 6nemi ¢ok biiyiik bir bakteri ailesidir.
Bu aileye mensup bakterilerin pek ¢ogu bitkilerde, suda, toprakta, insan ve hayvan
bagirsak disi floralarinda saprofit ve kommensal olarak bulunmaktadir. Bazilari insanlar
icin daimi patojen iken (Shigella, Salmonella, Yersinia), bazilar1 (Escherichia, Klebsiella)
bulunduklar1 ortam disindaki baska viicut bolgelerinde firsatg1 enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (14, 15, 16).

Bu ailede bulunan tiim iiyeler aerob ve fakiiltatif anaerob, sporsuz, glikozu
fermente eden, nitrat1 nitrite indirgeyen, katalaz enzimi pozitif, sitokrom oksidaz enzimi

negatif olan gram-negatif basillerdir (12).

Enterobakteri ailesinin iiyelerinin belirlenmesinde bakteri kolonilerinin farkli
besiyeri ortamlarindaki biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi 6nemli belirte¢lerdendir.
Omegin, laktozu fermente etme 6zelligi; laktozu fermente eden tiirleri (Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter ve Serratia tiirleri gibi) laktozu fermente etmeyen
veya yavas fermente eden tiirlerden (Proteus, Salmonella, Shigella ve Yersinia tiirleri)
ayirmada veya bazi segici besiyerlerinin icerigindeki safra tuzlarina kars1 direng 6zelligi;
baz1 enterik patojenleri (Salmonella, Shigella) safra tuzu ile inhibe olan kommensal

mikroorganizmalardan ayirt etmede kullanilmaktadir (12).

Enterobakteriler énemli hastane enfeksiyonu (nosokomiyal) etkenlerindendir.
Hastane kaynakli USE ve menenjitlerin yaklasik % 50’sinden, pndmonilerin % 30’undan,

bakteriyemi ve cerrahi alan enfeksiyonlarinin ise % 25’inden sorumludurlar (17).

2.1. Escherichia coli
E. coli, Escherichia ailesi igerisinde yer alan bes tiirden hastaliga en fazla sebep
olan tirdir ve Enterobacteriaceae’ye bagli enfeksiyonlarin % 20’ye yakinindan

sorumludur (18).

E. coli, 1855 yilinda Theodor Escherich isimli bir Alman pediatrist tarafindan,
ishalli infantlarin diskisindan izole edilerek Bacterium coli commune olarak
adlandirilmigtir. 1919 yilinda ise Castellani ve Chamer, bakterinin adini izole eden kisinin

ad1 olarak degistirmis ve bakteri Escherichia coli olarak adlandirilmaya baglanmistir (19).



E. coli’ler, gram negatif, 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um boyutlarinda, fakiiltatif anaerob ve
comak sekilli bakterilerdir. Hareketsiz olanlara da rastlanmakla beraber birgogu
hareketlidir ve peritrik flagellaya sahiptir. Enterobactericeae i¢in diferensiyel-selektif
besiyeri olan MacConkey agar, kanli agar, nutrient agar ve Eosin Methylene Blue (EMB)
agar gibi besiyerlerinde 37 °C’de 24 saat iginde S tipi koloniler olustururken nutrient

(besleyici) buyyonda ise 37 °C’de 24 saatte bulaniklik yaparak tirerler (20).

E. coli’ler fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi olduk¢a direnglidir. Dogal
kosullarda (hayvan barinaklari, diski, su) aylarca canli kalabilirler. Kreosol ve fenol gibi
dezenfektanlara direngli olmakla beraber genel olarak dezenfektanlara, bazi boyalara
(malasit yesili, fuksin), safra ve safra tuzlarina, % 7 NaCl’ye duyarhdirlar. 55 °C’ de 1
saat 1sitmakla inaktive olmazlar ve soguga direnglidirler. E. coli ’lerin O (somatik), H

(flagellar), K (kapsiiler) ve fimbrial (pilus) antijenleri bulunmaktadir (20).

Glikoz, mannitol, laktoz gibi karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak fermente
etmektedirler. Laktozu fermente edenler EMB agarda yesil-metalik r6fle veren koloniler
olustururken, MacConkey agarda ise pembe renkli koloniler olustururlar. Kanli agarda
baz1 suglar1 hemoliz yapabilmektedir (20).

E. coli bakterilerinin IMVIC olarak bilinen biyokimyasal 6zellikleri (triptofandan
indol olusturma, metil kirmizisi testi, Voges Proskauer testi, sitrat1 kullanma) (+ + — —)
olarak gosterilir, ayrica oksidaz negatiftir ve lireyi pargalayamazlar. Sisteinli besiyerinde
az miktarda H.S olusturmakla beraber genel olarak Hidrojen siilfiir olusturamazlar.

Katalaz pozitif iken potasyum siyaniir testleri negatiftir (20).

Tablo 1: E. coli’lerin biyokimyasal 6zellikleri

Test Ozellik

Triptofandan indol olusturma +
Metil kirmizisi testi +
Voges Proskauer testi -

Sitrat kullanma -

Oksidaz -
Ure Parcalayamaz
Katalaz +

Potasyum siyaniir testi -




E. coli, kuslarin ve memelilerin bagirsak flora bakterisidir ve diger flora
mikrobakterileri ile denge iginde olduklar1 miiddet¢e hastalik olusturmaz. E. coli,
bagirsak hastaliklarina sebep oldugu gibi bagirsak kanali disindan diger dokulara
yerleserek genelde iiriner sistem, safra yollar1 ve safra kesesi, menenj, periton ve

akcigerlere ulagarak 6nemli hastaliklara neden olabilmektedir (21).

E coli sepsiste en sik izole edilen gram negatif bakteridir. Toplumdan kazanilmis
USE’lerin % 80’den fazlasmin ve cogu hastanede kazanilmis USE’lerin etkenidir.

Gelismekte olan iilkelerde en 6nemli gastroenterit nedenlerinden biridir (22).

E coli yenidoganlarda neonatal menenjite yol acabilmektedir (22). Yenidogan E.
coli menenjiti, diinyada morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerinden biridir. E. coli,
Streptococcus agalactia’dan sonra yenidogan akut bakteriyel menenjitlerinde en sik

goriilen etkenlerdendir (23).

Degisik mekanizmalar1 kullanarak ishale neden olan E. coli’nin 6 tipi

belirlenmistir.

e Enterotoksijenik E. coli (ETEC)
e Enterohemorajik E. coli (EHEC)
e Enteroinvazif E. coli (EIEC)

e Enteropatojenik E. coli (EPEC)
e Enteroagregatif E. coli (EAEC)
e Diffiiz adezif E. coli (DAEC)

Enteropatojenik E. coli (EPEC) ¢ocuklarda ishale, enterotoksijenik E. coli
(ETEC) turist ishaline, enterohemorajik E. coli (EHEC) hemolitik iiremik sendroma
sebep olabilen verotoksin iireten, enteroinvazif E. coli (EIEC) Shigella benzeri ishale ve
akut/kronik ishal ile besin zehirlenmelerine, enteroagregatif E. coli (EAEC) akut/kronik

ishal ile besin zehirlenmelerine neden olabilen E. coli alt tiirlerindendir (15,16).

2.2. Klebsiella spp.

Klebsiella tiirleri, adin1t Alman mikrobiyolog Edwin Kleps’ten alan, ¢ubuk sekilli,
gram negatif, oksidaz negatif, hareketsiz, polisakkarit kapsiile sahip olan
Enterobacteriaceae ailesinin iiyesi bakterilerdir (24). Klebsiella tiirleri dogada her yerde

bulunmaktadir. Klebsiella iki ortak habitata sahiptir; bunlardan biri yilizey sularinda,



kanalizasyonda, toprakta ve bitkilerde, digeri ise kolonize ettikleri insanlar, atlar veya

domuzlar gibi memelilerin mukozal yiizeylerinde yer almaktadir (25).

Klebsiella izolatlarinin immiin sistemi zayif olan kisilerde enfeksiyon olusturma
riski daha yiiksektir. Hastalik genel olarak; direnci zayif, orta yash veya yash kisileri
etkilemektedir. Hasta popiilasyonu genellikle respritiiel konak savunmasi azalan, kronik
obstriiktif akciger hastaligi olan, alkolizm, diyabet, karaciger hastaligi1 veya kanser gibi
hastaliklar1 bulunan, glukokortikoid terapisi alan veya kronik bobrek yetmezligi olan
kisilerden olusmaktadir. Bu hastalarda bulas orani1 daha yiiksektir. Klebsiella suslari
hastanede yatan bir hastadan diger hastaya gecebilmektedir. En 6nemli bulas yolu
fegestir, ayrica kontamine esyalarin kullanimi da enfeksiyon bulas riskini arttirmaktadir

(26).

Hastane enfeksiyonlar1 disinda Klebsiella bakterisinin neden oldugu en yaygin
enfeksiyon pnémonidir. Enfeksiyonlarin en tipik sekli ise bronkopndmoni ve bronsittir.
Bu hastalar ampiyemi, akciger apsesi, iiral adhezyon ve kavitasyon gelismesine
yatkindirlar ve antimikrobiyal tedaviye ragmen hastalarda 6liim orani % 50'dir. Alkolizm

ve bakteriyemi ile miicadele eden hastalarda mortalite daha fazla gdzlenmektedir (26).

Klebsiella bakterilerinin serbest bir toksini olmamakla beraber, kiiltiir siiziintiileri
bazi hayvanlarda ciddi hemorajik lezyonlara sebep olmaktadir. Enterotoksin saptanan
Klebsiella tiirleri de mevcuttur. Bazi tiirlerinde R plazmidleri kolaylikla yayilmaktadir ve
bu durum da antibiyotiklere karsi ¢oklu diren¢ kazanmalarina neden olmaktadir (27).
Klebsiella tiirleri bakteriyosin olusturmaktadir ve bu bakteriyosinlere Pneumocin adi

verilmektedir (28).



Tablo 2: Klebsiella spp. lerin biyokimyasal 6zellikleri (25)

Cins Klebsiella

Tiir subsp. subsp. subsp. oxytoca terrigena Planticola ornithinolytica
pneumoniae ozaenae rhinoscleromatis

Indol - - - + - D +

Ornitin - - - - - - +

dekarboksilaz

Lizin + D - + + + +
dekarboksilaz

Pektat - - - +

degradasyon

445 °C’de +

laktozdan gaz

olusumu

+10 °C’de iireme - - - + + + +
D-Melezitoz - - - D +

L-Sorboz D + + +

Ureaz + D - + + +
m-hidroksibenzoat - - - + +

kullanim

(+): Olumlu, (-): Olumsuz, D: Degisken

Klebsiella tiirleri kateter ile iliskili USE'ler ve ventilator ile iliskili pnémoni gibi
hastane enfeksiyonlarinin yaygin nedenlerindendir ve mortaliteleri yiiksektir. Cinsin
klinik olarak en o6nemli iiyesi K. pneumoniae, ardindan Klebsiella oxytoca (K.
oxytoca)’dir (29).

K. pneumoniae’ler, 1,0-2,0 x 0,5-0,8 um boyutlarinda, ug¢lar1 yuvarlak ve kisa,
sporsuz ve hareketsiz gram negatif basillerdir. Polisakkarit yapisinda kapsiilii bulunan,
aerob ve fakiiltatif anaerob ozellik gosterebilen, 37 °C’de ve pH 7 ‘de iyi tireyebilen
bakterilerdir. Dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Sicakliga dayaniksiz, kuruluga
direnglidirler. Oda sicakliginda haftalarca, 4 °C’de ise aylarca canli kalabilmektedirler.
Polisakkarit yapisinda O (somatik) ve K (kapsiil) ad1 verilen antijenleri bulunmaktadir ve

serolojik tiplendirmeler bu antijenlere gore yapilmaktadir (25).

K. pneumoniae’den kaynaklanan enfeksiyonlar, hafif USE ile yiiksek morbidite

ve mortaliteye sahip siddetli bakteriyemi ve pnomoni arasinda degisebilmektedir (30).

K. oxytoca, 2 um x 5 um boyutlarinda, silindirik ¢ubuk sekle sahip gram negatif
bir bakteridir. K. pneumoniae'den indol pozitif olmasi ve melezitozda tireyebilmesi, ancak

3-hidroksibutiratta tircyememesi ile ayrilmaktadir (31). K. oxytoca bitki konakg¢ilarini



kolonize edebilen ve atmosferik nitrojeni bitkinin kullanabilecegi bir forma sabitleyebilen

bir diazotroftur (32).

K. oxytoca, ¢ogu genellikle bagisiklig1 zayiflamis hastalarda veya yogun bakim

gerektiren kisilerde hastane enfeksiyonlarina sebep olan firsatg1 bir patojendir (33).

K. oxytoca, beta-laktamaz tiretmesi sebebi ile penisilin ve ampisiline karsi oldukga
direnglidir. Ayrica GSBL {ireten suslar1 da bulunmaktadir; bu nedenle seftazidim gibi
genis spektrumlu sefalosporinlere karsi ¢oklu direng gelistirebilmektedir (34).

2.3. Beta-Laktam Antibiyotikler
Beta-laktam antibiyotikler, antibakteriyel etkisini hiicre duvar sentezini inhibe
ederek gosteren ve kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi tagiyan genis bir

antibiyotik grubudur (35).

R- C-NH

Sekil 1: Beta-Laktam halkas1

Beta-laktam antibiyotikler giivenilir olmalari, etki spektrumlarmin genis olmasi
nedeniyle halen diinyada yaygindirlar ve diinyada kullanilan tim antibiyotiklerin %
60’11 olusturmaktadirlar (36). Ayrica tiim yas gruplarinda kullanilabilmeleri, 6karyotik
organizmalarda diisiik yan etki insidansina sahip olmalari, iistiin etkinlik ve bakteriyel
kokenli neredeyse tiim enfeksiyonlarda etkili olmalar tercih edilmelerini saglayan diger

nedenlerdendir (37).

Beta-laktam antibiyotikler etkilerini bakterilerin peptidoglikan tabakasinin
sentezini bozarak gosterirler. Peptidoglikan (miirein) tabakasi bakterilerin hiicre
duvarinda bulunur, yap1 ve biitiinliigii saglar. Bu tabaka c¢apraz bagh kisa peptid
zincirleriyle saglam bir hal alir. N-asetil muramik asidin yapisinda bulunan D-alanin D-
alanin molekiillerinin transpeptidasyon reaksiyonu ile birlesmeleri, ¢apraz baglar
olusmasini saglar. Transpeptidaz reaksiyonunu olusturan enzimlere ise penisilin baglayan
proteinler (PBP) ismi verilir ve beta-laktam antibiyotiklerin temel hedefidir. Ciinkii beta-

laktam antibiyotiklerin yapilar1 ve uzaydaki konfigiirasyonlari, D-alanin D-alanin



molekiiliine ¢ok benzemektedir. Bu benzerlik, beta-laktam antibiyotiklerin PBP ile

reaksiyona girmelerini

ve D-alanin

D-alanin molekiillerinin  yerine gegerek

transpeptidasyonu engellemelerini saglamaktadir (38).

Beta-laktam antibiyotikler 5 sinifta incelenmektedir:

a- Penisilinler

b- Sefalosporinler
c- Monobaktamlar

d- Karbapenemler

e- Beta-laktamaz Inhibitorleri

Tablo 3: Beta-Laktam Antibiyotikler (39)

Beta-Laktam Antibiyotikler Yapisi Etki
Penisilinler - .
Dogal penisilinler “s =8 ' 2% | Gram (+) bakterilere daha etkilidirler.
Aminopenisilinler e & 3 | Gram (-) ve Stafilokoklara etkisiz, baz1 gram (-) bakterilere etkili, beta-laktamaz

i M "= iireten bakterilere etkisiz, Pseudomonaslara etkisizdirler.
Karboksipenisilinler lI:[, B o P. aeruginosa, Serratia, Enterobacter tiirlerine etkili, genis spektrumlu
Ureidopenisilinler penisilinlerdir.
Penisilinaza Direngli Penisilinler Gram (-) bakteriler ve Pseudomonas’lara etkilidirler.

Penisilinazlara dayaniklidirlar, sadece Stafilokoklarda kullanilirlar. MRSA’ya
kars1 etkisizdirler.

Sefalosporinler - e =3 "=
1.Kusak Sefalosporinler | ® = Gram (+) ve (-) bakterilerde etkili, beta laktamaz tireten bakterilerde etkisizdirler.
2.Kusak Sefalosporinler o m? a4 2o Gram (+) ve (-) bakterilerde etkilidirler.
3.Kusak Sefalosporinler If e il Gram (-) bakterilere etkili, sefotaksim gram (+) bakterilere etkili, seftazidim P.

= sEFEM aeruginosa’ya etkilidirler.
4.Kusak Sefalosporinler Gram (-) bakterilere etkili, gram (+) bakterilere 3. kusaklardan daha etkilidirler.
Monobaktamlar ﬂ_? . Gram (-) bakterilere etkili, gram (+) ve anaerobik bakterilere etkisiz
(Aztreonam) - "|; 4 dar spektrumlu antibiyotiklerdir.

g_ b “s0.H
Karbapenemler T En genis etki alanina sahip antibiyotiklerdir.
(Ertapenem,Meropenem, imipenem) C—=C < Beta laktamaz enzimlerine dayaniklidirlar.
} Gram (-) enterik bakterilerdir.

c——N C Nonfermentatif bakterilere kars: etkilidirler.

L]

o
Beta Laktamaz Inhibitorleri Beta laktamlar ile kombine kullanilirlar.
(Klavulanik asit, Sulbaktam, PRI A i Gram (+) ve gram (-) bakterilerin beta laktamazlarina etkilidirler.
Tazobaktam) | |

C- L] <

COoH

Beta-laktam antibiyotiklerin yaygin kullanilmalari, bakterilerin yeni direng

mekanizmalar1 olusturmalarina ve hem toplum hem de hastane kokenli etkenlerde beta-

laktam antibiyotiklere kars direncin artmasina neden olmustur (37).




Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng dort yolla olusabilmektedir
(40).

a- PBP’lerde olusan degisiklikler ile gelisen direng:

Direng, PBP’nin beta-laktam antibiyotiklere afinitesinin azalmasi, beta-laktam
antibiyotiklere diisiik afinite gdsteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi, PBP sayisinda

azalma veya kromozomal mutasyon sonucu PBP’lerin yapisinin degismesiyle

olusabilmektedir (38,40).

b- Dis membran proteinlerinde meydana gelen degisiklikler ile ilacin hiicre igine

girisinin engellenmesi:

Beta-laktam antibiyotikler, gram negatif bakterilerin dis membranindaki porin
proteinlerinden yapilmis olan porlardan gegmektedirler. Antibiyotigin bakteri igine
girmesini bu porinlerin sayisi, porinlerdeki yiik, biiytikliik, ¢cozliniirlik gibi 6zellikleri
belirlemektedir. Antibiyotigin aktif pompalama ile disar1 atilmasi veya porlarda

gecirgenligin azalmasi bu tiir direncin sebeplerindendir (40).
c- Otolitik enzim eksikligi veya olmayist:

Penisilinler tarafindan tetiklenen otolitik aktivitenin azalmasi veya ortadan

kalkmasi ile direng olusmasidir (40).
d- Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi:

Beta-laktam antibiyotiklere karsi klinikte goriilen direncin en sik nedenidir.
Plazmid veya kromozom kontroliinde yapilan ve beta-laktam halkasini hidrolize ederek
antibiyotigin etkisine engel olan beta-laktamaz enzimleri tarafindan gergeklesmektedir
(40).

2.4. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamaz enzimleri; penisilin, sefalosporin gibi beta-laktam halkasi tasiyan
antibiyotikleri hidrolize etmektedirler. Bu sayede antibiyotiklerin etkisini ortadan
kaldirarak bu antibiyotiklere kars1 direng olusmasina sebep olurlar. Bu etkilerini, beta-
laktam halkasindaki karbonil grubu ile ester bagi kurarak ve siklik amid bagini1 bozarak

gosterirler (41).

Gram negatif bakterilerin bir¢ogunda kromozomal veya plazmidik olarak

kodlanan beta-laktamaz enzimleri iiretilmektedir. Plazmidik enzimleri kodlayan genler,
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genelde bir bakterinin kromozomundaki bir genin ayni bakterideki plazmide atlamasi ve

oradan farkli bakteriler arasinda plazmid aktarimi ile ortaya ¢ikmaktadir (42).

1970’11 yillarin basinda bilinen birkag tane beta-laktamaz enzimi varken bu say1
ilerleyen yillarda hizla artmistir. 2018 yilina gelindiginde yaklasik olarak 2800 beta-

laktamaz enzimi tanimlanmistir (43,44).

Beta-laktamazlar farkli sekillerde siniflandirilmaktadirlar. Gliniimiizde en yaygin
kullanilan Bush-Jacoby ve Medeiros tarafindan yapilan fonksiyonel siniflandirma ve

Ambler tarafindan yapilan molekiiler siniflandirmadir (45).
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Tablo 4: Genisletilmis beta-laktamazlarin siniflandirma semalari (46)

Bush-Jacoby Bush-Jacoby- Medeiros Molekiiler Ayirtedici Karakteristik tammlama  Ornek enzim(ler)
Siniflandirmasi Siniflandirmasi(1995) siiflandirma substrat(lar) (lar)
(2009) (altgrup)
1 1 C Sefalosporinler Sefalosporinlerin E. coli AmpC,
benzilpenisilin’den  daha P99,
fazla hidrolizi; ACT-1, CMY-2,
sefamisinlerin hidrolizi FOX-1, MIR-1
le NIP C Sefalosporinler Seftazidim GC1, CMY-37
ve siklikla diger oksimino-
B-laktamlarin artmis
hidrolizi
2a 2a A Penisilinler Benzilpenisilinlerin PC1
sefalosporinlerden daha
fazla hidrolizi
2b 2b A Penisilinler Benzilpenisilin ve TEM-1, TEM-2,
1. kusak  sefalosporinlerin ~ benzer SHV-1
sefalosporinler hidrolizi
2be 2be A Genis spektrumlu  Oksimino B-laktamlarin TEM-3, SHV-2,
sefalosporinler, (sefotaksim, seftazidim, CTX-M-15,
Monobaktamlar seftriakson, sefepim, PER-1, VEB-1
aztreonam) artmus hidrolizi
2br 2br A Penisilinler Klavulanik asit, sulbaktam TEM-30, SHV-10
ve tazoaktama direng
2ber NI A Genis spektrumlu  Oksimino B-laktam  TEM-50
sefalosporinler,monob  hidrolizi ile klavulanik asit,
aktamlar tazobaktam, sulbaktam
direnci  kombinasyonunun
artmasi
2c 2c A Karbenisilin Karbenisilin  hidrolizinin  PSE-1, CARB-3
artmasi
2ce NI A Karbenisilin, sefepim Karbenisilin, sefepim ve RTG-4
sefpirom hidrolizinin
artmasi
2d 2d D Kloksasilin Kloksasilin veya oksasilin  OXA-1, OXA-10
hidrolizinin artmasi
2de NI D Genis spektrumlu  Kloksasilin veya oksasilin  OXA-11, OXA-15
sefalosporinler ve oksimino  B-laktam
hidrolizinin artmasi
2df NI D Karbapenemler Kloksasilin veya oksasilin  OXA-23, OXA-48
ve karbapenem hidrolizinin
artmasi
2e 2e A Genis spektrumlu  Sefalosporinlerin hidrolizi.  CepA
sefalosporinler Klavulanik asit tarafindan
inhibe edilir; ancak
aztreonam tarafindan
inhibe edilmez
2f 2f A Karbapenemler Karbapenemler, oksimino KPC-2, IMI-1,
B-laktamlar ve SME-1
sefamisinlerin hidrolizi
3a 3 B(B1) Karbapenemler Karbapenemleri iceren  IMP-1, VIM-1,
B(B3) fakat mono baktamlar1  CcrA, IND-1
iermeyen genis spektrumlu
hidroliz
3b 3 B(B2) Karbapenemler Karbapenemlerin oncelikli L1, CAU-1, GOB-
hidrolizi 1, FEZ-1
NI 4 Bilinmiyor CphA, Sfh-1

NI: Igermiyor
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2.4.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

GSBL iireten bakteriler, monobaktamlar ve tiglincii kusak sefalosporinlere karsi
direngli iken, karbapenemler veya sefamisinlere duyarlidir. Ayrica bu mikroorganizmalar
birgok antimikrobiyal ajana (kinolonlar, trimetoprim-siilfametoksazol, aminoglikozidler,
amoksisilin/klavulanik asit vb.) karst azalmis duyarlilik gostermektedirler. Bu sebeple
GSBL iireten mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarda uygun antibiyotik
secenekleri simirhidir ve coklu ilag direnci nedeniyle ampirik tedavi protokollerini

belirlemek giictiir (47).

GSBL’ler 1983’de Almanya’da (K. pneumoniae’de) kesfedilmis olup, ilk olarak
Fransa’da klinik probleme sebep olmustur. 1985-1987 yillar1 arasinda Fransa’da TEM-3
beta-laktamazi {ireten suslarin sebep oldugu bir salgin goriilmiistiir. Paris civarmndaki
hastanelerde 1985°te % 1’in altinda saptanan bu tip direng, 1988-1989°da % 10’lara

ulagmis, daha sonra diger Avrupa iilkeleri ve sonunda diinyada yaygin hale gelmistir (48).

GSBL plazmidleri, Enterobacteriaceae’deki farkli cinsler arasinda kolay bir
sekilde transfer edilebilmektedir. Bu durum, direng¢ genlerinin bir araya gelmesine ve
¢ogul direngli plazmidleri bulunduran suslarin olusmasina neden olmaktadir. Bu sebeple

GSBL bulunduran suglar farkli antibiyotik siniflarina da direngli hale gelmektedirler (25).

GSBL enzimlerinin yayilimi hakkinda pek c¢ok epidemiyolojik c¢alisma
yapilmigtir. ABD, Almanya, Ingiltere ve Fransa gibi Avrupa iilkeleri, Arjantin ve Sili gibi
Orta ve Giiney Amerika tilkeleri, Avustralya, Nijerya ve Kenya gibi Afrika iilkeleri, Orta
Dogu tilkeleri, Japonya, Cin ve Kore gibi Uzak Dogu iilkelerinde tespit edilmistir (45).

GSBL’ler, ozellikle E. coli ve Klebsiella suslarinda yaygin olarak bulunsa da,
diger gram negatif bakterilerde de (Enterobacter spp, Proteus spp, Salmonella spp,
Citrobacter spp, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa),
Burkholderia cepacia, Capnocytophaga ochracea gibi) bulunabilmektedir (49).

GSBL’ler aminoasit dizilerinin karsilastirilmasina gore yapisal/evrimsel olarak
dokuz farkli grup i¢inde toplanmaktadir. Bu gruplar OXA, TEM, SHV, CTX-M, VER,
PER, TLA, GES/IBC, ve BES ‘tir (50).

[lk GSBL varyantlarini igeren ve hem varyant sayis1 hem de iiretici sus izolasyonu
bakimindan prevalansi en yiiksek aileler, TEM ve SHV enzimlerinden tiiremislerdir.

OXA enzimleri ise sadece sinif D’de bulunan ve nispeten yaygin bir GSBL ailesidir (50).
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TEM, SHV ve OXA grubu GSBL'ler, sirastyla TEM-1 ve TEM-2, SHV-1, OXA-
2 ve OXA-10 gibi beta-laktamazlarin yapisal tiirevleridir (50).

Gram negatif bakterilerde en sik rastlanan enzim TEM-1'dir. Bu enzim,
penisilinlere ve sefaloridin, sefalotin gibi eski sefalosporinlere diren¢ kodlamaktadir.
TEM-1'deki tek aminoasit degisikligi ile TEM-2 olusmustur (4).

1984 yilinda TEM-2 enziminin tiirevi olan TEM-3 enzimi kesfedilmistir. TEM-3
enzimi, yeni sefalosporinleri de hidrolizleme yetenegi sebebi ile bu serideki ilk GSBL

olarak tanimlanmustir (51).

Ilk SHV-1 geni 1970’li yillarin basinda bir E. coli susunda kesfedilmistir. SHV-1
geni, genis spektrumlu penisilinler ve 1. kusak sefalosporinlere karsi direnglidir. 3. kusak
sefalosporinlere karst SHV aracili direng ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da Klebsiella
ozanae (K. ozanae)’de tespit edilmistir. SHV-1’den birka¢ niikleotid farkiyla
ayrilmaktadir ve SHV grubu enzimlerin ilk genis spektrumlu tiirevidir. ilerleyen yillarda
100’in tizerinde SHV grubu enzim kesfedilmistir ve bu enzimlerin sayisi giderek
artmaktadir (52).

OXA grubu enzimler oksasilin veya kloksasilini hidrolize etmektedir ve ilk olarak
P. aeruginosa’da bulunmustur. TEM ve SHV tipi beta laktamazlardan farkli olarak
molekiiler smiflamada smif D’de, fonksiyonel smiflamada ise grup 2d’de yer
almaktadirlar. OXA tipi enzimler OXA-1’den OXA-10’a kadar beta-laktamaz grubu
iginde yer alirken, diger OXA enzimleri genis spektrumlu beta-laktamazlar grubu
icerisinde bulunmaktadir (53). Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11
enzimidir ve Tiirkiye’den izole edilen bir P. aeruginosa susunda kesfedilmistir (54).
OXA-11den sonra GSBL olan OXA-13, OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-19 ve
OXA-28 gibi OXA tiirevleri tanimlanmustir. Bu tiirevlerin tiimii ilk olarak P. aeruginosa

suslarinda saptanmistir (55).

CTX-M tipi beta-laktamazlar, sefotaksimi hidrolize eden, GSBL ailesinin
tiyelerinden biridir ve son zamanlarda yayginlasmistir (18). Bildirilen ilk CTX-M (CTX-
M-1) enzimi, 1989 yilinda Almanya’dan bir E. coli susudur. Avrupa ve Giiney
Amerika’da neredeyse ayni zamanlarda ortaya ¢ikmistir. Bunu takiben, en sik Salmonella
typhimurium olmak iizere Enterobacteriaceae ailesine ait farkl: tiirlerde CTX-M enzimleri

hizla yayilmaya baslamistir (56). ilk CTX-M enzimleri sefotaksimi yiiksek, seftazidimi
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ise oldukga diisiik oranda hidrolize edebiliyor iken, giiniimiizde CTX-M varyantlarinin

biiyiik cogunlugu seftazidimi de hidrolize edebilmektedir (56).

PER ve VEB tipi beta-laktamazlar genis spektrumlu sefalosporinler ve
monobaktamlar1 hidrolize etmektedir ve molekiiler siniflamada sinif A, fonksiyonel

smiflamada grup 2be’de yer almaktadirlar (46).

2.5.Karbapenemler

Karbapenemler, beta-laktam antibiyotik grubunda yer alan en genis spektrumlu
ve en etkili antibiyotiklerdir. Karbapenemler, beta-laktam antibiyotiklerden beta-laktam
halkasindaki tiyazolidinik ekinde 4. pozisyonda siilfon yerine karbon igermeleri ile

ayrilmaktadirlar (65).

Karbapenemler in vitro olarak penisilinler, sefalosporinler ve beta-laktam/beta-
laktamaz kombinasyonundan daha genis etki spektrumuna sahiptir. Karbapenemler,
klinik olarak 6nemli pek ¢ok patojene, cogul direncli patojenlere ve 6zellikle sefalosporin
direncgli gram negatif bakterilere kars1 etkilidir. in vitro olarak GSBL, AmpC gibi ¢esitli
beta-laktamazlara kars1 etkilidirler. Yiizlerce farkli beta-laktam arasindan, gram pozitif
ve gram negatif bakterilere kars1 etki spektrumu en genis olan antibiyotik grubudur. Bu
sebeple ¢oklu direngli hastalarda ve agir vakalarda son ¢are antibiyotikler olarak

kullanilmaktadirlar (58,59).

Karbapenemler bakteri hiicrelerine dis zar proteini (OMP) yoluyla girerler.
Periplazmik araliga gectikten sonra bakteri hiicre olusumunu katalize eden PBP
enzimlerini agilleyerek etki gosterirler. Karbapenemler peptidlerin ¢apraz baglanmasini
inhibe etmelerinin yanisira, diger peptidaz reaksiyonlarini da inhibe edebilmektedirler.
Karbapenemlerin etkinligindeki anahtar faktor, farkli PBP’lere ¢oklu baglanma
yetenekleridir (58). Karbapenemler hizli bakterisid etkilidir ve zamana bagli bakterisid
etki gostermektedirler (59).

Ertapenem, 2002 yilinda Avrupa Toplulugu tarafindan ruhsat alan, grup 1
karbapenemdir. Ertapenem bir¢cok Enterobacteriaceae'ye (genisletilmis spektrumlu ve
AmpC beta-laktamaz {ireten izolatlar dahil), yaygin gram negatif solunum yolu
patojenlerine (Moraxella catarrhalis ve Haemophilus influenzae dahil) kars1 etkilidir,
ancak fermentasyon yapmayan aeroblara kars1 ihmal edilebilir bir aktiviteye sahiptir (6rn,
P. aeruginosa ve A. baumanni). Ertapenem gram pozitif bakterilerin ¢oguna (penisiline

duyarli ve direngli Streptococcus pneumoniae ve metisilin/oksasiline duyarli
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Staphylococcus aureus (S. aureus) dahil) karsi etkilidir, ancak Enterococcus spp.
(Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium) ve metisilin/oksasiline direngli S.
aureus’a karsi etkili degildir. Ayrica gesitli gram negatif ve gram pozitif anaeroblara karsi

etkilidir (60). Ertapenem postantibiyotik etkili bir karbapenemdir (60).

Ertapenem, meropenem ve imipeneme kiyasla P. aeruginosa ve enterokoklara
kars1 daha az etkilidir. Bu sebeple hastane enfeksiyonlarindan siiphelenilen durumlarda
endike degildir (59). Ertapenem insan bobrek dehidropeptidaz 1 (DHP-1) enzimi
karsisinda stabildir. Uzun yart omrii ve yiiksek oranda proteine baglanma gibi
farmakokinetik Ozelliklerinden dolayr giinde bir kez uygulamaya olanak vermektedir.
Ertapenem, meropenem imipeneme gore GSBL iireten bakterilere kars1 daha az etkilidir
(59).

Ertapenem toplum kaynakli pnémoni, komplike USE, karm i¢i enfeksiyonlar1 ve

komplike deri enfeksiyonlarinda endikedir (60).

Meropenem 1995 yilinda Avrupa Toplulugu tarafindan ruhsatlandirilmistir (59).
Klinik olarak 6nemli olan hemen hemen tiim anaerobik ve aerobik bakterilere karsi
oldukga etkilidir. Meropenem, basta P. aeruginosa olmak tizere gram negatif bakterilere
kars1 daha fazla etkili olmakla beraber, gram pozitif bakterilere kars1 da etkilidir (61).
Meropenem, PBP 1A ve PBP 2’ye etkilidir. Ayrica PBP 3’e afinitesi de imipenemden
fazladir (61). E. coli’de imipenem ve meropenemin birincil hedefi PBP 2’dir. P.
aeruginosa’da ise PBP 2 ve 3 ‘e yiiksek afinite vardir ancak birincil hedef PBP 3’tiir (62).
Meropenemin E. coli, K. pneumoniae ve Salmonella spp’ye olan penetrasyonu yiiksektir,
ayrica P. aeruginosa’ya da kolaylikla girebilmektedir (62).

Meropenem, hizli ve zamana bagl bakterisidal etki gostermektedir. GSBL ve
AmpC gibi pek ¢ok beta-laktamaz tarafindan hidrolize kars1 direngli olmakla beraber,
metallo-beta-laktamaz ~ veya  oksasilinaz ~ gibi  bazi  beta-laktamazlardan
etkilenebilmektedir. Belirgin meropenem direncinin ortaya ¢ikmasi igin, azaltilmis
gecirgenlik veya coklu-ilag disa akis pompalarinin asir1 ekspresyonu gibi direng

mekanizmalar1 gerekmektedir (63).

Meropenem DHP’e kars1 stabildir, bu sebeple klinikte tek basina kullanilmaktadir
(62).
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Meropenem, ciddi bakteriyel hastaligi olan yetiskin ve pediatrik hastalarda
kullanilmaktadir. Hastane ve toplum kaynakli pndmoni, septisemi, komplike karin ici
enfeksiyonlar, atesli ndétropeni, bakteriyel menenjit, komplike deri enfeksiyonlari,
komplike USE, obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlar ve kistik fibrozlu hastalardaki

pulmoner enfeksiyonlarda tercih edilmektedir (63).

Imipenem, 1984 yilinda Almanya’dan lisans almis olup tienamisin isimli bilesigin
5-10 kez daha stabillestirilmis bir amidin tiirevidir. Imipenem DHP-1 enzimi tarafindan
hizl1 bir sekilde hidrolize edilmektedir, bu nedenle DHP-1 enzim inhibitérii olan silastatin
ile kombine verilmektedir. Silastatin, imipenemin hizli bozunmasini onledigi gibi
bobrekleri yiiksek doz imipenemin yaratacagi toksik etkilerden de korumaktadir.
Imipenem de diger beta-laktamlar gibi PBP’lere baglanip bakteri hiicre duvar sentezini
bozarak etkisini gostermektedir (59,64). Imipenem genellikle PBP 1A ve 2 ‘ye yiiksek
afinite gostermekle beraber diger PBP’lere kars1 da etkilidir (61).

Imipenem ve meropenemin etki spektrumu benzerdir. Imipenem daha ¢ok gram
pozitif bakterilere kars1 etkili iken, meropenemin gram negatif bakterilere karsi etkinligi
daha fazladir (61). imipenem, gram pozitif ve gram negatif kok, basil, aerob ve anaerob
bakterilere kars1 etkilidir. Mikobakteri ailesine kars1 etkili iken Mikoplasma, Klamidya,
Legionella, Stenotrofomonas, Burkholderias, Clostridium difficile ve metisiline direngli

S. aureus’a karsi etkisizdir (64).

Imipenemin dozaji gocuklar, yetiskinler, geriatrik ve bobrek fonksiyon bozuklugu
olan hastalar i¢in iyi ayarlanmustir. imipenem, ventilator iliskili pndmonide, hastane ve
saglik hizmeti kaynakli pnomonilerde, intraabdominal enfeksiyonlarda, atesli
notropenilerde veya ciddi enfeksiyonlarda ampirik tedavi olarak kullanilmaktadir.
Imipenem, hastanede yatan hastalarda karin ici, alt solunum yolu, jinekolojik ve
genitoliriner sistem, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, sepsis veya endokarditi

olanlarda endikedir (64).

2.5.1. Karbapenemlere Karsi Diren¢ Gelisimi

Karbapenemlere karsi direng gelisimi intrinsik (kendiliginden) direng, kazanilmig
direng veya ikisi sebebiyle olabilmektedir (60). Karbapenemlere karsi intrinsik direng
klinik olarak Onemli bakteriler arasinda yaygin degildir. Cogu karbapenem direnci

mutasyon veya yatay gen transferi yoluyla gen edinimi ile olugsmaktadir (65).
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Karbapenemlere karsi direng gelisimi enzimatik inaktivasyon, hedef bdlge ve

efflux (akis) pompalarindaki mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir (65).

Gram pozitif bakteriler, PBP’ler iizerindeki mutasyon ile karbapenem ve diger
beta-laktamlara direng gelistirirler. Gram negatif bakteriler karbapenemlerin etkilerinin
istesinden gelebilmek i¢in genellikle farkli mekanizmalar kullanmaktadirlar. Ancak bazi
tiurleri, dis zar gecirgenligini azaltarak karbapenemlerin PBP’lere ulagmasini
onleyebilmektedir. Ornegin, OprD, P. aeruginosamin bir dis zar porinidir ve
karbapenemler bu porinin i¢cinden PBP'lerin oldugu periplazmik bosluguna girer. Bu
porinin azalan ekspresyonu veya kaybi, diger beta-laktamlara es zamanli direng

olmaksizin karbapenem direncine yol agmaktadir (66).

Bir bagka diren¢ mekanizmasi, karbepenemlerin iceri girdikten sonra periplazmik
araliktan aktif olarak cikarilmasidir. Bu direng, sitoplazmik membrandaki bir protein
tasiyicisi, bir periplazmik bag proteini ve bir dis zar porinini iceren liclii efflux sistemi
araciligl ile olusmaktadir (66). Bu mekanizma ¢ogunlukla meropenem olmak iizere
karbapenemler, penisilinler, sefalosporinler, kinolonlar ve aminoglikozidlerde dirence
sebep olmaktadir (66).

Karbepenemlere karsi enzim aracili direng, beta-laktamaz {iretimiyle meydana
gelmektedir. Bu durum karbapenemler ile beraber hemen hemen tiim beta-laktam
antibiyotiklere kars1 direng gelismesine neden olmaktadir. Bu tiir enzimlere

karbapenemazlar denilmektedir (66).

Karbapenemaz iiretimi, klinik olarak karbapenemlere karsi en 6nemli direng
mekanizmasidir. Clinkii neredeyse tiim beta-laktam antibiyotikleri hidrolize edebilen,
yatay olarak plazmidler veya transpozonlar ile aktarilabilen, genler ile kodlanan ve
genellikle diger direng etkenleri ile iliskili enzimlerdir (66). Karbapenemazlar GSBL
enzimlerinden daha genis etki spektrumuna sahiptir. Ciinkii etkileri karbapenemler ve

genisletilmis spektrumlu sefalosporinleri de kapsamaktadir (67).

Enterobacteriaceae'deki karbapenemaz {ireten suslar on yil Once nadiren
bildirilmesine ragmen, gilinlimiizde kapsamli bir sekilde rapor edilmektedir.
Karbapenemaza sahip farkli 6zellikli enzim gruplari ortaya ¢ikmis ve es zamanlt olarak
diinya ¢apinda yayilmaya baslamistir. Bu enzimlerden bazilar1 karbapenemleri etkili bir

sekilde hidrolize ederken, bazilarinin hidrolitik aktivitesi ise diisiiktiir. Bazilar1 beta-
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laktamaz inhibitorleri tarafindan (klavulanik asit, tazobaktam gibi) inhibe
edilebilmektedir (68).

Karbapenemazlar, Ambler smiflamasina goére grup A, B ve D’de yer
almaktadirlar. Grup A’da SME, NMC, IMI, KPC, GES, grup B (metallo-beta-
laktamazlar)’de IMP, VIM, GIM, SPM, NDM, grup D’de ise OXA tipi enzimler
bulunmaktadir (69).

KPC enzimleri (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) grup A’da yer alan ve
karbapenemazlar arasindaki klinik olarak en onemli enzimlerdir. KPC, nosokomiyal
kokenli K. pneumoniae’de kesfedilmistir ve sadece karbapenemlere karst degil, cogu
genis spektrumlu sefalosporinlere karsi da etkili oldugu anlasilmistir. ilk KPC enzimi
(KPC-2) 1996’da ABD’de kesfedilmis ve daha sonra diinya genelinde goriilmeye
baslanmustir (68).

Grup B’deki VIM ve IMP enzimleri yaygin olarak, GIM ve SMP enzimleri ise
nadiren goriilmektedir. Bu grupta klinik olarak en 6nemli enzim olan NDM-1 (New Delhi
metallo-beta-laktamaz), 2009’da Hindistan’da hastane kokenli K. pneumoniae ve E. coli
suslarinda kesfedilmistir. NDM-1, penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler dahil
olmak tlizere ¢ogu beta-laktamaza kars1 etkilidir. Sadece aztreonam gibi bazi

monobaktamlara kars1 etkisizdir (68).

Grup D karbapenemazlarin en 6nemli tiyesi OXA-48 enzimidir (68). OXA-48
enzimi ilk olarak 2001 yilinda Tiirkiye’deki bir K. pneumoniae susunda tespit edilmistir.
Tiirkiye’de daha sonra bu enzime karsilik gelen blaOXA-48 geni E. coli ve Citrobacter
freundii’de de tanimlanmustir. Takip eden birkag yil boyunca rapor edilen neredeyse tim
OXA-48 enzimleri sadece Tiirkiye hastanelerinde veya Tiirkiye ile iliskili kisilerin
izolatlarinda bulunmustur. OXA-48 enzimi 2008’den itibaren ¢ogunlukla K. pneumoniae
izolatlarinda olmak {izere diinyanin birgok iilkesinde tespit edilmistir (69). OXA-48
enzimi, penisilin ve karbapenemleri hidrolize ederken genis spektrumlu sefalosporinlere
kars1 zayif bir hidrolitik aktivite gostermektedir (70). OXA-48 enzimi, genel olarak
karbapenemlere karsi diisiik hidrolitik aktivite gostermektedir. Ayrica meropeneme karsi

aktivitesi, imipeneme gore daha diisiiktiir (55).

Karbapenemaz fireten Enterobakterilerin ortaya c¢ikmasi ve diinya genelinde

yayilmast onemli bir klinik endiseye sebep olmaktadir. Ciinkii karbapenemler GSBL
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tireten ¢oklu ilag direngli Enterobakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin

tedavisinde ilk sirada tercih edilen ilaglardandir (70).

Karbapenemler arasinda direngten en ¢ok etkilenen antibiyotik ertapenemdir.
Ertapenem direngli izolatlar diger karbapenemlere karsi duyarli olabilmektedir.
Ertapenem direnci ¢ogu zaman AmpC/GSBL varligina veya porinlerdeki net degisimlere
baghidir (66).

2.6. Kolistin
Kolistin (Polimiksin E), 1949 yilinda Basillus polymyxa subspecies colinistus’tan
tiretilen ve polimiksin ailesine ait bir polipeptiddir. 1200 Dalton agirliginda, 10

aminoasitli hidrofilik polikatyonik peptid zinciri ve hidrofobik bir yag asidinden olusan

bir molekiildiir (71,72).

Kolistin etkisini hiicre zarina etki ederek gosterir. Kolistin katyonik bir peptiddir
ve gram negatif bakterilerin dis membranindaki anyonik lipopolisakkarid (LPS)
molekiilleri ile iliskiye girerek LPS molekiillerini stabil bir sekilde tutan magnezyum ve
kalsiyum iyonlarinin yerini degistirir. LPS molekiilleri negatif yiiklenir, bu durum dig
membranin geg¢irgenliginin artmasina, hiicre igeriginin disar1 sizmasina ve bakterinin
oliimiine sebep olur (72). Kolistinin antibakteriyel etkisinden ayr1 olarak antiendotoksin
aktivitesi de vardir. Gram negatif bakterilerin endotoksin kismi1 LPS molekiillerinin Lipid
A kismuidir. Kolistin LPS’yi baglayarak notralize eder (72).

Kolistinin etki spektrumu dardir. Cogu Enterobacteriaceae'ye (Proteus spp,
Morganella morganii, Providencia spp. ve Serratia spp. hari¢) ve Acinetobacter spp. ve
P. aeruginosa kars1 oldukga etkilidir. Kolistin gram pozitif veya gram negatif koklara,

gram pozitif basil, ¢ogu anaerobik bakteri, mantar ve parazite kars1 etkili degildir (71).

Kolistin 1950-1980 yillar1 arasinda tedavide kullanilmistir. 2000°li yillarda
nefrotoksik yan etkilerinden dolay1 kullanimi sadece kistik fibrozlu hastalarda ¢oklu ilag
direngli gram negatif bakteriler ile olusan akciger enfeksiyonlart ile sinirli kalmistir (73).
Ancak coklu ila¢ diren¢li mikroorganizmalarin ortaya c¢ikmasi ve bunlara karsi yeni

antimikrobiyal ajanlarin yetersiz olmasi kolistin kullanimini tekrar giindeme getirmistir

(72).

Kolistinin iki ticari formu mevcuttur. Genel olarak topikal kullanilan kolistin

siilfat ve parenteral olarak kullanim1 yaygin olan sodyum kolistin metan siilfonat. Iki form
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da inhaler olarak kullanilabilmektedir. Sodyum kolistin metan siilfonat’in parenteral
olarak kullanilmasi nefrotoksisite, norotoksisite ve hipersensitiveye sebep olabilmektedir
(74).

Kolistinin Klinikte ¢coklu ilag direnci bulunan mikroorganizmalar (A. baumannii,
P. aeruginosa, K. pneumoniae) ile olusan enfeksiyonlarda ve ozellikle de kolistin
disindaki antibiyotiklere diren¢ varliginda kullanilmasi onerilmektedir. Bu amagla,
direngli gram negatif bakteriler ile olusan ve 6zellikle hastane kokenli olan pnémoni,
bakteriyemi, cerrahi alan enfeksiyonlari, kateter enfeksiyonlar1 ve USE’de, ayrica kistik
fibrozisli hastalarin tedavisinde ve transplant hastalarindaki ozellikle P. aeruginosa

kolonizasyonlariin tedavisinde kullanilabilmektedir (75).

Kolistin kullanan hastalarda en sik goriilen yan etki nefrotoksisitedir, doz
bagimlidir ve antibiyotigin kesilmesinin ardindan geri doniisiimliidiir. Ayrica
norotoksisiteye bagli olarak parastezi, yorgunluk, bas donmesi, gérme bozukluklari,
ataksi, zaman ve uzay uyum kaybi, deliryum, néromiiskiiler blokaj, akut solunum
yetmezligi ve apne goriilebilmektedir. Bu etkiler de geri doniistimliidiir. Kolistine kars1
urtiker, deri dokiintiisii, ates, gastrointestinal bozukluklar gibi asir1 duyarlilik
reaksiyonlar1 gelisebilmektedir. Psédomembrandz kolit riski olmakla beraber bu risk
nadirdir (71).

Karbapenemlere ve sefalosporinlere kars1 direng kiiresel olarak artarken kolistin
son gare antibiyotiklerden biri olarak kabul edilmistir ve Diinya Saglik Orgiitii’niin insan

tibbr igin kritik olarak 6nemli antimikrobiyaller listesindedir (76).

2.6.1. Kolistine Kars1 Diren¢ Gelisimi
Kolistine karst direng yavas gelismektedir, bu durumun sebeplerinden biri
antibakteriyel etki siirecinin bakterinin metabolik aktivitesinden bagimsiz olmasidir.

Diger bir etken kolistinin bakterisidal etkisinin olduk¢a hizli olmasidir (74).

Kolistin direnci ile ilgili yapilan c¢aligmalar, dirence sebep olan pek cok
mekanizma oldugunu gostermistir. Direncli suslardaki acgiklanamayan bazi direng
mekanizmalar1 aydinlatilmakla beraber, kolistin direnciyle ilgili hala pek ¢ok bilinmeyen

vardir ve agiklanamayan direng mekanizmalart mevcuttur (77).

Gram negatif bakterilerde, kolistine karst mutasyon veya adaptasyon

mekanizmasi yoluyla direng gelisebilmektedir. Mutasyon kalitsaldir, diisiik seviyelidir ve
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antibiyotigin siirekli varligindan bagimsizdir. Adaptasyon ise tam tersidir. Kolistin ve
polimiksin arasinda ¢apraz diren¢ bulunmaktadir. Polimiksin direngli P. aeruginosa’da
direng, dis membrandaki degisiklikler (LPS’de azalma, spesifik dis zar proteinlerinin
seviyelerinde azalma, hiicre zarfinda magnezyum ve kalsiyum igeriklerinin azalmasi,

lipid degisiklikleri) sebebiyle olmaktadir (72).

Kolistin diren¢ mekanizmalarinin ¢ogu kromozomal kaynaklidir. Kolistinin ilk
hedefi olan LPS’lerin Lipid A kisminda meydana gelen modifikasyonlar nedeni ile
olusmaktadir. Bu durum Kkolistinin Lipid A’ya afinitesini azaltmaktadir. Farkli bakteri
tiirlerindeki kolistin direng mekanizmalar1 farkli olabilmekle beraber, direng ¢ogu zaman
Lipid A’nin yaygin regiilatér sistemlerindeki (pmrAB, phoPQ, K. pneumoniae igin
MgrB’nin negatif regiilatorii) modiilasyonlar ile 4-amino-4-deoksi-l-arabinoz (I-ara4N)
ve / veya fosfoetanolamin (PEtN) ile modifikasyonlari sonucu olusmaktadir. Nadir

durumlarda Lipid A’nin tamamen kaybi ile de direng olusabilmektedir (78).

MgrB inaktivasyonu K. pneumoniae ve K. oxytoca’daki kolistin direncinin en sik
goriilen sebebidir (77).

Kolistin direngli K. pneumoniae ilk kez 2014 yilinda Atina’da rapor edilmis ve
ilerleyen yillarda kolistin direngli Enterobakteriler diinyaya yayilmistir. K.
pneumoniae’nin aksine kolistin direngli E. coli oran1 daha azdir. Direng yiizdesi % 0.2-
0.6 arasindadir. Ancak son yillardaki ¢aligmalar besi hayvanlar1 ve gevresel ortamdaki
kolistin direngli E. coli prevalansinin arttigin1 gostermektedir (79). Enterobakteriler
disinda A. baumannii ve P. aeruginosa kolistin direnci saptanan diger tiirlerdir (79).
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 2009 — 2012 yillar1 arasinda Klebsiella spp. nin kolistin
duyarliliklar incelenmis ve yillara gore kolistin direncinin % 3’ten % 10’a, ardindan %
20’ye yiikseldigi belirlenmis ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu

vurgulanmugtir (80).

Diinyanin bir¢ok bdlgesinden kolistin direnci rapor edilmistir (77). Ispanya’da iki
farkli ¢alisma yapilmis ve ¢aligmalardan birinde kolistin direnci % 19.1, diger ¢alismada
ise % 40.7 olarak bildirilmistir. Kolistin diren¢ oranlarindaki bu farkliliklar hasta
secimleri ve bolgesel 6zelliklerden kaynaklanmaktadir. Kolistin direng oranlari, {i¢lincii
basamak hastanelerin yogun bakim iinitelerinde yiiksek iken, serviste yatan hastalar ile

yapilan c¢aligmalarda diisikk olarak saptanmistir. Hasta se¢imi direng¢ oranlarinda
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farkliliklar yaratsa da, bolgeler arasinda da farkliliklar mevcuttur. Asya ve Avrupa’da

yiiksek direng oranlari belirtilirken, Kuzey ve Giiney Amerika’da direng diisiiktiir (77).

2016 yilinda Cin’de ilk plazmid aracili direng mekanizmasi olan mcr-1 geni
hayvansal kaynakli bir E. coli susunda tespit edilmistir (78). ilerleyen yillarda hayvansal,
insan ve besin kaynakli farkl: tiir suslarda da mcr-1 genine rastlanmigtir. Diinyanin pek
cok yerine yayilan mcr-1 geni Asya, Avrupa, Kuzey Amerika, Afrika ve Orta Dogu’da
goriilmiistiir. mcr-1 geninin bulundugu E.coli ve K.pneumoniae suslar1 hayvansal ve

insan kaynaklidir (81).

mcr-1 geni, kolistinin hedefi olan ve Lipid A’dan glukozamin transfer eden
fosfoetanolamin enziminin etkisini degistirerek Lipid A’nin negatif yiikiini
azaltmaktadir. Bu durum kolistinin Lipid A’ya baglanamamasina ve kolistine kars1 direng
gelismesine sebep olmaktadir. Son arastirmalar dokuz farkli mer geninin bulundugunu ve
bunlarin insan ve hayvansal kaynakli oldugunu gostermistir. Bunlardan dort tanesi (mcr-
1, mcr-3, mcr-7.1 ve mcr-8) Cin’den, dort tanesi (mcr-2, mcr-4, mcr-5, mcr-6)
Avrupa’dan ve sonuncusu (mcr-9) ABD’den rapor edilmistir (81). Daha sonra Cin’de
yapilan pek ¢ok arastirmada hayvanlardaki mcr-1 gen prevalansi % 20, insanlardaki ise
% 1 civarinda saptanmistir. 2016 yilindan itibaren Avrupa’nin baz iilkeleri, Kuzey ve
Giliney Amerika, Asya ve Afrika’da yayimlanan ¢esitli ¢aligmalarda plazmid aracilt mer-

1 genine besinlerde, hayvanlarda ve insanlarda rastlanmistir (77).

2.7. Fosfomisin

Fosfomisin 1969 yilinda kesfedilen, Streptomyces spp.‘den {retilen
fosfoenolpiriivat tiirevi eski bir antibiyotiktir. Fosfomisin bakterisid etkili bir
antibiyotiktir. Etkisini bakteri hiicre duvar sentezinin ilk basamaginda yer alan

reaksiyondaki MurA enzimini inhibe ederek gostermektedir (82).

Fosfomisin hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi etkili olan
genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Ozellikle coklu ilag direncli gram negatif bakterilere,
GSBL ve karbapenemaz iireten Enterobakterilere ve vankomisin direngli Enterokoklara
kars1 etkilidir (83,84).

Fosfomisin, fosfomisin trometamol ve fosfomisin kalsiyum olmak {izere iki oral
formiilasyona sahiptir. Fosfomisin trometamol, kandan daha kolay emildigi i¢in daha ¢ok
tercih edilmektedir (85). Fosfomisin, USE ve solunum yolu enfeksiyonlari, menenjit,

otitis, beyin cerrahisi enfeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi, kalp cerrahisi, yaygin ilaca
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direncli P. aeruginosa ve A. baumannii ve karbapenemaz iireten Enterobakterilerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Fosfomisin ayrica jinekolojik enfeksiyonlarin yani sira
metisiline direngli ve duyarli S. aureus'un neden oldugu cihaz iligkili ve osteoartikiiler

enfeksiyonlar i¢in de kullanilmaktadir (86).

Fosfomisinin diren¢ mekanizmalari, antibiyotigin hiicre i¢ine tasinmasindaki
azalmayi (tasiyict ve regiilatér genlerde (UhpT) mutasyon veya glpT i¢in AmpC), MurA
ekspresyonundaki degisikliklere bagli olarak hedef bolgedeki degisikligi ve metallo-
enzimler (fosA, fosB ve fosX) veya kinazlar (formA ve formB) tarafindan antibiyotigin
dogrudan inaktivasyonunu icermektedir (86). lk iki direng¢ mekanizmasi1 kromozomal
aracili iken, son mekanizma kromozomal veya plazmid aracili olabilmektedir (87). FosA,
FosB ve FosX, GSBL ve karbapenemaz iireten Enterobakterilerde, 6zellikle de E.
coli’deki fosfomisin direncinin sebebidir (88). Ayrica MurA'nin modifikasyonu da E.
coli’de fosfomisin direncine sebep olabilmektedir. Fosfomisin, E. coli’de MurA'nin 115
pozisyonunda kovalent olarak sisteine baglanmaktadir. Bu bolgede sisteinin aspartat ile
yer degistirmesinin fosfomisine dirence neden oldugu belirtilmistir. UhpT ekspresyonu
kaybinin da E. coli suslarinda fosfomisin direncine sebep olduguna iliskin giincel veriler

bulunmaktadir (86,89).

2.8. Temosilin

Temosilin 1980’1 yillarda gelistirilmis olup, kullanildig: yillarda temel olarak kistik
fibrozIi hastalarda Burkholderia cepacia tedavisinde kullanilan bir ilag olmustur. Ancak
dar etki spektrumu dezavantaji sebebiyle terk edilmistir. Epidemiyolojik olarak GSBL
tireten Enterobakteri tehdidi, ihmal edilmis antibiyotiklerden kolistin, fosfomisin ve

sefoksitinde oldugu gibi temosiline olan ilgiyi de arttirmistir (12).

Temosilinin dar etki spektrumu, neredeyse sadece Enterobakteriler ve onun
say1s1z beta-laktamazina kars1 direnci dnemli bir ekolojik ve bakteriyolojik avantaj olarak
kabul edilmektedir. Giiniimiizde temosilin bir¢ok iilkede (Ingiltere, Belgika, Liiksemburg
ve Fransa) mevcuttur ve duyarli gram negatif basillerden siiphelenilen septisemi, USE ve
alt solunum yolu enfeksiyonu tedavisinde 6nerilmektedir (90). Ulkemizde temosilin

Klinik olarak kullanimda degildir.
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2.9. Bakteri Uretim, Tamimlama, Antibiyotik Duyarlihk Testleri ve Direng

Tanimlama Yontemleri

2.9.1. Bakteri Uretim ve Tamimlama

E. coli bakterileri, buyyon ve peptonlu suda yogun iireme gosterirler ve homojen
bir bulaniklik yapmaktadirlar. Agarda genellikle 2-3 mm ¢apinda parlak, diizgiin kenarli,
konveks, gri-beyaz renkte S tipi koloniler olustururlar. Tekrarlanan pasajlarda ise kaba-
mat ve graniiler R tipi koloniler meydana getirirler. Baz1 suslar1 kanli agarda hemoliz
yapabilmektedir. Kapsiillii suslar ise mukoid koloniler olusturabilmektedirler. Sekerleri
ve diger karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak parcalarlar. Laktoza olan etkileri ve gaz
olusturmalar1, diger bagirsak bakterilerinden 6zellikle de Salmonella ve Shigella’lardan
ayriminda onemli bir 6zelliktir. Bu nedenle pratikte laktoz negatif bakterilerden ayirt
edilmesinde i¢inde laktoz ve bir ayira¢ bulunan gesitli besiyerleri kullaniimaktadir. I¢inde
laktoz ve eosin metilen mavisi bulunan EMB agarda ve iginde laktoz, sodyum siilfit,
diyament fiiksin iceren Endo agarda mavi-siyah, yesilimsi parlaklik veren koloniler
olustururken MacConkey ve Salmonella-Shigella (SS) agarda kirmizi koloniler

olustururlar (91).

Klebsiella tiirleri genel kullanim besiyerlerinde kolayca tiremektedirler. Ortalama
pH 7 ve 37 °C iiremeleri i¢in en iyi ortamdir. Buyyon gibi sivi besiyerlerinde, homojen
bir bulaniklik ve dipte muko6z bir ¢okiintii yaparak ¢ogalmaktadirlar. Kati besiyerlerindeki
kolonileri tipik mukoid nitelikte, biiylik, sarimtirak gri renkte ve akici kolonilerdir.
Uygunsuz kosullarda S ve R kolonilerine doniisebilmektedirler. Aerob ve fakiiltatif

anaerob olup tiredigi ortama bol kapsiil maddesi salmaktadirlar (27).

2.9.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri ve Diren¢ Saptama Yontemleri
2.9.2.1. GSBL Tani Yontemleri

GSBL iireten mikroorganizmalar, sayilarinin her gegen giin artmasi, morbidite ve
mortalite oranlarinda artiga sebep olmalari nedeniyle ciddi bir endige kaynagidir. GSBL
tireten bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi, ¢oklu antibiyotik direnci ve
tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle zorlasmaktadir. Tiim bu sebepler beta-

laktamaz tireten mikroorganizmalarin saptanmasini 6nemli hale getirmektedir (92).

Rutin laboratuvarlar i¢in tanimlanan tarama ve dogrulama testleri GSBL saptama
yontemleridir. GSBL tiplerinin saptanmasinda bu testler haricinde arastirma

laboratuvarlarinda uygulanan tanimlama yontemleri de mevcuttur (93).
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2.9.2.1.1. GSBL Tarama Testleri
GSBL enzimlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi, 6zellikle enfeksiyon kontrolii
acisindan Onerilmektedir. Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL saptanmasi, oksimino-
sefalosporinlere “duyarli olmama” 06zelliginin saptanmasi ile baslamakta, ardindan

fenotipik (bazen genotipik) dogrulama testleri uygulanmaktadir (94).

Sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve sefpodoksim i¢in EUCAST ve CLSI
rehberleriyle uyumlu olarak, tarama siir degerinin  Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) >Img/L  olmasi, &nerilmektedir (Tablo 5) (94).
Enterobacteriaceae icin EUCAST’1n 6nerdigi klinik sinir degeri de S< 1mg/L’dir (94).
GSBL iiretimin saptanmasi i¢in en duyarli indikator sefalosporin sefpodoksimdir, bu
sebeple taramada kullanilabilir. Fakat sefpodoksim ile alinan sonuglarin 6zgilligi,
seftazidim ile sefotaksim (veya seftriakson) kombinasyonu ile alinan sonuglara gére daha
distiktiir. Bu sebeple dogrulama amaciyla seftazidim ile sefotaksim/seftriakson

kombinasyonu kullanilmaktadir (94).
Indikator sefalosporinler i¢in inhibisyon zonu ¢aplar1 Tablo 5°de yer almaktadir.

Tablo 5: Enterobactericeae igin GSBL tarama yontemleri (94)

Yontem Antibiyotik GSBL testi uygulanmasi
icin simir degeri

Sivi veya agar diliisyon Sefotaksim/seftriakson MIK>1mg/L
VE seftazidim
Sefpodoksim MIK>1mg/L

Disk difiizyon Sefotaksim (5pug) VEYA  Inhibisyon zonu <21 mm
Seftriakson (30ug) Inhibisyon zonu <23 mm
VE Seftazidim (10pg) Inhibisyon zonu <22 mm
Sefpodoksim (10pg) Inhibisyon zonu <21 mm

2.9.2.1.2. GSBL Dogrulama Testleri
GSBL aktivitesinin, in vitro sartlarda indikator sefalosporin ile klavulanik asit
arasindaki sinerji temeline dayandigi testlerdir. Yaygin olarak kullanilan dogrulama

yontemleri asagida verilmistir (94).
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e Kombine Disk Yontemi

e (ift Disk Sinerji Yontemi
e E- Test Yontemi

e Mikrodiliisyon Ydntemi

e Uc Boyutlu Test

e Otomatize Sistemler

e Molekiiler Yontemler

2.9.2.1.2.1. Kombine Disk Yontemi

Bu yontemde her test igin sadece sefalosporin (sefepim, seftazidim veya
sefotaksim) igeren diskler ile testte kullanilan sefalosporinin klavulanik asit eklenmis

kombinasyon diskleri kullanilir ve ikisinin inhibisyon zonlar1 6lgiilerek karsilastirilir.

Eger kombine disk etrafinda olusan inhibisyon zonu, sadece sefalosporin i¢eren

diskin inhibisyon zonundan > 5 mm daha genisse, test pozitiftir (95,96).

Sekil 2: Kombine disk yontemi. a: seftazidim (30 ug), b: seftazidim/klavulanik asit (30/10
ug) (97)

2.9.2.1.2.2. Cift Disk Sinerji Yontemi

Bu yontemde sefalosporin (sefepim, sefotaksim, seftazidim) ve aztreonam igeren
diskler, plakta klavulanik asit igeren bir diskin (amoksisilin/klavulanik asit gibi) yanina
yerlestirilir. Sefalosporin disklerinden herhangi birinin zon c¢ap1 klavulanik asit diskine

bakan yiiziinde geniglerse veya arada tiremenin olmadigi bir “anahtar deligi” goriiliirse,
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test pozitif olarak kabul edilir. Diskler arasindaki mesafe bu testin basarisinda
belirleyicidir. Sefalosporin 30 pg diskleri i¢in optimal uzaklik 20 mm (merkezden
merkeze) olarak belirlenmistir, ancak ¢ok yiiksek veya diisiik direng diizeyleri s6z konusu
ise, bu uzaklik arttirilabilir (30 mm) veya azaltilabilir (15 mm) (45).

Sekil 3: Cift disk sinerji yontemi. GSBL iireten suslarda amoksisilin/klavulanik asit
diskinin etrafina (20-30 mm) yerlestirilen sefepim, seftazidim, sefotaksim, aztreonam
inhibisyon zon ¢aplarinin genislemesi (GSBL enziminin klavulanik asit varliginda inhibe

olmasiyla beta-laktam antibiyotigin aktivitesinin artmasi) (98)
2.9.2.1.2.3. E-Test Yontemi

Gradiyent seritleri, iretici Onerilerine gore hazirlanir, degerlendirilir ve
yorumlanir. Klavulanik asit ile kombine edildiginde sefalosporin MIK degerinde > 8 kat
diisiis gozleniyorsa veya bir “ hayalet zon” (“phantom zone”) ya da elips seklinde bir
bozulma varsa test pozitiftir. MIK’in stripteki en yiiksek degerden daha fazla olmasi
nedeniyle MIK belirlenemiyor ve oran degerlendirilemiyorsa, test sonucu belirsizdir

(“Indeterminate”). Diger biitin durumlarda test negatiftir. GSBL gradiyent seritleri

sadece GSBL dogrulamasi i¢in kullanilmalidir; MIK saptanmasi igin giivenilir degildir
(90).
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Sekil 4: E test ile GSBL tayini. GSBL iiretmeyen bir sus. (Sag) GSBL iireten bir susun
seftazidim MIK >256 mg/mL iken, seftazidim/klavulanik asit MIK degerinin 38 kat
azaldig1 goriilmektedir (98)

2.9.2.1.2.4. Mikrodiliisyon Testi

Sivi mikrodiliisyon; sefotaksim, seftazidim ve sefepimin 0.125-512 mg/L
arasindaki seri iki katli diliisyonlarini tek baslarina veya sabit konsantrasyonda (4mg/L)
klavulanik asit ile birlikte iceren Mueller—Hinton sivi besiyeri kullanilarak uygulanir.
Klavulanik asit ile kombine edilen sefalosporin MIK degeri, sefalosporin tek basina
oldugunda 6lgiilen MIK degerinden >8 kat daha diisiikse test pozitiftir. Diger durumlarda
test negatiftir (94).

2.9.2.1.2.5. U¢ Boyutlu Test

Bu yontemde GSBL varligini saptamak i¢in seftazidim (30 pg), sefotaksim (30
ug), seftriakson (30 pg), sefepim (30 pg) ve aztreonam (30 pg) antibiyotik diskleri
kullanilir. E. coli ATCC 25922 susundan 0.5 Mac Farland eseline gore bulanikligt
ayarlanan bakteri slispansiyonu MHA yiizeyine yayilir. Agarin merkezine test edilecek
antibiyotik disklerinden bir tanesi yerlestirilir. Antibiyotik diskinden 5 mm uzaktan
baslayarak steril bir bisturi ile dis tarafa dogru besiyeri ¢izgi seklinde kesilir. Test edilecek
izolatin sekiz-on kolonisi steril 6ze yardimi ile toplanir ve daha sonra 6ze ile kesilen
¢izginin i¢ine batirilip diskten disartya dogru ekim yapilir. On sekiz-yirmi dort saat 35

°C’de inkiibasyondan sonra inhibisyon zonunda diizensizlik goriilmesi GSBL pozitif

olarak degerlendirilir (99).

Sekil 5: Ug boyutlu test (100)
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2.9.2.1.2.6. Otomatize Sistemler

“Phoenix Becton Dickinson ID sistemleri, GSBL diren¢ mekanizmasini, CLSI
standartlarin1 temel alarak, buyyon mikrodiliisyon metoduyla tespit etmektedir.
“Phoenix” cihazinda yogunlugu ayarlanmis bakteri siispansiyonu besiyeri panellerine bir
noktadan verilmekte, besiyerlerine inokiilasyon ve inkiibasyon cihazda otomatik olarak
yapilmaktadir. Panellerdeki seftazidim (8 pg/ml), sefpodoksim (8 ug/ml),
seftriakson/klavulanik asit (2-4 pg/ml), seftazidim/klavulanik asit (2-4 pg/ml) ve
sefotaksim/klavulanik asit (2-4 pg/ ml) igeren katyonu ayarlanmis Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyerindeki tiremelere ve kullanilan algoritmaya goére sonug cihaz ¢iktisinda

GSBL negatif veya GSBL pozitif olarak goriilmektedir (101).

Bu sistem GSBL iirettigi genotipik olarak dogrulanan suslarin % 90’indan daha
biiyiik kisminda GSBL {iretimini saptayabilmekte ve sonuglar genellikle alt1 saat i¢inde

¢ikmaktadir (102).

VITEK®2, 60 ve 120 kart kapasiteli iki ¢eside sahiptir. Ana organizma izolasyon
islemi sonrasinda basit standartlastirilmis inokiiliim ile uygulama asgari diizeydedir.
Inokiiliim Smart Carrier Station™ sisteminde VITEK®2 kaset icine yerlestirilir ve
burada VITEK® 2 kart1 ile numune sanal olarak baglanir. Kaset yiiklendikten sonra her
bir kartin inkiibasyonu ve okunmasi herhangi bir miidahale gerektirmeden sistem

tarafindan yonetilir. VITEK®2, tanimlama ve duyarlilik sonucglarini ortalama 5 saatte

hazirlamaktadir (103).

MicroScan/WalkAway sistemi 1980’lerin sonlarinda gelistirilmistir. Klasik
panelleri bir gecelik inkiibasyonun ardindan bakteri iiremesini tiirbidometrik olarak 6lger.
Yakin tarihte giincellenmis ve MicroScan raplD/S plus olarak yeniden adlandirilmistir.
Kisa inkiibasyonlu hizli panelleri ise 3,5-7 saatte florometrik degerlendirme yaparak

sonug vermektedir (104).
2.9.2.1.2.7. Molekiiler yontemler

Yukarida anlatilan yontemler GSBL varligin1 daha ¢ok varsayima dayali olarak
saptamaya yoneliktir. Klinik suslarda mevcut GSBL’yi tanimlamak i¢in beta laktamaz
genlerini saptamak gerekir. Bu amagla TEM ve SHV enzimlerine spesifik DNA problari
kullanarak yapilabilir, ancak bu yogun emek isteyen bir ¢aligmadir. Bir beta-laktamazin

varhigini saptamak i¢in kullanilan en kolay ve en yaygin metot, beta-laktamaz geni i¢in
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spesifik oligoniikleotid primerler kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yapmaktir. Oligoniikleotid primerler, GenBank gibi merkezlerdeki uygun dizilerden
secilebilir. GSBL genlerinin farkliligi, TEM, SHV, CTX-M ve OXA genlerinin
molekiiler yontemlerle saptanmasi ile ortaya ¢ikmistir. Ancak PCR, TEM ve SHV’nin
farkli varyantlari arasinda ayirim saglayamayacaktir. Bunun igin de oligotiplendirme

testleri kullanilabilir (105).

Bu testlerde kullanilan problar, biotinle veya radyoizotopla isaretlenmistir. Ligaz
zincir reaksiyonu (LCR), tek bir baz ¢ifti ile DNA sekanslarinin farkliligini ayirt etmeye
olanak saglamaktadir. Ayrica TEM, SHV gibi beta laktamaz geninin molekiiler
karakterizasyonu i¢in PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
yapilabilir. Niikleotid sekanslama, bir susta mevcut beta laktamaz genlerini saptamak i¢in
standart yontem olarak gortinmektedir. Bu teknik GSBL olan OXA enzimlerini GSBL
olmayan OXA enzimlerinden ayirt etmektedir (105).

GSBL saptama yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 asagidaki tabloda

belirtilmistir.
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Tablo 6: GSBL Saptama Y ontemleri (4)

Yontem tipi Test ad1 Avantaj Dezavantaj
Fenotipik (rutin) Standart NCCLS yorum  Kolaylikla ve her GSBL her
kriterleri laboratuvarda zaman"direng"
uygulanabilir. kategorisinde degildir.
NCCLS dogrulama Uygulama ve yorum Duyarlilik
testleri kolaydir. oksiiminosefalosporin
secimine gore degisir.
Cift disk sinerji Uygulama ve yorum Disklerin yerlestirildigi
kolaydir. uzaklik standart degildir.
Ucg boyutlu test Duyarls, yorumu GSBL'lere 6zgiil degil,
kolaydir. Yogun emek gerektirir
E-test GSBL stripleri Uygulamasi kolaydir. ~ Yorum her zaman kolay
degildir.
CDS kadar duyarli degil,
¢ok
Pahali
Vitek GSBL Uygulamasi kolaydir. ~ Duyarlilik diisitk
Genotipik (molekiiler) DNA problari Gen ailesine 6zgiil Emek yogun, GSBL-
(6rn.TEM veya SHV)  GSBL olmayan ayrimi
yapamaz.
TEM ve SHV varyantlari
ayirt edilemez.
PCR Uygulamasi kolaydir, GSBL-GSBL olmayan

Oligotiplendirme

PCR-RFLP

PCR-SSCP

LCR

Niikleotid dizi analizi

gen ailesine 6zgiil

Ozgiil TEM varyantlart
Saptanir.

Uygulama kolayligi,
spesifik niikleotid
degisimleri saptanr.

Bazi SHV varyantlarini
ayirmada kullanilir.
Bazi SHV varyantlarini
ayirmada kullanilir.

Altin standart,
yeni enzimler saptanir.

ayrimi yapilamaz.

TEM ve SHV varyantlari
ayrilamaz.

Ozgiil  oligoniikleotid
problari

gerekir, emek yogundur,
yeni varyantlar
saptanamaz.

Niikleotid degisimlerinin
restriksiyon  bolgesinde

degisime yol agmasi
gereklidir.

Ozel elektroforez
kosullar1 gerekir

Cok sayida
oligoniikleotid

primerleri gerekir
Teknik olarak 6zel cihaz
gerektirir.

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Stantarts, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, LCR:

Ligaz zincir reaksiyonu.

32



3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Aletler
Etiiv 37C ° (Thermal)

Buzdolabi (Argelik)

Derin Dondurucu (Niive)
Otoklav (Thermal)

Vorteks

Santrifiij (Isolab)

Mini Santrifiij

Hassas terazi (BEL)

Biyolojik kabin (Bilser Class 1)
Termal Dongii Cihazi (Labnet)
Elektroforez Tanki1 ve Gii¢ Kaynagi (Major Science)
UV goriintiileyici

Su banyosu (Termal)

Calkalayip 1sitict (Benchmark)

3.1.2. Sarf Malzemeler
Koyun Kanli Agar

Mueller Hinton Agar (MHA)
Mueller Hinton Broth (MHB)
Eosyn Methylene Blue Agar (EMB)
Temosilin diski (10 pg)
MacFarland 0.5 Standardi

Eldiven (Vinil- Small)

Eldiven (Vinil-Medium)

Steril 6ze 1 mcl steril tek kullanimlik
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Otoklav band1

Otoklav poseti

PCR tiipii 0.2 ml

Steril ekiivyon ¢ubugu
Cryovial Tiip 2 ml

Cryovial tiip saklama kutusu
Mikrosantrifiij tiipti -1.5 ml
Otomatik Pipetler (isolab)
Pipet ucu- Filtreli 0.5-10 pL
Pipet ucu —Filtreli 200 pl
Pipet ucu-filtreli 1000 pl

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar
C:HsOH (Etil Alkol)

CsHsOs (Gliserol)

NaClO (Camasir suyu)
Agarose (sigma)

C4H11NOs (Tris-base)

HsBO: (Borik asit)
Ci10H1sN20s (EDTA)
C21H20BrN; (Etidyum bromiir)
CHCOOH (Asetik asit)

KOH (Potasyum hidroksit)
HCI (Hidroklorik asit)

3.1.4. PCR malzemeleri
blaOXA-48 ve blamcr-1 forward ve reverse primerleri

10X Ammonium Buffer (AMPLIQON)

dNTPs (AMPLIQON)

MgCL (AMPLIQON)

Tag DNA polymerase (BIOMATIK)
6XDNA Loading (Thermo Scientific)
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Haelll @x174 (Thermo Scientific)
Hinfl @x174 (Promega)
CisH10N2Na20-S: (Orange G) (Sigma Aldrich)

3.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 asagida belirtilmistir.

Etidyum bromiir: 0.5 g Etidyum Bromiir 100 ml distile su ile ¢oziilmiistiir. Isiktan
korumak i¢in ¢ozelti koyu renk sisede saklanmustir. Jele konsantrasyonu 0.2 pug/ml olacak

sekilde ilave edilmistir.

Agaroz jel: 2 g agaroz 100 ml 1xTBE buffer icinde eritilerek jel hazirlanmistir. Stok
soliisyondan 20 pl (0.5 pg/ml) etidyum bromiir ilave edilmistir. Uriinler 10x yiikleme

tamponu 1x’e dilue edilerek jele yiiklenmistir.

10xTBE tamponu: 54 g Tris base, 27.5 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA yaklasik 500

ml distile suda karigtirilarak ¢6ztilmiis, 1000 ml’ye tamamlanarak otoklavlanmustir.

DNA belirteci: Uretici firmanin énerdigi sekilde 1 ul @174 DNA marker, 1 ul loading

buffer, 4 ul distile su karistirilarak hazirlanmastir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kiiltiir, Bakteri Suslar1 ve Bakteri identifikasyonu

Bu ¢alisma, 10/2018 ile 01/2019 tarihleri arasinda, Adiyaman Universitesi Egitim
ve Arastirma Hastanesi polikliniklerinden gelen 106’s1 poliklinik, 13’#i yatan hastadan
olan ve GSBL drettigi saptanan 82’si E. coli, 34’i K. pneumoniae ve 3’ii K. oxytoca

olarak tanimlanmis toplam 119 adet bakteri iizerinde yapilmstir.

Ornekler en fazla gocuk hastaliklar1 poliklinigi ve iiroloji kliniginden, en az ise
onkoloji servisi ve gogiis hastaliklar1 polikliniklerinden gelmistir. Orneklerin geldigi

Kliniklerin, Klinik 6rnek tiiriine gore sayisal dagilimi Sekil 6°da belirtilmistir.
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- - I° - | n sl | i
~ . ™ . . S & ~
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Sekil 6: Orneklerin geldigi klinikler ve klinik drnek tiiriine gore sayisal dagilimlart

Laboratuvarimiza gonderilen kiiltiir 6rnekleri EMB ve % 5 koyun kanli agara
ekilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. EMB ve koyun kanli agarda ireyen koloniler
morfolojik ozelliklerine gore tanimlandiktan sonra identifikasyon ve antibiyotik
duyarlilik testleri BD Phoenix® sistemi ile yapildi. Bu cihazda bakteri tiirii ve GBSL
dogrulamasi yapilan bakteri izolatlarinin disk diffiizyon ve PCR testleri icin alt kiiltiirii

yapildi.

3.2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi
Kiiltir Orneklerinin antibiyotik duyarlilik testt BD Phoenix® Bakteri
Identifikasyon ~ ve  Antibiyogram  Hassasiyet Testi cihazinda  amikasin,

amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, aztreonam, ertapenem, fosfomisin, gentamisin,
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imipenem, Kolistin, meropenem, norfloksasin, nitrofurantoin, piperasilin/tazobaktam,
sefepim, sefiksim, seftazidim, seftriakson, siprofloksasin ve trimetoprim/siilfometoksazol
isimli antibiyotik veya antibiyotik kombinasyonlar:1 kullanilarak yapildi. GSBL pozitif

izolatlarin temosiline olan duyarlilig1 ise disk difiizyon yontemi ile saptandi.

3.2.2.1. Disk Difiizyon Testi

Kiiltiir plaklarinda tiremis olan tiim 6rneklerin temosiline duyarlilig: disk diftizyon
yontemi ile belirlendi. Bu amagla kiiltiir plaklarindaki 6rneklerden steril bir ekiivyon
cubugu ile alinarak MHB siv1 besiyerine ekildi. MacFarland 0.5’e ayarlanacak sekilde
ekildikten sonra 2-6 saat 37°C ‘de etiivde bekletildi. MHB’de iireyen bakteriler steril bir
oze yardimiyla MHA besiyerine yayildi, disklerin kurumasi i¢in oda 1sisinda 10-15
dakika bekletildikten sonra her plaga 4 tane olacak sekilde temosilin diski yerlestirilerek
37 °C’de 18-20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 temosilin disklerinin inhibisyon
zon ¢aplari olgiildii (106). Zon cap1 sinir degerleri Tablo 7°de, temosilin duyarlilik test

sonuglart Sekil 7°de verilmistir.

Tablo 7: Temosilin i¢in antibiyogram zon ¢api sinir degerleri (106)

Antibiyotik Disk Icerigi (ug) | Zon Capr Smr
Degeri (mm)
S> R<
Temosilin 30 19 16

Sekil 7: Temosilin i¢in disk diflizyon test sonuclari
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3.3. DNA izolasyonu
Bakteri 6rneklerinden DNA izolasyonu kaynatma yontemiyle yapildi (107).

1- EMB besiyerinde iiremis bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak 1 ml steril

distile su igeren mikrosantrifiij tlip igerisinde slispansiyon haline getirildi.

2- Vortekslendikten sonra 2.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

3- Ustteki s1v1 atilds.

4- 500 pl TE tamponu (10mM Tris (pH: 8.0)1 mM EDTA) eklendi.

5- Vortekslendikten sonra 2.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

6- Ustteki siv1 atildu.

7- Bakteri ¢ozeltisi lizerine 300 pl TE tamponu eklenerek siispansiyon haline getirildi.
8-Vortekslendikten sonra 2.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

9- Ustteki kisim atild1. 250 uL steril distile su eklendi.

10- Vortekslendikten sonra ependorf tiiplerin kapagi hava almasini saglamak amaciyla

lanset ile birka¢ yerden delindi.

11-Kaynar su banyosunda 20 dakika bekletilerek bakterilerin parcalanip, DNA’nin aciga
¢ikmasi saglandi.

12- Tiipler vortekslendikten sonra 2.000xg’de 20 dakika santrifiij edilerek bakteri

artiklarinin ¢okmesi saglandi.

13- Kalip DNA’ y1 igeren list sivi alinarak iki adet steril ependorf tiip igerisine 125 pL
icerecek sekilde konuldu.

14- Ornekler etiketlendi ve kullamlincaya kadar biri —20 °C’de, digeri -40 °C’de saklandi.

3.4.PCR
Karbapenem direnci i¢cin OXA-48, kolistin direnci i¢in mcr-1 genlerinin varligi
in-house PCR testi ile arastirildi. Her bir direng genin tanimlamasinda kullanilan forward

ve reverse primer dizileri asagida belirtilmistir.
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Tablo 8: PCR’da kullanilan primerlerin 6zellikleri

Ilgili gen Primer siras1 (5°—3°) Niikleotid Baz Referans
uzunlugu uzunlugu
blaOXA- F: TTGGTGGCATCGATTATCGG  20mer 744 bp 108
48 R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 21mer
blamcr-1  F: GGGCCTGCGTATTTTAAGCG  20mer 183 bp 109
R: CATAGGCATTGCTGTGCGTC  20mer

Her iki gen bolgesinin PCR reaksiyon karigimi toplam hacim 25 pl olacak sekilde;
Steril Distile Su 9.4 pul, 10xPCR Buffer 2.5 pl, 25mM MgClL: 2 ul, 10 mM dNTPs 0.5 pl,
Primer Forward 0.25 pl, Primer Reverse 0.25 ul, Taq Polimeraz 0.1 pl ve DNA ekstrakti
10 ul olarak belirlendi. PCR reaksiyonlar1 Thermo Cycler (MultiGene™ Optimax)
yardimiyla in vitro ortamda gergeklestirildi. PCR dongiisii OXA-48 geni igin; 6n
denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de 30 sn, annealing 58°C’de 30 sn, uzama
72°C’de 60 sn olacak sekilde 30 dongii yapildiktan sonra, 72°C’de 3 dk bekletildi. mcr-1
geni i¢in; 6n denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de 30 sn, annealing 60°C’de
30 sn, uzama 72°C’de 30 sn olacak sekilde 40 siklus yapildiktan sonra 72°C’de 5 dk
bekletildi.

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri Orange G ile muamele edildikten sonra % 2’lik agaroz jelde 1xTBE
tamponu i¢inde 90 V’da 1 saat yiritildi. Bant goriinimii transluminatorlii jel
dokiimantasyon sisteminde gozlendi. OXA-48 geni i¢in 744 bp, mcr-1 geni igin 183 bp

bant goriintiimleri pozitif olarak kabul edildi.
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Sekil 8: OXA-48 geni PCR DNA amplifikasyon goriintiisii

M1: Marker ©X174 DNA Haelll, M2 : Marker ©X174 DNA Hinf I, 3: Pozitif Kontrol,

4: Pozitif Ornek, 5: Negatif Kontrol, 6: Negatif Ornek
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Sekil 9: mcr-1 geni PCR DNA amplifikasyon goriintiisii

245200151,

M1: Marker ©X174 DNA Hinf I, M2: Marker ©X174 DNA Haelll, 3,4,5,6,7: Ornek, 8:

Pozitif kontrol

40



4. BULGULAR

Calismamizda 10/2018-01/2019 tarihleri arasinda Adiyaman Universitesi Egitim
ve Arastirma Hastanesi poliklinik ve kliniklerinden mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen ve GSBL dogrulamasi yapilan 82’si E. coli ve 37’si Klebsiella spp. olmak
iizere toplam 119 izolat degerlendirildi. Izolatlarin alindig1 drnek tiirleri ve yiizdeleri

Sekil 10°da belirtilmistir.

TOPLAM N(%) | 6.7
K. OXYTOCA N(%)

K. PNEUMONIAE N(%)

6.7
E.COLIN(%) | 1.6 | |
(0] 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Yara Balgam wm idrar

Sekil 10: Klinik 6rnek tiiriine gore izole edilen tiir ve dagilim1

Caligmada degerlendirilen 6rneklerin % 85.7’si idrar, % 7.5’i yara % 6.7’si ise
balgam orneklerinden olusmaktadir. Toplam idrar yiizdesinin % 60.5’ini E. coli, %
22.6’sm1 K. pneumoniae, % 2.5’ini K. oxytoca suslar1 olustururken; toplam yara
yiizdesinin % 6.7’sini E. coli, % 0.8’ini K. pneumoniae suslar1 olusturmaktadir. 82 adet
E. coli susunun 72’si idrar (% 87.8), 8’1 yara (% 9.7), 2’si balgam (% 2.4) 6rneklerinden
gelmistir. 34 adet K. pneumoniae izolatinin 27’si idrar (% 79.4), 6’s1 balgam (% 17.6) ve
1’1 yara (% 2.9) orneklerinden gelirken; 3 K. oxytoca susunun tamami idrar (% 100)

orneklerinden gelmistir.

Calismada degerlendirilen izolatlarin ertapenem, meropenem, imipenem, kolistin
ve fosfomisin direnci BD Phoenix® Bakteri Identifikasyon ve Antibiyogram Hassasiyet
Testi programinda, temosilin direnci ise disk difiizyon ydntemiyle belirlendi. Incelenen
klinik 6rneklerin BD Phoenix® cihazindaki antibiyogram sonuglari asagida Tablo 9°da

verilmistir.
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Tablo 9: BD Phoenix® sistemi antibiyogram test sonuglari

E. coli K. K. Toplam
Pneumoniae  Oxytoca

Antibiyotikler Say1 % Sayi % Sayi % Say1 %

AN 0/82 0.0 8/34 235 0/3 0.0 8/119 6.7

GM 21/82 256 14/34 411 0/3 0.0 35/119 294
CFM 80/82 975 33/34 970 213 66.6  115/119 96.6
CAZ 32/82 39.0 31/34 911 0/3 0.0 63/119 529
CRO 79/82 96.3 30/34 882 2/3 66.6  111/119 93.2
FEP 57/82 69.5 27/34 794 1/3 33.3 85/119 714
ATM 40/82 48.7  27/34 794  0/3 0.0 67/119 56.3
AM 82/82 100 34/34 100 3/3 100 119/119 100
AXC 50/82 609 20/34 588 2/3 66.6 74/119 62.1
TZP 27/82 329 19/34 558 1/3 33.3  47/119 394
SXT 50/82 609 21/34 617 0/3 0.0 71/119 59.6
FM 4/82 4.8 17/34 50.0 1/3 33.3  22/119 184
CIP 44/82 536  19/34 558 1/3 33.3 64/119 537
NOR 44/82 536  19/34 558 1/3 33.3 64/119 537
ERT 16/82 195 17/34 50 1/3 333  34/119 285
MER 2182 2.4 9/34 264 0/3 0.0 11/119 9.2

IMI 2182 2.4 9/34 264 0/3 0.0 11/119 9.2

CL 4/82 4.8 6/34 176 173 33.3  11/119 9.2

AN: Amikasin, AM: Ampisilin, ATM: Aztreonam, AXC: Amoksisilin/klavunat, CAZ: Seftazidim, CFM:
Sefiksim, CIP: Siprofloksasin, CL: Kaolistin, CRO: Seftriakson, ERT: Ertapenem, FEP: Sefepim, FM:
Nitrofurantion, GM: Gentamisin, IMI: Imipenem, MER: Meropenem, NOR: Norfloksasin, SXT:
Trimetoprim/siilfametoksazol, TZP: Piperasilin/tazobaktam

119 GSBL pozitif izolatta ertapenem direnci % 28.5, meropenem, imipenem ve
kolistin direnci % 9.2 olarak bulundu.

Tim suslarin ampisiline direngli olduklar1 belirlendi. Sefiksim (% 96.6) ve
seftriaksonda (% 93.2) yiiksek direng saptandi. En diisiik direng amikasinde (% 6.7)

gbzlendi.

BD Phoenix® Bakteri Identifikasyon ve Antibiyogram Hassasiyet Testi
programinda 13 adet E. coli ve 5 adet K. pneumoniae izolatinin fosfomisin sonucu
belirlenememistir. Fosfomisin duyarliligi 69’u E. coli, 32’si Klebsiella spp. susu olmak
tizere toplam 101 sus lizerinden degerlendirilmis olup, toplam suslarin direng¢ orani
(3/101) % 2.9 olarak saptandi. E. coli ve K. oxytoca suslarinda fosfomisin direncine

rastlanmazken, 29 K. pneumoniae susunun 3’tinde (% 10.3) fosfomisin direnci belirlendi.

Calisilan izolatlardaki temosilin direnci disk diflizyon yontemiyle saptandi. Disk
diftizyon antibiyogram test sonucuna gore, 119 adet GSBL pozitif susun 32’sinde (%

26.8) temosilin direnci saptanmustir. E. coli suslarinin 17’si (% 20.7) temosiline direngli,
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25’1 (% 30.4) orta duyarli, 40’1 (% 48.7) duyarli bulunurken, K. pneumoniae suslarinin
15’1 (% 44.1) temosiline direngli, 10°u (% 29.4) orta duyarli, 9’u (% 26.4) duyarlh olarak
saptand1. K. oxytoca suslarinda temosilin direncine rastlanmazken, 2’si (% 66.6) duyarli

ve 1’1 (% 33.3) ise orta duyarli olarak belirlendi.

Orneklerin en fazla toplandigi klinikler cocuk hastaliklar1 ve iiroloji
poliklinikleridir. Tablo 10’ da o6rneklerin poliklinik ve kliniklere gore dagilimi ve

antibiyotik direng oranlar1 verilmistir.

Tablo 10: Orneklerin geldigi klinikler, sayisal dagilimlar1 ve antibiyotik direng oranlari

KLINIK SAYl ERT MER IMI CL TEM
Uroloji 28 2 1 1 1 1
Cocuk Hastaliklar1 Pol. 37 15 2 2 1 12
Yara Bakim (Palyatif 5 1 1 0 0 2
Unitesi)

Enfeksiyon Pol. 5 0 0 0 0 1
Gogus Hastaliklar1 Pol. 2 1 0 0 1 1
Kadin Hastaliklar1 Pol. 4 0 0 0 0 1
Onkoloji Servisi 2 0 0 1 1 1
Acil Servis 15 4 0 0 1 1
Diger Pol. 5 1 0 0 1 1
Genel Cerrahi 6 3 3 3 1 2
Yogun Bakim 10 7 4 4 4 9
Toplam 119 34 11 11 11 32

ERT: Ertapenem, MER: Meropenem, IMI: 1mipenem, CL: Kolistin, TEM: Temosilin

Ertapenem, meropenem, imipenem, kolistin ve temosilinin kliniklere gore yapilan
direng degerlendirmesinde, ertapenem (15) ve temosiline (12) say1 olarak en fazla direng
cocuk hastaliklar1 polikliniginde goriildii. Meropenem, imipenem ve kolistine say1 olarak
esit ve en fazla direncin (4) ise yogun bakim iinitesinde oldugu belirlendi. Enfeksiyon ve
kadin hastaliklar1 poliklinikleri, ¢alisilan antibiyotiklerden sadece temosiline birer direng

goriilerek direncin en az goriildiigii poliklinikler olmustur.

Fosfomisinin incelendigi 6rneklerin 34’1 ¢ocuk hastaliklari, 27’si iiroloji, 13’0
acil servis, 10’u yogun bakim, 5’1 enfeksiyon, 4’ii kadin hastaliklari, 2’ser tanesi yara
bakim, onkoloji ve genel cerrahi, 1’1 gogiis hastaliklari, 1’1 ise diger polikliniklerden

gelen orneklerden olusmustur.

Calismadaki GSBL suslarinin karbapenem grubu antibiyotikler, kolistin ve

temosiline kars1 direng oranlar1 Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11: GSBL pozitif izolatlarin karbapenem grubu, Kolistin ve temosiline karsi

antibiyotik diren¢ oranlar1

Izolat Tiirii E.coli K. K. Toplam
pneumoniae  oxytoca
GSBL pozitif n (%) 82 (68.9) 34 (28.5) 3(2.5) 119 (100)
ERT 16 (19.5) 17 (50) 1(33.3) 34 (28.5)
MER 2(2.4) 9(26.4) 0 11 (9.2)
IMI 2(2.4) 9(26.4) 0 11 (9.2)
ERT+MER 1(1.2) 9 (26.4) 0 1(0.8)
MER+IMI 0 9 (26.4) 0 0
ERT+ IMI 0 9(26.4) 0 0
ERT+MER+IMI 1(1.2) 9(26.4) 0 10 (8.4)
Toplam Karbapenem Direnci 17 (20.7) 17 (50) 1(33.3) 35 (29.4)
CL 4 (4.8) 6 (17.6) 1(33.3) 11 (9.2)
CL+IMI 1(1.2) 0 0 1(0.8)
CL+ERT+MER+IMI 0 4 (11.7) 0 4 (3.3)
TEM 17 (20.7) 15 (44.1) 0 32 (26.8)
ERT+TEM 9(10.9) 13(38.2) 0 22 (18.4)
ERT+MER+IMI+TEM 0 9(26.4) 0 9 (7.5)
ERT+MER+IMI+CL+TEM 0 5(14.7) 0 5(4.2)

ERT: Ertapenem, MER: Meropenem, IMI: Imipenem, CL: Kolistin, TEM: Temosilin

Calismadaki izolatlarin % 68.9’u E. coli, % 28.5’i K. pneumoniae, % 2.5 ‘i K.
oxytoca suslarindan olusmaktadir. incelenen izolatlarda ertapenem direnci % 28.5 olarak
saptand1. Izolatlar arasinda yapilan degerlendirmede, E. coli’de % 19.5 ve K.
pneumoniae’de ise % 50 oraninda ertapenem direnci tespit edildi. Tiim izolatlarda
meropenem ve imipenem direnci % 9.2 olarak bulundu. Her iki antibiyotikte K.
pneumoniae’deki (% 26.4) direng oran1 E. coli (% 2.4) ’ye gore daha yiiksek belirlendi.
K. oxytoca suslarinda ertapenem direnci ertapenem direnci % 33.3 iken meropenem ve

imipeneme karsi direng gozlenmedi.

Kolistin direnci tiim izolatlarda % 9.2 olarak saptandi. En yiiksek direncin K.
oxtoca (% 33.3) oldugu belirlendi. K. pneumoniae ve E. coli suslarinda direng orani
sirastyla % 17.6 ve % 4.8 idi.
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Incelenen izolatlardan 5 K. pneumoniae susunun (% 14.7) ertapenem,
meropenem, imipenem, kolistin ve temosiline direngli oldugu saptandi. Fosfomisin
direncinin saptandigi K. pneumoniae suslarinin 2’si ¢alisilan tiim antibiyotiklere direngli

olarak belirlendi.

Tiir i¢i toplam karbapenem direngli sus sayist E. coli’de 17 (% 20.7), K.
pneumoniae’de 17 (% 50), K. oxytoca’da ise 1 olarak (% 33.3) olarak belirlendi.
Calismada incelenen karbapenem direngli izolatlardaki OXA-48 gen varligmna iliskin

PCR sonuglar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 12: Karbapenem direngli izolatlardaki OXA-48 geni PCR sonuglari

Bakteri Tiirii OXA-48 Toplam
(say1s1)
ERT MER ERT +MER IMI ERT+MER+IMI
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
E. coli (n:17) 4(235) | 1(58) 1(5.8) 0 0 4(235)
E(.pln?e)umoniae 8 (47) 5 (29.4) 0 5 (29.4) 5 (29.4) 8 (47)
n:
K. oxytoca (n:1) 0 0 0 0 0 0
Toplam (n: 35) 12 (34.2) 6 (17.1) 1(2.8) 5(14.2) 5(14.2) 12 (34.2)

ERT: Ertapenem, MER: Meropenem, IMI: Imipenem

PCR test sonucuna gore karbapenem grubuna direng saptanan izolatlarda OXA-

48 direng geni orani genel olarak 12 (% 34.2) olarak bulundu.

Her bir ilag direnci kendi i¢inde degerlendirildiginde; bu oran ertapenem,
meropenem ve imipenem igin sirasi ile 12 (% 34.2), 6 (% 17.1) ve 5 (% 14.2) olarak
bulundu. OXA-48 gen varligi izolat tiiriine gore degerlendirildiginde, K. pneumoniae’de
8 (% 47) E. coli’ye 4 (% 23.5) gore daha yliksek oranda saptandi. Bu oranin ilaglara gore
dagilimi incelendiginde, ertapenem direngli izolatlardaki OXA-geni E. coli’de % 23.5 ve
K. pneumoniae’de % 47 olarak tespit edildi. Meropenem direngli izolatlarda direng geni
orani E. coli’de % 5.8, K. pneumoniae % 29.4 olarak belirlendi. imipenem direncli
izolatlarda OXA-48 geni K. pneumoniae’de % 29.4 olarak tespit edilirken, E. coli’de

direng geni saptanmadi. K. oxytoca izolatlarinda OXA-48 geni saptanmadi.

PCR test sonucuna gore, kolistin direngli 11 izolatin hi¢birinde mcr-1 geni tespit

edilmedi.
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5. TARTISMA

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten E. coli ve Klebsiella spp. izolatlart
tiim diinyada oldugu gibi {lilkemizde de artarak goriilmeye devam etmektedir. Bu suslar
son c¢are antibiyotikler olarak bilinen ertapenem, meropenem, imipenem, kolistin,
fosfomisin ve temosilin gibi antibiyotiklere kars1 direng olusturmakta ve bu durum halk

sagligini tehdit etmektedir.

2017-2018 doneminde Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne
gelen 5243 E. coli ve Klebsiella spp. susunun % 28.4 ‘it GSBL pozitif bulunmus olup;
GSBL pozitif olan suglarin % 22.7’si ertapenem, % 7.4’{i meropenem, % 4.5’1 imipenem

ve % 7.7’si kolistin direngli olarak saptanmustir.

Calismamizda yer alan toplam 119 adet GSBL pozitif susun 34’i ertapenem (%
28.5), 11’er tanesi meropenem, imipenem ve kolistin (% 9.2), 32 tanesi temosilin (%
26.8) direngli bulunmustur. Bir 6nceki yila gore kolistin, ertapenem, meropenem ve

imipeneme direncin arttig1 gézlenmistir.

Ulkemizde 2000-2003 yillar1 arasinda dokuz merkezin katildignt MYSTIC
(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) c¢alismasinda
Enterobateriaceae ailesinde meropeneme % 99.3, imipeneme % 97.6 duyarhilik
gozlendigi bildirilmistir (110). 2007 yilinda ¢ok merkezli olarak yapilan HITIT-2
calismasinin sonuglarina goére E. coli izolatlarinda karbapenem direnci tespit edilmemis,
K. pneumoniae izolatlarinda imipenem direnci % 3.1 olarak tespit edilmistir (111). 2008
yilinda yapilan EARS-NET c¢alismasinda ise Tiirkiye’de karbapenem direncinin % 1-5
arasinda oldugu bildirmistir (112). 2009 yilinda Duman ve ark. tarafindan GSBL pozitif
E. coli ve Klebsiella spp. suslarinda yapilan bir ¢alismada karbapenem direncinin
saptanmadigi bildirilmistir (113). Eser ve ark’nin 2005-2009 yillar1 arasinda yaptiklari
calismada 153 E. coli, 47 K. pneumoniae ve 10 K. oxytoca izolatinda % 11 oraninda
karbapenem direnci saptanmig, imipenem, meropeneme ve ertapeneme direng oranlari
sirastyla % 5.7 (n:12), % 1.9 (n:4) ve % 2.4 (n:5) olarak rapor edilmistir (114). Aytar ve
ark. kan kiltiiriinden izole ettikleri 199 GSBL pozitif K. pneumoniae de % 6 oraninda
karbapenem direnci tespit ettiklerini, E. coli de ise direng tespit etmediklerini
bildirmislerdir (115). 2015 yilinda Temiz ve arkadaslarinin yayimladigi bir ¢alismada
GSBL pozitif K. pneumoniae suslarinin meropeneme direng orani % 24.7, imipenem %

23.5 olarak bulunmustur (39). 2019 yilinda Ocak ve arkadaglari tarafindan yayimlanan
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bir ¢alismada GSBL iireten E. coli suslarinda ertapenem, meropenem ve imipenem
direncine rastlanmamistir (106). Corum’da 2019 yilinda Ozgerezci ve ark. tarafindan
yayimlanan bir ¢alismada, GSBL pozitif K. pneumoniae, K. oxytoca ve E. coli suslarinda
ertapenem ve imipenem direnci saptanmamustir (116). Istanbul’da Bayraktar ve
arkadaglar1 tarafindan 2019 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada, 2014-2016 yillar1 arasinda
toplanan GSBL pozitif K. pneumoniae suslarinda ertapenem direnci % 12, meropenem
direnci % 11.1, imipenem direnci % 11.2 olarak belirlenmistir. GSBL pozitif E. coli
suglarinda ertapenem direnci % 3.3, imipenem direnci % 0.7 olarak saptanirken,

meropenem direncine rastlanmamistir (117).

Yapilan ¢aligmalar karsilastirildiginda, GSBL pozitif karbapenem grubu ilaglara
diren¢ oranlarinin yillara gore arttigi, il ve g¢alisilan merkezler arasinda farkliliklar
bulundugu anlasilmaktadir. Calismamizda 82 adet E. coli izolatinda sirasiyla ertapenem,
meropenem ve imipeneme direng oranlari sirasiyla 16/82 (% 19.5), 2/82 (% 2.4), 2/82 (%
2.4), 34 adet K. pneumoniae izolatinda 17/34 (% 50), 9/34 (26.4), 9/34 (% 26.4) olarak
bulundu. 3 adet K. oxytoca susunda ertapenem direnci 1/3 (% 33) olarak saptanirken,
meropenem ve imipenem direncine rastlanmamistir. Diger calismalar ile
karsilastirildiginda, incelenen izolatlarda ertapenem, meropenem ve imipenem igin direng
oranlar1 daha yiiksek bulundu. Sonucun yiiksek ¢ikmasimin bolgesel farkliliklardan
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ayrica diinyada direng¢ orani yillara gore artmaktadir.
Bizim c¢alismamizin daha yakin tarihli olmasi nedeni ile diren¢ oranin artma yoniinde
ilerledigi diisiincesindeyiz. Yaptigimiz caligma dahil genel olarak yapilan caligsmalara
baktigimizda ertapenem direnci, meropenem ve imipenem direncine gore daha yliksek
seyretmektedir. Calismamizda dikkat ¢eken bir diger nokta ertapenem, meropenem ve
imipenem direncinin K. pneumoniae’de, E. coli suslarina gore daha yiiksek olmasidir.
Calismamiz bu yonii ile lilkemizde ¢esitli illerden bildirilen ¢alismalar ile uyumluluk

gostermektedir.

Direng oranlarimiz yakin ve uzak cografik bolgeler ile karsilastirildiginda; Iran’da
2018’de Moghadampour ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada GSBL pozitif K.
pneumoniae suslarinda ertapenem ve meropenem direnci % 62.5, imipenem direnci %
57.5 olarak bildirilmistir (118). Isve¢’te 2011°de Titelman ve ark. tarafindan yayimlanan
bir ¢alismada GSBL pozitif 159 E. coli susunda ertapenem direnci % 1 olarak
bulunmustur (119). Norveg’te 2015°te Zykov ve ark.’in yayimladigi bir ¢alismada GSBL

tireten E. coli suslarinin tamami meropeneme duyarli bulunmustur (120). Hong Kong’da
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2017’de Ip ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada GSBL pozitif K. pneumoniae
suslarinda ertapenem direnci % 1, meropenem direnci % 0.3 olarak belirlenmistir (121).
Tayvan’da 2016’da Ku ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada GSBL pozitif K.
pneumoniae suslarindaki ertapenem direnci % 7.5, meropenem ve imipenem direnci %
2.9 olarak bulunmustur (122). Karbapenem direncinin diinya genelinde cografik
bolgelere gore degisiklik gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Bu galismalarda da, bizim
calismamizda oldugu gibi ertapenem direncinin, meropenem ve imipenem direncine gore

genellikle daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Calismamizda GSBL pozitif 3 adet K. oxytoca susunun 1 tanesinde ertapenem
direnci goriiliirken, meropenem ve imipenem direncine rastlanmamistir. 2015 yilinda
Temiz ve ark. ve 2019 yilinda Ozgerezci ve ark. tarafindan bildirilen ¢calismalarda GSBL
pozitif K. oxytoca suslarinda meropenem ve imipenem direnci gozlenmemistir (39,116).

Sonuglarimiz bu yonii ile yapilan ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur.

Karbapenem grubu ilaglar disinda caligmamizda kolistin, fosfomisin ve
temosiline karst direng oranlart da degerlendirilmistir. 119 adet GSBL pozitif susun,
11’inde (% 9.2) kolistin direnci saptanmistir. Bu oranin mikroorganizma tiirline gore
dagilimi degerlendirildiginde; 82 adet E. coli’nin 4’4 kolistin (% 4.8), 34 adet K.
pneumoniae’nin 6’s1 (% 17.6) ve 3 adet K. oxytoca’nin ise 1 tanesi (% 33.3) kolistin

direngli olarak bulunmustur.

Bayraktar ve ark’in yaptigi ¢alismada kolistin direng oran1t GSBL pozitif E. coli
suglarinda % 1 ve K. penumoniae suslarinda % 20 olarak bulunmustur (117). Fransa’da
2018’de Duployez ve ark. tarafindan yayimlanan bir ¢alismada GSBL iireten E. coli
suslarinin higbirinde kolistin direnci saptanmazken, K. pneumoniae suslarinda direng %
9.1 olarak belirlenmistir (123). Hong-Kong’da 2017°de Ip ve ark.’in yaptiklar1 bir
calismada GSBL iireten suslarin kolistin direnci % 11.2 olarak bulunmustur (121).
2013’te Tayvan’da Ku ve ark. tarafindan yapilan bir ¢galismada GSBL pozitif E. coli ve
K. pneumoniae suslarinda kolistin direncine rastlanmamistir (9). Yayimlanan
calismalarda genel olarak K. pneumoniae suslarindaki kolistin direnci E. coli suslarindaki
dirence oranla daha yiiksektir. K. oxytoca suslarinda diren¢ oldukca diisiiktiir ve yapilan
caligmalar kisitlidir. Karbapenem direncinde oldugu gibi kolistin direncinde de cografik
farkliliklar oldugu, direncin tiirler arasinda farklilik gosterdigi ve gittikce artma

egiliminde oldugu fark edilmektedir. Bizim ¢alismamizda da K pneumoniae suslarindaki
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direng orant daha yiiksektir. Yakin tarihli g¢aligsmalarla g¢alismalarimiz genellikle
uyumludur. Ayrica sonuglarimiz onceki yila ait GSBL pozitif suslardaki kolistin

direnciyle de uyumludur, ancak direng orani bir 6nceki yila gore artmistir.

Inceledigimiz 101 GSBL susunun % 2.9’u fosfomisin direncli bulunmustur. Aris
ve ark. 2018 yilinda yayimladiklar1 bir ¢alismada GSBL pozitif izolatlardaki fosfomisin

direncini % 3 olarak saptanmistir (124). Sonuglar birbiri ile uyumludur.

Diinyada ve tilkemizde 2015 yilindan itibaren yapilan ¢esitli ¢caligmalarda GSBL
pozitif E. coli suslarmin fosfomisin direnci % 2 ile % 19.1 arasinda degismektedir
(106,125-130). Bizim c¢alismamizda ise E. coli suslarinda fosfomisin direncine

rastlanmamuistir. Sonucumuz diger ¢alismalar ile uyumludur.

2019 yilinda Say Coskun ve Raja ve ark.’1n, 2018 yilinda ise Atmaca ve ark’in,
yaptiklart ¢alismalarda GSBL pozitif K. pneumoniae suslarimin fosfomisin direnci
strastyla % 17, % 38 ve % 44.1 olarak saptanmistir (128-130). Bizim ¢alismamizda ise
K. pneumoniae suslarindaki fosfomisin direnci % 10.3 olarak belirlenmistir. Sonucumuz
diger ¢aligmalardan diisiik ¢cikmistir. Yakin tarihli ¢alismalarda K. oxytoca suslarindaki
fosfomisin direnci ile ilgili ¢aligmalara rastlanmamakla beraber, bizim ¢alismamizda

dirence rastlanmamugtir.

Calismamizda GSBL pozitif E. coli ve K. pneumoniae suslarinda direng
durumunu degerlendirdigimiz temosilin, iilkemizde klinik olarak tedavide heniiz
kullanilmamakta olup, diinyada gesitli iilkelerde bu ilaca kars1 da direng bildirilmeye
baslanmigtir. Bu antibiyotik i¢in duyarlilik testlerinde kullanilacak olan sinir degerleri
uluslararasi standartlar1 heniiz tanimlanmamaistir. Calismamizdaki antibiyotik duyarlilik
testi disk difiizyon yontemi ile Ocak ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmadaki sinir degerleri
referans alinarak yapilmistir. Bu ¢alismada GSBL fireten E. coli suslarinda temosilin
direnci % 1.3 olarak bildirilmistir (106). Calismamizda yer alan toplam 119 adet GSBL
pozitif susun 32 tanesinde temosilin direnci % 26.8 olarak saptanmistir. Direng oranlari
izolat tilirline gore degerlendirildiginde 82 adet E. coli’nin 17’si (% 20.7), 34 adet GSBL
pozitif K. pneumoniae’nin 15’1 temosilin (% 44.1) direngli olarak belirlenmistir. 3 adet
GSBL pozitif K. oxytoca susunda temosilin direncine rastlanmamustir. Bizim direng

oranimiz bu ¢aligma sonucuna goére oldukea yiiksek bulunmustur.

Fransa’da 2018’de Duployez ve ark. tarafindan yayimlanan bir calismada GSBL

tireten E. coli suslarmin % 28.7’si, K. pneumoniae suslarmin % 22.1°i temosiline direngli

49



bulunmustur (123). Hong Kong’da 2017°de Ip ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada
GSBL iireten suglarin temosilin direng oran1 % 16.1 (121), Fransa’da 2017°de Alexandre
ve ark. tarafindan yayimlanan bir ¢alismada GSBL iireten suslarda temosilin direng orani
% 5.4 olarak bulunmustur (131). Zykov ve ark.’in Norveg¢’te 2015 yilinda yaptiklar1 bir
calismada ise GSBL iireten E. coli suslarinin tamaminin temosiline duyarli oldugu
bildirilmigtir (120). Titelman ve ark. tarafindan Isve¢’te 2011 yilinda yapilan bir
calismada GSBL pozitif 159 E. coli susunda temosilin direnci % 24 olarak saptanmistir
(119). Diinyada temosilin direnci ile ilgili yapilan ¢alismalar arasinda biiyiik farkliliklar
vardir. Bu durum temosilinin {ilkelerde kullanim sikligi, hasta profili ve bdlgesel
sebeplerden kaynaklanabilmektedir. Calismamizda 119 GSBL pozitif susun temosilin
direnci % 26.8’dir. Bu sonug Tiirkiye’de temosilin kullanimda olmamasina ragmen
oldukga yiiksektir. Bu durumun sebebi ¢apraz antibiyotik direnci olabilir. Diger taraftan
calismamizin sinirlandirict yani temosilinin altin standart yontem olan mikrodiliisyon
yontemiyle MIK degerinin belirlenmemis olmasi ve EuCAST ve CLSI’nin 2018 yili
dokiimanlarinda disk diflizyon yontemi i¢in zon cap1 smir degerlerinin heniiz

belirlenmemis olmasidir.

Calismamizda yer alan karbapenem direngli 35 izolatin 12’sinde (% 34.2) OXA-
48 geni bulunmustur. Karbapenem direngli 17 E. coli susunun 4’i (% 23.5), karbapenem
direngli 17 K. pneumoniae susunun ise 8’inde (% 47) OXA-48 genine rastlanmistir.
Ertapenem direngli E. coli suslarinin 4’{inde, meropenem direngli suslarin 1’inde OXA-
48 geni goriilirken imipenem direngli suslarda OXA-48 genine rastlanmamaistir.
Ertapenem direngli K. pneumoniae suslarinin 8’i, meropenem ve imipenem direngli
suglarin ise 5’inde OXA-48 genine rastlanmigtir. Karbapenem direngli bir K. oxytoca

susunda OXA-48 genine rastlanmamustir.

OXA-48 ilk olarak 2001 yilinda Tiirkiye’de tespit edilmistir (68). 2008’den beri
Orta Dogu’daki birgok iilke, Kuzey Afrika, Akdeniz bolgesi ve geri kalan Avrupa’da
OXA-48 iireten Enterobakteriler tespit edilmistir (68).

2016°da Istanbul’da Eren Topkaya ve ark. tarafindan yayimlanan bir ¢alismada,
GSBL pozitif 30 E. coli susunun 1’inde (% 3.3) OXA-48 geni rapor edilirken, 6 K.
pneumoniae susunda ise OXA-48 genine rastlanmamistir (132). 2018’de Hindistan’da
Archana Hedge ve ark. tarafindan yayimlanan bir ¢alismada karbapenem direncgli K.

pneumoniae suslarmin (n:89) % 46’sinda OXA-48 genine rastlanmistir (133). Iran’da
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2018’de Moghadampour ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 80 adet GSBL pozitif
K. pneumoniae’nin 46’sinda (% 57.5) OXA-48 varlig1 tespit edilmistir. Caligmada yer
alan izolatlarin 51°1 karbapenemaza direngli ¢ikmis, onlardaki OXA-48 varlig1r % 90.2
olarak saptanmustir (118). Misir’da 2017’de Assem ve ark. tarafindan yaymmlanan bir
calismada karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinin % 48’inde OXA-48
saptanmigtir (134). ABD’de 2016 yilinda Liu ve ark. tarafindan yayimlanan bir
caligmada, kedi ve kopeklerden toplanan 68 GSBL pozitif E. coli susunda % 19.1
oraninda OXA-48 genine rastlanmistir (135). Fransa’da 2014 yilinda Liapis ve ark.
tarafindan yayimlanan bir ¢calismada OXA-48 iireten 53 K. pneumoniae izolatinin % 93
“i ertapenem, % 17’si meropenem, % 23’1 ise imipenem direngli olarak bulunmustur. Bu

suslarin %79’ unun GSBL pozitif oldugu rapor edilmistir (136).

Karbapenem direngli suslardaki OXA-48 gen yiizdesi c¢alismamizla uyumlu
cikmigtir. Yapilan caligmalara baktigimizda ertapenem direngli suslardaki OXA-48
varligi meropenem ve imipenem direngli suslardaki OXA-48 gen varligina gore daha
yiiksektir. GSBL pozitif K. pneumoniae suslarindaki OXA-48 varligi, E. coli suslarina
gore daha fazladir. Yakin tarihli yayimlanan ¢aligmalarda GSBL pozitif K. oxytoca
suslarindaki OXA-48 gen varligina iligkin bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim

calismamizda K. oxytoca suslarinda OXA-48 geni saptanmamustir.

Kolistin direncine sebep olan yeni bir mekanizma kolistin direnciyle ilgili tiim
diisiinceleri degistirmis ve global bir kaygiya sebep olmustur. Son birkag¢ yila kadar
kolistin direnci yatay gecis olasiligi olmayan kromozomal bir direng mekanizmasi ile
baglantili iken, 2016’de Cin’de hayvan kaynakli bir E. coli susunda plazmid aracili
PEtN’y1 kodlayan mcr-1 geni belirlenmistir. Daha sonra ise yatan bir hastadaki K.

pneumoniae susunda mcr-1 genine rastlanmistir (78).

2016 boyunca diinyanin birgok bolgesinden mer-1 geninin sik sik CTX-M tip
beta-laktamazlar ile kombinasyon olusturdugu, izolatlarin sefalosporinler ve kolistine
direngli olduklar1 rapor edilmistir. Coklu direng (co-resistance), karbapenemlere karsi da
bulunmustur (137). Ulkemizde Kiirek¢i ve ark.’in 2018’de yayimladiklari bir calismada
besin kaynakli E. coli suslarinda mcr-1 geni saptanmistir (138). Fransa’da Caspar ve
ark.’m 2017 yilinda yayimladiklar1 bir ¢alismada GSBL pozitif bir K. pneumoniae
susunda mcr-1 genine rastlanmistir (139). Yeni Kaledonya’da Robin ve ark. 2016 yilinda

yayimladiklari bir ¢alismada 48 GSBL pozitif E. coli izolatinda 2 susta mcr-1 geni (%
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4.2) saptanmistir (140). Finlandiya’da Grondahl ve ark. tarafindan ilk kez 2016 yilinda
GSBL pozitif 1 E. coli susunda mcr-1 genine rastlanmistir (141). Bizim ¢alismamizda
mcr-1 direng genine rastlanmamistir. mcr-1 geni nadiren izole edilmemesine ragmen

toplumda goriilme siklig1 giderek artmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; OXA-48 ve diger yaygin karbapenemazlar ile ilgili ¢calismalar
yayginlagtirllmali ve karbapenem direnci iizerindeki etkileri arastirilmalidir. Ayrica
yapilacak caligmalarda kolistin direncinin plazmid aracili yayilimina neden olan diger
mcr genleri de arastirilmalidir. Kolistin direncinin durumunu anlamak i¢in sadece
insanlar ve c¢iftlik hayvanlarindaki degil su {iriinleri sektoriindeki mecr genlerinin
yayilimina da bakilmali ve bunlarin arasindaki iligki sorgulanmalidir. mcr-1 geninin
ticaret ve seyahat yoluyla yayillimi gosterilmeli ve mecr genlerinin baslangici

arastirilmalidir.

Temosilin iilkemizde klinik olarak kullanimda olmadigi i¢in pek fazla
arastirilmamistir. Bu ¢alisma yakin g¢evremizde temosilin direncinin arastirildigr ilk

calismadir.

K. oxytoca ile ilgili ¢alismalar oldukga kisitlidir. Calismamizda K. oxytoca da

calisilmistir ve direng oranlariyla ilgili bir 6ng6rii sahibi olmamiz amaglanmaistir.

Calismamiz, son care antibiyotikler olarak nitelendirilen antibiyotiklerin
bolgemizdeki direng profilini ortaya ¢ikarmayi amaglamigtir. Boylece ilgili kurum ve
hastanelerin, antibiyotik direnci ile ilgili gereken tedbirleri alirken galismamizin giincel

verilerinden faydalanmalar1 umulmaktadir.

Calismamizin kisitlayict taraflari; c¢alisilan 6rnek grubunun yeterince genis
olmamasi, Ozellikle de K. oxytoca sus sayisinin yetersiz olmasidir. Bu durum direng
yiizdelerinin yiiksek ¢ikmasina neden olmustur. Ayrica otomatize antibiyogram
testlerinin sonuglarinin dogrulugu konusunda birtakim kaygilar bulunmaktadir. Ancak
calismamizda bu test sonuglarinin ek bir antibiyogram testi ile dogrulamasi
yapilmamistir. Temosilin i¢in uluslarasi standardizasyonu bulunan mikrodiliisyon
yontemi yerine disk diflizyon yonteminin kullanilmasi, karbapenem direncindeki
karbapenemaz etkisini anlamak i¢in diger karbapenemazlarin ve kolistin direncindeki gen
etkisini anlamak igin diger mcr genlerinin ¢alismamiza dahil edilmemesi ¢alismamizin

diger eksik taraflarindandir.
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