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Tum diinyada Enterobacteriaceae ailesi tyeleri arasinda ¢oklu ilag direncine sahip izolatlar artis gos-
termekte ve tedavide son secenek olarak kabul edilen karbapenemlere karsi bu izolatlarda bulunabilen
karbapenemazlar tedavide basarisizliklara yol acabilmektedir. Bu enzimlerin tilkemizdeki sikliklarina iligkin
cok merkezli calismalar bulunmamaktadir. Bu calismanin amaci, European Survey on Carbapenemase
Producing Enterobacteriaceae (EuSCAPE) projesi kapsaminda, Tirkiye’nin degisik bolgelerindeki merkez-
lerden izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz varligini ve enzim
tiplerini belirlemektir. Tirkiye'de belirlenmis 18 merkezden Kasim 2013 tarihinden itibaren ilk alti aylik
siire icinde karbapenem grubu antibiyotiklerden (imipenem, meropenem veya ertapenem) en az birine
direncli olarak saptanan ilk 10 klinik izolat koordinatér merkeze génderilmistir. izolatlarda imipenem,
meropenem ve ertapenem antibiyotik duyarliliklari mikrodiliisyon yontemi ile EUCAST standartlarina
gore arastiriimis ve karbapenemaz varligi fenotipik olarak kombinasyon sinerji testi ile dogrulanmustir.
Karbapenemaz tipleri, VIM, IMP, NDM, KPC ve OXA-48 karbapenemaz genlerine 6zgil primerler kul-
lanilarak multipleks-polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile arastinlmistir. Alti aylik siire icinde, koor-
dinatér merkeze, karbapenemaz varligi siipheli 155 klinik izolat [21'i (%13.5) E.coli, 134’lG (%86.5)
K.pneumoniae] gonderilmistir. E.coli izolatlarinin 19’unda (%90.5) ve K.pneumoniae izolatlarinin 124’tinde
(%92.5) olmak Uzere toplam 155 izolatin 143’linde (%92.3) genotipik olarak en az bir karbapenemaz
geni saptanmistir. Bu enzimler 136 izolatta tek basina (OXA-48: %84.6;, NDM: %6.3; VIM: %2.8; IMP:
%?1.4) bulunurken, yedi izolatta iki enzim bir arada (OXA-48 + NDM: %2.1; OXA-48 + VIM: %2.1; VIM
+ NDM: %0.7) olarak tespit edilmistir. izolatlarin hi¢ birinde KPC enzimi gézlenmemistir. Mikrodiliisyon
testi sonuclarina gore OXA-48 pozitif izolatlarin imipenem, meropenem ve ertapeneme direnc yiizdeleri
sirastyla %59.5, %52.9 ve %100 olarak belirlenmistir. Karbapenemaz varliginin dogrulanmasi icin yapilan
kombinasyon sinerji testinin molekiiler test ile %100 uyumlu oldugu saptanmistir. OXA-48 enzimi iceren
izolatlarin bircogunun meropeneme duyarli ancak tamaminin ertapeneme direncli olmasi nedeniyle,
karbapenemaz taramasinda ertapenemin en uygun antibiyotik oldugu, ekipman ve maliyet gerektiren
molekiiler yontemlerin uygulanamadigi merkezlerde sinerji teknigine dayali bu fenotipik yontemin
glivenle kullanilabilecedi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Karbapenemaz; Enterobacteriaceae; OXA-48; metallo-beta-laktamaz; Tiirkiye.
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ABSTRACT

Carbapenems are the choice of treatmentin infections caused by multidrug resistant Enterobacteriaceae.
In recent years carbapenem-resistant Enterobacteriaceae isolates due to carbapenemases have been
increasingly reported worldwide. Multicenter studies on carbapenemases are scarce in Turkey. The aim
of this study was to determine the distribution of carbapenemases from different parts of Turkey as a part
of the European Survey of Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae (EuSCAPE) project. Beginning in
November 2013, carbapenem-resistant isolates resistant to at least one of the agents, namely imipenem,
meropenem, and ertapenem were sent to the coordinating center. Minimum inhibitory concentrations
for these carbapenems were determined by microdilution tests following EUCAST guidelines. Production
of carbapenemase was confirmed by combination disk synergy tests. Types of carbapenemases were
investigated using specific primers for VIM, IMP; NDM, KPC and OXA-48 genes by multiplex polymerase
chain reaction. In a six month period, 155 suspected carbapenemase-positive isolates were sent to the
coordinating center of which 21 (13.5%) were E.coli and 134 (86.5%) were K.pneumoniae. Nineteen
(90.5%) strains among E.coli and 124 (92.5%) strains among K.pneumoniae were shown to harbour at
least one carbapenemase gene by molecular tests, with a total of 92.3% (143/155). Carbapenemases
were determined as a single enzyme in 136 strains (OXA-48: 84.6%; NDM: 6.3%; VIM: 2.8%; IMP:
1.4%) and as a combination in seven isolates (OXA-48 + NDM: 2.1%; OXA-48 + VIM: 2.1%; VIM +
NDM: 0.7%). KPC was not detected in any of the isolates. According to the microdilution test results,
resistance to imipenem, meropenem and ertapenem in OXA-48 isolates were 59.5%, 52.9% and 100%,
respectively. The combination disk synergy test was 100% compatible with the molecular test results.
As most of the OXA-48 producing isolates were susceptible to meropenem but all were resistant to
ertapenem, ertapenem seems to be the most sensitive agent in screening carbapenemases in areas
where OXA-48 is prevalent and phenotypic combination tests can be useful in centers where molecular
tests are not available.

Keywords: Carbapenemase; Enterobacteriaceae; OXA-48; metallo-beta-lactamase; Turkey.

GiRis

Enterobacteriaceae ailesi icinde coklu ilag direncine sahip izolatlar tim dinyada oldugu
gibi Ulkemizde de hizla artmaktadir. Bu izolatlar, karbapenemler gibi ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde son secenek olan antibiyotiklere de direncli olabilmekte ve bu diren¢ gelisimi
klinik tedavi seceneklerini kisitlayarak tedavide basarisizliklara yol acabilmektedir. Ente-
rik bakterilerde karbapenem direncine neden olan iki temel mekanizma bulunmaktadir.
Bunlardan ilki, karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz enzimlerinin varhigidir. Bu
enzimler icerisinde en sik, sinif A karbapenemazlar (KPC tipleri), sinif B’de yer alan metal-
lo-beta-laktamaz (MBL)’lar (VIM, NDM ve IMP) ve sinif D oksasilinazlar (OXA-48 benzeri)
karbepenem direncine neden olabilmektedir. Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem-
lere azalmis duyarlihgin diger bir nedeni de, porin kaybi ile beraber izolatta bulunabilen
genis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ve/veya AmpC enzimlerinin varhgidir'. Kar-
bapenemaz iceren izolatlar tim beta-laktam antibiyotiklere direncli hale gelmelerinin
yani sira, bu izolatlarda florokinolon, aminoglikozid ve ko-trimoksazole karsi da genellikle
direnc gézlenmektedir. Ulkemizin de icinde bulundugu bircok Avrupa iilkesinde OXA-48
iceren izolatlar salginlara yol acmakta ve prevalansi hizla artis gstermektedir®3,

Kazanilmis karbapenemaz iceren bakterilerin yayilimi, 6nemli bir halk sagligi sorunu
olusturmaktadir. Bu nedenle, bu izolatlarin saptanmasi, enfeksiyon kontroliinde oldukca
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onemlidir ve rutin bakteriyoloji laboratuvarlarinda kullanilmak tzere glivenilir tani test-
lerine ihtiyac duyulmaktadir®. Enterobacteriaceae lyeleri arasinda direnc varliginin taran-
mas! ve dogrulanmasina yonelik farkli fenotipik ve genotipik yontemler gelistirilmistir.
Avrupa’da, merkezi Hollanda’da bulunan “European Survey on Carbapenemase Produ-
cing Enterobacteriaceae (EuSCAPE)” adl kurulus, tim Avrupa Ulkelerinde karbapenemaz
iceren enterik bakterilerin sikligini ve yayilimini arastiran bir merkezdir. Bu calismanin
amaci, EuSCAPE projesi kapsaminda Turkiye’de belirlenen 18 merkezden izole edilen
ve karbapenemaz stiphesi bulunan E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz
varligini ve enzim tiplerini belirlemektir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlarinin Toplanmasi

Belirlenen 18 merkezden, Kasim 2013-Mayis 2014 tarihleri arasinda, klinik 6rnekler-
den izole edilen ve gerek otomatize sistemler ile gerekse manuel antibiyotik duyarhlik
testlerine gore en az bir karbapenem grubu antibiyotige direncli olan ya da azalmis du-
yarlihgi bulunan ilk 10 K.pneumoniae ve/veya E.coli klinik izolati merkezimize gonderildi.
Bakteri izolatlar calisiincaya kadar stoklanarak -20°C’de sakland.

Fenotipik Testler ile Karbapenemaz Tayininin Yapilmasi

Karbapenemaz varligini fenotipik olarak test etmek tizere KPC, MBL ve OXA-48 dog-
rulama kiti (Rosco Diagnostica, Danimarka) kullanildi. Kontrol susu olarak EuSCAPE ta-
rafindan gonderilen OXA-48, KPC, NDM, VIM ve IMP pozitif K.pneumoniae izolatlari
kullanildi. Bakteri izolatlarinin taze kiltirlerinden hazirlanan bakteri stispansiyonu McFar-
land 0.5’e ayarlanarak Mueller-Hinton agara yayildi. Kit icerisinde bulunan meropenem,
meropenem + kloksasilin, meropenem + dipikolinik asit, meropenem + boronik asit ve
temosilin diskleri ekili plaklara yerlestirildi. Plaklar bir gece 35°C’de inkiibe edildi. inkii-
basyon sonrasi her disk icin inhibisyon zon caplari 6lctilerek meropenem inhibisyon zon
capi ile karsilastinildi. KPC, MBL ve OXA-48 dogrulama kiti degerlendirme kriterleri Tablo
I'de gosterildi.

Mikrodiliisyon Yontemiyle imipenem, Meropenem ve Ertapenem Minimum
inhibitér Konsantrasyonlarinin (Mik) Saptanmasi

Karbapenemaz siipheli izolatlarda imipenem, meropenem ve ertapenem MIK degerleri
mikrodiliisyon yontemiyle saptandi. Antibiyotik konsantrasyonlar 128-0.06 pg/ml olacak

Tablo I. Rosco KPC, MBL ve OXA-48 Karbapenemaz Dogrulama Kiti Degerlendirme Kriterleri

MEM + BO MEM + DPA MEM + CL Temosilin B-laktamaz
>4 mm <3 mm >5mm 212 mm AmpC
<4 mm >5mm <3 mm Degisken MBL
>4 mm <3 mm <3 mm Degisken KPC
<3 mm <3 mm inhibisyon zonu yok ~ OXA-48 benzeri

MEM: Meropenem; BO: Boronik asit; DPA: Dipikolinik asit; CL: Kloksasilin.
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sekilde ayarlandi. Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi. Sonuglar EUCAST (Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) kriterlerine gére degerlendirildi°.
Meropenem ve imipenem MiK degerleri > 2 ug/ml ve ertapenem MIiK degeri > 0.5 ug/ml
direncli olarak degerlendirildi. Karbapenemaz varligi icin tarama kriteri olarak EUCAST’in
oénerisi dogrultusunda MiK degeri meropenem ve ertapenem icin > 0.12 ug/ml ve imipe-
nem MIK degeri > 0.5 ug/ml olarak alindi.

Karbapenemazlarin molekiiler yontemle tayini

Merkezlerden gonderilen karbapenemaz siipheli izolatlarda karbapenemaz varlgi,
karbapenemaz genine 6zgil primer setleri kullanilarak multipleks polimeraz zincir re-
aksiyonu (PCR) yontemiyle arastirildi. Kontrol suslari olarak EuSCAPE tarafindan gon-
derilen OXA-48, KPC, NDM, VIM ve IMP pozitif K.pneumoniae izolatlari kullanildi. Kalip
DNA'nin hazirlanmasi icin izolatlar bir gece 37°C’de Mueller Hinton buyyonda inkiibe
edildi. Bakteri stispansiyonlari 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Cokelti tzerine 1
ml Tris-EDTA (TE) tamponu eklenerek homojenize edildikten sonra tekrar 10000 rpm’‘de
santrifuj edildi ve ¢okelti tzerine T ml TE tamponu kondu. Bu yikama islemi bes kez
tekrarlandi. Daha sonra ¢okelti Gizerine 100 pl TE tamponu eklenerek 30 dakika su ban-
yosunda kaynatildi. On dakika 14000 rpm’de santrifiij sonrasi Ust sivi steril mikrosantri-
fuj tipune aktarildi. PCR, toplam 25 pl hacimde gergeklestirildi. Tepkime karisimi; steril
distile su, 1x PCR tamponu, 0.2 mM dNTP, 2.5 mM MgCl,, 0.250U Taq polimeraz, her
bir primer setinden 20 pmol ve 2.5 pl kalip DNA olacak sekilde hazirlandi. Her izolat
icin KPC, NDM ve OXA-48 gen bdlgelerine 6zgil primer setleri kullanilarak TC-3000
(Techne Prime Thermal Cycler, ingiltere) cihazinda 95°C’de 5 dakika ilk denatiirasyon
asamasinin ardindan, 95°C’de 45 saniye denatiirasyon, 60°C’de 45 saniye baglanma ve
72°C'de 1 dakika uzama ile toplam 35 déngii ve son uzama olarak 72°C’de 8 dakika®
ve her izolat icin IMP ve VIM gen bdlgelerine 6zgil primer setleri kullanilarak 94°C’de 5
dakika ilk denatiirasyon asamasinin ardindan 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 52°C’'de
40 saniye baglanma ve 72°C’de 50 saniye uzama ile toplam 36 dongui ve son uzama ola-
rak 72°C’de 5 dakika olmak lizere polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi’. Amplifiye
edilen drlinler agaroz jel elektroforezinde goriintilendi. Kullanilan primer dizileri ve bant
buyuklikleri Tablo II'de gosterildi.

BULGULAR

Kasim 2013’den itibaren ilk 6 aylik siire icinde EuSCAPE projesi kapsaminda Turkiye'nin
cesitli bolgelerinden belirlenen 18 merkezden, koordinator merkeze toplam 155 karbape-
nemaz stipheli K.pneumoniae (n= 134, %86.5) ve E.coli (n= 21, %13.5) izolati gonderilmis-
tir. Karbapenemaz varlidi stipheli 21 E.coliizolatinin 19’unda (%90.5) ve 134 K.pneumoniae
izolatinin 124’tGinde (%92.5) fenotipik yontemle karbapenemaz varligi saptanmistir. Uy-
gulanan multipleks PCR analizi ile, fenotipik yontemle tespit edilen karbapenemaz varli-
g1 dogrulanmistir. Fenotipik test ile molekiler yontemin karbapenemaz varligini saptama
acisindan %100 uyumlu oldugu gorilmustdr. Calisilan 155 karbapenemaz stipheli izolatin
143’lUnde (%92.3) genotipik olarak en az bir karbapenemaz geni saptanmistir. Saptanan
karbapenemaz enzimlerinin tiirlere gére dagihmi Tablo Ill'de verilmistir.

MiKROBiYOLOJi BULTENI 25




Tirkiye'de 2014 Yili iginde izole Edilen Karbapeneme Direncli
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinda
Karbapenemaz Varliginin Arastiriimasi

Tablo IlI. Karbapenemaz Varliginin Molekdiler Tayininde Kullanilan Primer Dizileri ve Elde Edilen Bant
Bliyiikliikleri®”

Karbapenemaz geni Primer dizileri Bant biiyiikliigii (bg)

bla,,. 5'-TGTCACTGTATCGCGGTC-3' 900
5'-CTCAGTGCTCTACAGAAAAAC-3’

bla,,, 5'-GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC-3' 782
5'-GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT-3'

bla,,,, 5'-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’ 390
5'-CGAATGCGCAGCACCAG-3’

bla,,, 5'-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCT-3’ 188
5'-CCAAACYACTASGTTATCT-3’

bla 5'-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ 438

OXA-48
5’-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3’

Tablo Ill. Karbapenemaz Varligi Saptanan K.pneumoniae ve E.coli Izolatinda Karbapenemaz Tiplerinin
Dagilimi (n=143)

E.coli K.pneumoniae Toplam
Karbapenemaz geni Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
OXA-48 18 (94.7) 103 (83.1) 121 (84.6)
NDM 1(5.3) 8 (6.5) 9 (6.3)
VIM 0 4(3.2) 4(2.8)
IMP 0 2(1.6) 2(1.4)
OXA-48 + NDM 0 3(2.4) 3(2.1)
OXA-48 + VIM 0 3(2.4) 3(2.1)
VIM + NDM 0 1(0.8) 1(0.7)
Toplam 19 (100) 124 (100) 143 (100)

Onsekiz merkezden gelen karbapenemaz stipheli 155 izolattan en az bir karbapene-
maz enzimi iceren 143 izolatin 121'inde (%84.6) OXA-48 enzimi saptanmustir. ikinci
siklikta saptanan NDM enzimi, tek basina ozellikle Glineydogu Anadolu Bolgesinde bu-
lunan merkezlerden gonderilen izolatlarda tespit edilmistir. Tek basina VIM veya IMP
iceren izolatlar iki merkezden izole edilmisken, hicbir izolatta KPC enzimi saptanmamustir.
Merkezlerden gonderilen izolatlarda saptanan enzimlerin merkezlere gére dagilimi Tablo
IV'de verilmistir.

Karbapenemaz suphesi ile gonderilen 155 izolatta mikrodilisyon yontemi ile imipe-
nem, meropenem ve ertapenem MIiK degerleri arastinlmis; sadece OXA-48 pozitif olan
121 izolatin 72'si (%59.5) imipeneme, 64'U (%52.9) meropeneme ve timi (%100)
ertapeneme direncli olarak bulunmustur. EUCAST’In karbapenemaz taramasi icin 6ngo-
rillen sinir degerler acisindan degerlendirildiginde; 12 izolatin (%9.9) meropenem MiK
degeri > 0.12 pg/ml’nin altinda saptanmistir. Buna karsilik MBL iceren izolatlarin tama-
mi test edilen her Uc¢ antibiyotige de direncli olarak bulunmustur. OXA-48 pozitif 121
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Tablo 1V. Onsekiz Merkezden Génderilen, 155 Karbapenemaz Siipheli Izolattan 143linde Saptanan
Karbapenemaz Enzimlerinin Merkezlere Gére Dagilimi

Calisilan Karbapenemaz enzimi
Merkez* izolat sayisi OXA-48 VIM IMP NDM KPC OXA +VIM OXA + NDM VIM + NDM
1 10 10
2 9 9
3 3 1
4 10 9 1
5 2 2
6 10 10
7 10 10
8 10 10
9 9 3 5 1
10 10 7 2 1
11 10 10
12 10 5 2
13 8 7 1
14 10 5 1 1
15 10 6 1 1
16 10 4 3 1 1
17 9 8
18 5 5

* 1: Acbadem Universitesi (Univ); 2: Akdeniz Univ; 3: Ankara Diskapi Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi;
4: Ankara Giilhane Askeri Tip Akademisi; 5: Cumhuriyet Univ, 6: Dokuz Eyliil Univ; 7: Ege Univ; 8: Erciyes Univ;

9: Firat Univ; 10: Gaziantep Univ; 11: Hacettepe Univ; 12: inénii Univ; 13: istanbul Univ; 14: Karadeniz Teknik
Univ; 15: Kocaeli Univ; 16: Marmara Univ; 17: Ondokuz Mayis Univ; 18: Yiiziincii Yil Univ.

izolatin ve MBL pozitif bulunan 15 izolatin imipenem, meropenem ve ertapenem MiK
degerlerinin dagiimi Sekil 1 ve 2’'de gosterilmistir.

TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesi icinde o6zellikle K.pneumoniae ve E.coli izolatlarinda karbape-
nemaz Ureten izolatlar hizla artis gostermektedir. Bu izolatlarin gerek yayiiminin 6nlen-
mesinde, gerekse olusturduklan enfeksiyonlarin uygun tedavisinde, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda karbapenemaz ureten izolatlarin tanimlanmasi 6nem tasimaktadir.
Karbapenemaz iceren izolatlarda antibiyotik duyarhliklari degiskenlik gosterebilmektedir.
Karbapenemaz yaninda GSBL veya AmpC tipi enzim de iceren izolatlarda MiK degerleri
yiiksek saptanirken, bazi karbapenemazlar tek baslarina karbapenem MiK degerlerinde za-
yif yikselmelere yol acabilmekte ve izolat karbapenemaz icerdigi halde duyarlilik sinirlar
icinde saptanabilmektedir. Boyle bir durumda bu tip izolatlarin gozden kagiriimasi olasidir.
EUCAST kriterlerine gore meropenem, imipenem ve ertapenemin sinir degerleri sirasiyla 2
pug/ml, 2 ug/ml ve 0.5 pg/ml‘dir. Karbapenemaz acisindan tarama kriteri olarak ise mero-
penem, imipenem ve ertapenem MIK degerleri sirasiyla > 0.12 pg/ml, > 1 pyg/ml ve > 0.12
ug/ml olan izolatlara dogrulama testlerinin yapilmasi dnerilmektedir®. Bu sinir degerlerin
secimi, karbapenemaz genini zayif ifade eden ve bu nedenle duyarllik sinirlari icinde kalan
izolatlarin gézden kacirlmamasi icin 6ngorilen degerlerdir.
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Sekil 1. OXA-48 pozitif bulunan 121 izolatin imipenem, meropenem ve ertapenem MK dagilimlari.
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Sekil 2. Metallo-beta-laktamaz pozitif bulunan 15 izolatin imipenem, meropenem ve ertapenem MiK dagilimlar.

EUCAST, karbapenemaz taramasi icin ozellikle meropenemi onermektedir. Merope-
nemin sinif A tipi enzimler icin taramada duyarliiginin ¢ok yiiksek oldugu saptanmustir.
Karbapenemaz taramasinda ertapenem ve imipenemin bazi dezavantajlari bulunmak-
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tadir. Sinif A karbapenemazlar icinde bulunan KPC tipi enzimlerin disinda kalan diger
enzimler ertapeneme duyarlidir. Bunun yani sira, ertapeneme direncg icin izolatta bu-
lunabilen AmpC veya GSBL ile birlikte porin kaybi yeterli olabilmektedir. Bu nedenle
ertapenemin, karbapenemaz taramasinda imipenem ve meropeneme gore 6zgilligi
diisiiktir. imipenem de taramada 6nerilmeyen diger bir karbapenemdir. Proteus, Serra-
tia, Providencia ve Morganella izolatlarinda karbapenemaz bulunmaksizin farkli mekaniz-
malar ile imipeneme direnc gelismektedir®.

Gram-negatif basillerde bircok karbapenem hidrolizi yapan enzim tanimlanmis olsa
da, en stk Ambler sinif A (KPC tipi), sinif B (VIM, NDM ve IMP tipi) ve sinif D (OXA-48
benzeri) enzimler bu direncten sorumludur. Ayni zamanda plazmid kaynakl sefalospori-
nazlardan Ambler sinif C’de yer alan AmpC enzimlerinin de karbapenem hidrolizi yapa-
bildikleri bilindiginden, karbapenemaz taramasinda bu enzimlerin de g6z 6niinde bulun-
durulmasi gerekmektedir®. Karbapenem hidrolizi yapan enzimler icinde bulunan OXA-48
enzimi, ilk defa 2001 yilinda tilkemizde bir K.pneumoniae izolatinda saptanmistir'®. Uzun
yillar ilkemize 6zgu bir enzim olarak kalan OXA-48, 2008 yilindan itibaren bircok tlke-
de saptanmaya baslanmistir. Sporadik olgularin yani sira, bu enzimi tasiyan izolatlar ile
Belcika, Fransa, Yunanistan, Hollanda ve ispanya’da salginlar meydana gelmistir''. OXA-
48 enzimi; klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile
inhibe olmayan, penisilinleri ylksek diizeyde, karbapenemleri distk diizeyde hidroliz
edebilen, genis spektrumlu sefalosporinlere zayif aktivite gosteren bir enzimdir. Bu enzi-
mi iceren izolatlarda saptanan diisiik MiK degerleri izolatlarin gézden kagmasina ve bu
nedenle direncin fark edilmeden yayilmasina neden olmaktadir'?14,

Bu calismada, EuSCAPE projesi kapsaminda, merkezimize gonderilen karbapenemaz
siipheli izolatlarda imipenem, meropenem ve ertapenem MIK degerleri arastirimistir.
Metallo-beta-laktamaz (MBL) pozitif saptanan toplam 15 izolatin hepsi her t¢ karbape-
neme de direncli olarak saptanmistir. Ancak karbapenemaz stiphesi ile gonderilen ve kar-
bapenemaz enzimi agisindan sadece OXA-48 iceren 121 izolatta her lg karbapenem icin
alinan MIK degerlerinin oldukca degisken oldugu gézlenmistir. izolatlarin 49'u (%40.5)
imipeneme ve 64l (%47.1) meropeneme duyarl olarak saptanirken, hicbir izolat erta-
peneme duyarl bulunmamistir. EUCAST tarama kriterleri acisindan degerlendirildiginde
ise, OXA-48 pozitif 121 izolatin 12'sinin (%9.91) meropenem acisindan tarama kriterinin
(> 0.12 pg/ml) altinda kaldigi belirlenmistir. Bu sonuclar g6z 6niine alindiginda, her
ne kadar EUCAST tarafindan taramada meropenem oneriliyor olsa da, OXA-48 iceren
izolatlarin yaklasik 10’‘unun gozden kacirilacagi gorilmektedir. Buna karsin 6zgulligi
diisiik olmakla birlikte ertapenem MIK degerleri tiim OXA-48 iceren izolatlarda tarama
degeri olan > 0.12 pyg/ml’nin lizerinde saptanmistir. Bu nedenle, OXA-48’in cok yaygin
gorildigu uUlkemizde karbapenemaz tarama kriteri olarak ertapenemin kullanilmasinin
daha uygun olacagr distinilmektedir. Daha 6nce yapilan baz arastirmalar, bu calisma-
dan ¢ikan sonuclari destekler niteliktedir. Kanada’dan yapilan bir calismada, OXA-48 ice-
ren izolatlarin meropenem ve imipeneme duyarli olabilecegi, bu nedenle de taramada
ertapenemin kullanilmasi gerektigi belirtilmistir'>. Yapilan cok merkezli bir calismada,
Ulkemizin de aralarinda bulundugu 10 tlkeden, 2001-2011 yillar arasinda izole edilmis
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OXA-48 porzitif K.pneumoniae ve E.coli izolatlarinda imipenem, meropenem ve ertape-
nem MIK degerleri antibiyotik gradiyent test yéntemi ile retrospektif olarak degerlen-
dirilmis, izolatlarin %34.1'i imipeneme, %33l meropeneme ve %90.1'i ertapeneme
direncli bulunmugstur. Bu bulgular sonucunda, ertapenemin 6zellikle OXA-48'in yaygin
olarak bulundugu bdélgelerde karbapenemaz acisindan taramaya en uygun antibiyotik
oldugu gériisii elde edilmistir''. Belcika’dan yapilan benzer bir calismada da, OXA-48
pozitif izolatlarin %40’ imipeneme, %48’i meropeneme direncli olarak saptanirken,
tiim izolatlarin ertapeneme direncli olduklari belirlenmistir'®. Ertapenem direnci, karba-
penemaz taramasinda en duyarli gosterge olmakla birlikte, karbapenemaz prevalansi-
nin dusiik oldugu bdlgelerde disuk pozitif prediktif degere (PPV) sahiptir. EUCAST'In
Onerisine gore, disk diflizyon yonteminin kullanildigi durumlarda meropenem inhibis-
yon zonu < 25 mm olan izolatlarin karbapenemaz agisindan taranmasi 6nerilmektedir.
Ancak bu kriterin uygulandigi bir calismada, OXA-48 pozitif 323 izolatin 80'i gbzden
kacinlmistir'”. Bu nedenle EUCAST, &zellikle OXA-48'in yaygin olarak bulundugu bél-
gelerde, tarama kriteri olarak meropenem inhibisyon zonu < 27 mm olan izolatlarin
taranmasini 6nermektedir’. OXA-48’in yaygin olarak bulundugu bélgelerde, temosilin
inhibisyon zonunun < 12 mm veya MIK degerinin > 128 mg/L olmasl, izolatta OXA-
48'in bulunabilecegine dair kuvvetli bir gésterge olarak karsimiza ¢ikmaktadir'”. Bizim
calismamizda da, genotipik olarak OXA-48 varliginin dogrulandigi tim izolatlarda Rosco
diskleri ile yapilan fenotipik testlerde temosilin inhibisyon zonunun < 12 mm’nin altinda
oldugu belirlenmistir. Ancak test 15 adet MBL (IMP, VIM ve/veya NDM) pozitif izolata
uygulandiginda, tim izolatlarda meropenem diskinde belirlenen inhibisyon capina gore,
meropenem ve dipikolinik asidin bulundugu inhibisyon zon capinda 4 mm ve Uzeri bir
artis saptanmakla birlikte bu izolatlardan sekizinde temosilin inhibisyon zonunun < 12
mm oldugu go6zlenmistir. Bu durumda temosilin direnci MBL'den kaynaklanabilecegi
gibi izolatta MBL yaninda OXA-48'in de bulunabilme olasilig vardir. Bu nedenle bu tir
izolatlarda mutlaka genotipik dogrulama yapilmalidir. Yapilan molekdiler test sonucunda,
bu izolatlarin sadece MBL icerdigi saptanmistir. Benzer sekilde yapilan bir calismada, DPA
ile sinerji verdigi tespit edilen 31 adet MBL pozitif izolattan 20’si ayni zamanda temosilin
direnci de gdstermistir'®.

Diinyada karbapenemaz Ureten enterik bakterilerin hizla artis gostermesi, bu izolatla-
rin tanimlanmasinda guvenilir fenotipik testlere olan ihtiyaci glindeme getirmistir. Du-
yarlilik ve 6zgilligu ytiksek bir metodun bulunmasi, bu patojenler ile gelisen enfeksi-
yonlarin gerek tedavisinde gerekse yayliminin énlenmesinde énemlidir®. EUCAST son
rehberinde, tarama kriterlerine uygun olan izolatlarda fenotipik degerlendirme yontemi
olarak Rosco’nun KPC, MBL ve OXA-48 dogrulama kitininin kullanimini énermektedir®.
Yapilan bircok calismada, dogrulama testinin karbapenemazlar tanimlamada genotipik
testlere gore duyarlilik ve 6zgiilligi %95-100 arasinda saptanmistir’®19-22 Bizim calis-
mamizda, karbapenemaz stiphesiyle merkezimize gonderilen toplam 155 klinik izolat-
ta karbapenemaz varligi genotipik yontemler ile arastirlmig, bu izolatlar ayni zamanda
Rosco KPC, MBL ve OXA-48 dogrulama kiti ile de test edilmistir. Tim izolatlarda tespit
edilen fenotipik test sonuclarinin, molekiiler yontemler ile elde edilen sonuclar ile %100
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uyumlu oldugu saptanmistir. Ancak tlkemizde Rosco KPC, MBL ve OXA-48 dogrulama
kiti bulunmamaktadir. Bu kitin esdegeri olan, tlkemizde temin edilebilen ve ayni prensi-
be dayanan farkl firmalarin dogrulama kitleri mevcuttur. Ulkemizde bu firmalara ait KPC,
MBL ve OXA-48 dogrulama kitleri ile daha 6nce yapilan bir calisma bulunmadigindan,
bundan sonraki calismalarda bu kitlerin degerlendiriimesine yonelik genis capl arastir-
malara ihtiyag¢ vardir. Diger yandan, gerek Rosco gerekse diger bazi firmalarin dogrulama
testinde kullandiklari disklerin icerigi bilinmektedir. Bu nedenle her merkez bu diskleri
kendi imkanlari ile hazirlayabilmektedir. isvec’te yapilan bir calismada, genotipik olarak
KPC, IMP, VIM veya OXA-48 olarak tanimlanmis izolatlarda, fenotipik test olarak kendi
hazirladiklar diskleri kullanarak kombinasyon disk testi uygulanmis ve duyarlilik %100 ve
6zgiilliik %98 olarak saptanmistir?3,

Karbapenemazlarin tanimlanmasinda ayni zamanda MALDI-TOF veya spektrofo-
tometrik yontemler de uygulanabilmektedir. Ancak bu tir yontemleri uygulamak icin
ekipmana gerek duyulmasi nedeniyle kombinasyon sinerji testi rutin laboratuvarlarda
uygulanabilecek pratik, giivenilir ve maliyeti diisiik bir testtir'8.

Karbapenemaz stiphesi ile merkezimize gonderilen toplam 155 klinik izolatin 143’(inde
uygulanan molekiiler ydontemle en az bir karbapenemaz enzimi belirlenmistir. Bu izolat-
larda en sik saptanan enzim, sinif D karbapenemazlar icinde yer alan OXA-48 enzimi
(%84.6) olup, OXA-48 yaygin olarak tim merkezlerde saptanmistir. Daha 6nce Ulke-
mizde bu konuda yapilan calismalarda da, benzer sekilde her merkezden yaygin olarak
OXA-48 enzimi bildirilmistir?+26.

MBL grubunda bulunan VIM, IMP ve NDM enzimleri, daha 6nce yapilan tek merkezli
bazi yayinlarda arastirilmis ve genel olarak nadir saptandigi sonucuna varilmistir?’-?%, Bi-
zim calismamizda da 18 merkezden gonderilen izolatlar arasinda VIM ve IMP enziminin
saptanma orani, sirasiyla %2.8 ve %1.4 olarak bulunmustur. NDM enzimi, tlkemizde ilk
defa 2011 yilinda istanbul’'da bir K.pneumoniae izolatinda saptanmistir>®. Daha sonraki
yillarda, istanbul?® ve Kayseri’"den®' yapilmis tek merkezli calismalarda da NDM enzimi-
nin varligr belirlenmistir. Daha once yapilan calismalardan farkl olarak, bizim calisma-
mizda NDM enziminin OXA-48’den sonra ikinci siklikta (%6.3) saptanan enzim oldugu
belirlenmistir. On sekiz merkezden gonderilen izolatlar arasinda tek basina NDM sap-
tanan izolatlarin tamami, Glineydogu Anadolu Bolgesi'ndeki merkezlerden gonderilen
izolatlardir. NDM’nin bu bélgede daha yaygin olarak gorilmesinin muhtemel nedenleri,
bolgede son zamanlarda artan gog¢ ve hijyenik kosullarda yasanan problemler olabilir.
Ayrica NDM enzimi, diger calismalarda oldugu gibi Marmara Bolgesi‘nden iki merkezde
de saptanmistir. Marmara Bolgesi‘'nden bir merkezde OXA-48 enzimi ile birlikte, diger
merkezde ise bir izolatta OXA-48 ile birlikte, diger bir izolatta ise VIM ile birlikte sap-
tanmigtir. NDM enzimini bulunduran izolatlar diger MBL'larla oldugu gibi daha yuksek
karbapenem MIK degerlerine sahiptir.

Sinif A karbapenemaz grubunda bulunan KPC enzimi tlkemizde ilk defa 2014 yilin-
da bir K.pneumoniae izolatinda tanimlanmustir®2. Bizim calismamizda ise, 18 merkezden
gonderilen izolatlarin hicbirinde KPC enzimi varligina rastlanmamistir.
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Sonug olarak, Turkiye’de 18 merkezden gonderilen karbapenemaz siipheli izolatlar
incelendiginde; OXA-48 enziminin yaygin olarak saptandigi, NDM enziminin 6zellik-
le Glineydogu Anadolu Bolgesi'nde bulunan merkezlerde saptandigi, IMP ve VIM gibi
enzimlere daha az siklikta rastlandigi ve KPC enziminin incelenen izolatlarin hicbirinde
bulunmadigr gorilmustir. OXA-48 enzimi iceren izolatlarin bircogunun meropeneme
duyarli, ancak tamaminin ertapeneme direncli olmasi nedeniyle, karbapenemaz tarama-
sinda ertapenemin en uygun antibiyotik oldugu; karbapenemaz varliginin dogrulanmasi
amaciyla uygulanan kombine disk sinerji testinin molekuler yontem sonuglari ile uyumlu
bulunmasi nedeniyle ekipman ve maliyet gerektiren molekuler yontemlerin uygulana-
madigi merkezlerde sinerji teknigine dayali bu fenotipik yontemin gtivenle kullanilabile-
cegi sonucuna variimigtir.
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