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oz

Amag: Saglikla iliski enfeksiyonlardan izole edilen direncli Gram-
negatif bakeeriler diinya ¢apinda sorun olusturmaktadir. Ozellikle
genislemis spektrumlu beta laktamaz tireten Enterobacteriaceae ailesi
bakterilerin neden oldugu enfeksiyon sikliginin giderek artmast
karbapenem grubu antibiyotiklerin daha fazla kullanilmasina ve
bu antibiyotiklere karst da direng gelismesine neden olmaktadir.
Bu calismada, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) suslarindaki
karbapenem diren¢ oranlar;, mekanizmalart ve direngli suslar
arasindaki klonal iligki degerlendirilmeye ¢aligilmigtur.

Yontemler: Laboratuvarimiza gdnderilen klinik drneklerden izole
edilen karbapenem direncli 91 K. pneuwmoniae susu calismaya
dahil edilmistir. Bakterilerin tanimlanmast Matris  destekli
lazer desorpsiyon iyonizasyonu (bioMérieux, Marcy-I'Eroile,
Fransa) ile antimikrobiyal duyarliligit VITEK-2 (bioMérieux) ile
yapilmis, karbapenem direnci ertapenem E-test (bioMérieux) ile
dogrulanmisur. Karbapenemaz iiretimine sebep olan genlerin

(bla gy, v blayy,,, » blag,, bla,, bla, ) arasunlmasinda gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilmustir. Izolatlar

arasindaki klonal iliski pulsed-field jel elektroforez ile arastirilmistir.

Bulgular: Karbapenem direngli suslarda bla,, ,. pozitifligi %55,
bla ., pozitifligi %37,4, bla,,. ve bla,,  pozitifligi %1,1 olarak
tespit edilmistir. Toplam 10 susta farkli direng genlerinin birlikteligi
tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen suslarin 73’iinde klonal
iliskiye bakilmis olup 16 farklt grup saptanmugtir. Yirmi sus ise

ABSTRACT

Objective: Resistant Gram-negative bacteria isolated from health-
related infections are a worldwide problem. Increasing frequency
of infections particularly caused by Enterobacteriaceae producing
expanded spectrum beta lactamase, leads to the use of more
carbapenem group antibiotics which, in turn, leads to bacterial
resistance. In this study, we aimed to evaluate carbapenem resistance
in Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) isolates, the mechanisms
causing this resistance and the clonal relationship between these
isolates.

Methods: Ninety one K. pneumoniae strains isolated from clinical
samples obtained in our laboratory were included to the study.
The identification of the bacteria was performed with Matriks
assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry
(bioMérieux, Marcy—I’Etoile, France) and antimicrobial
susceptibility with VITEK-2 (bioMérieux), and the carbapenem
resistance was confirmed by ertapenem E-test (bioMérieux). Reverse
transcription polymerase chain reaction method was used for the
investigation of genes causing carbapenemase production (bla,,, .
blay,, » blag,, bla,, bla,, ). The clonal relationship between
isolates was investigated by pulsed-field jel elektroforez.

Results: In carbapenem resistant isolates, bla, , . positivity was
found to be 55%, bla, , positivity 37.4%, bla,. and bla,,
positivity 1.1%. A total of 10 isolates was identified with different
resistance genes. In 73 of the isolates included in the study, the clonal

relationship was examined, and 16 different groups were identified.
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baska hicbir sus ile klonal olarak iligkili bulunmamustir. Karbapenem
direncine neden olan en yaygin direng geni, Tiirkiyede endemik
oldugu bilinen 4/a geniydi.

Sonug: Sonug¢ olarak, calismamizda %3,13 olarak buldugumuz
karbapenem direnci iilkemizde heniiz yiiksek seviyede degildir. Ancak
karbapenem direng genlerinin suslar arasinda yayilabilmesi yakin

OXA-48

bir gelecekte 6nemli bir sorun olusturabilir. Molekiiler yontemler
karbapenemaz tespitinde altin standarttir ama maliyeti yiiksek
oldugundan rutin olarak laboratuvarlarda kullanilamamaktadir.
Modifiye Hodge testi ya da karbapenemaz inaktivasyon testi gibi
daha az maliyetli testler karbapenemaz tespitinde alternatif testlerdir.
Anahtar Sézciikler: Direnc geni, karbapenem, Klebsiella pneumoniae,
pulsed-field jel elektroforez

Giris

Saglikla iliski enfeksiyonlarda izole edilen direngli Gram-
negatif bakeeriler diinya capinda sorun olusturmaktadir. (1)
Ozellikle genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iireten
Enterobacteriaceae ailesi bakterilerin etken olarak izole edildigi
enfeksiyonlarin sikliginin giderek artmasi, karbapenem grubu
antibiyotiklerin daha fazla kullanilmasina yol agmaktadir (2).

Karbapenem direnci baslica iki mekanizma ile olmaktadir: (i)
Porin kaybu ile birlikte GSBL ve/veya AmpC’nin agir1 iiretimi,
(i) karbapenemaz iiretimi. Karbapenemazlarda Ambler

siniflandirilmasina gore siuf A (bla, . vb.), B (bla,,, , bla,,
bla,,,, vb.) ve Dde (bla_,, , vb.) yer almaktadir (3.4).
Karbapenem iireten Enterobacteriaceaeiyelerinin fenotipik olarak
tespiti, karbapenemlerin minimum inhibitér konsantrasyonlart
diisiik olabileceginden zordur. Bu nedenle, karbapenemaz iireten

genlerinin genotipik olarak tespiti altin standartur (5).

Bu calismada, Klebsiella pneumoniae

suglarindaki karbapenem direncini, bu dirence neden olan direng

(K pneumoniae)

genlerinin tespitini ve direngli suslar arasindaki klonal iligkiyi
degerlendirmeyi amagladik.

Yontemler
Bakteri Suglar1

Caligmaya hastanemiz Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda Ocak
2015-Aralik 2016 tarihleri arasinda izole edilen 2903 adet K.
pneumoniae susu arasindan karbapeneme direngli olan 91 sus
dahil edilmistir. Bakterilerin tanimlanmasi1 Matris destekli lazer
desorpsiyon iyonizasyonu (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa)
ile yapilmugtir. Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim
ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu karar
no: 2016/0034, tarih 09.02.2016.

Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

fzole edilen suglarin  antimikrobiyal ~(Kolistin, ampisilin/

sulbaktam, piperasilin/tazobaktam, seftazidim, seftriakson,

ertapenem, meropenem, imipenem, siprofloksasin, levofloksasin,

Twenty isolates were not clonally associated with any other isolates.
The most common resistance mechanism causing the carbapenem
resistance was bla,, . gene that is known to be endemic in Turkey.
Conclusion: As a result, the carbapenem resistance that we found as
3.13% in our study is similar to the rates obtained in other studies
performed in our country which indicates that this resistance
is not at a high level yet in our country. However, the ability of
carbapenem resistance genes to spread between strains can be
a major problem in the near future. Molecular methods are gold
standard in carbapenemase detection, but because of having high
cost they can not be used in laboratories routinely. Modified Hodge
test or carbapenemase inactivation test are alternative tests with low
costs that can be used in the determination of carbapenemase.

Keywords: Resistance gene, carbapenem, Klebsiella pneumoniae,
pulsed-field gel electrophoresis

gentamisin, amikasin ve trimetoprim/siilfametoksazol) duyarlilig:
VITEK-2 (bioMérieux, Marcy—I’Etoile, Fransa) otomatize
sistem ile ¢aligslmigtir. Karbapenemlerden herhangi birine
azalmig duyarlilik ya da direngli bulunan suglarin dogrulamasi
ertapenem E-test (bioMérieux) ile yapilmustir. Sinir degerler
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesinin (EUCAST)
onerileri dogrultusunda degerlendirilmistir (16). Kalite kontrol
susu olarak K. pneumoniae Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

(ATCC) 700603 kullanilmistir.
Karbapenemaz Ureten Genlerin Arastirilmast

DNA ckstraksiyonu, bakterilerin 18-24 saatlik kiiltiiriinden
QIAmp DNA mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
kullanilarak,

yaptlmistir. Karbapenemaz iiretimine sebep olan genler (6/z

blay,y p blag,, bla,, bla,,,
zincir reaksiyonu (PCR) ile Rotor-Gene Q cihazinda (Qiagen,
Germany) calisilmisur. Calismada incelenen genlerin varligy,
ticari olarak tretilmis olan microbial DNA qPCR Assay (REF
330025)(Qiagen, USA) kitleri kullanilarak arastirilmistur. PCR

sonuglarindan elde edilen veriler yesil kanal esigi (threshold)

iiretici  firmanmn  6nerileri  dogrultusunda

oxXA-48°
) gereek zamanli polimeraz

0,02 mutlak degerine ayarlanarak analiz edilmistir.
Pulsed-field Jel Elektroforez (PFGE)

Karbapeneme direngli K. pnreumoniae (KDKp) suslarinin
epidemiyolojik Halk  Saglig
Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda pulsed-field jel

iligkisi ~ Tiirkiye Kurumu
elektroforez (PFGE) kullanilarak arastirilmistir.  Sonuglarin

degerlendirilmesinde  Bionumerics programi 7.1 = siiriimii
kullanilmistir. “matematiksel ortalama alma ile agirliksiz cift grup
yontemi” kullanilarak kiimelesme analizi yapilmistir. “Dice”
benzerlik katsayisina gore suglar arasindaki iligki belirlenmistir.
Benzerlik katsayisinin - hesaplanmasinda tolerans %1,5 ve
optimizasyon %1 olarak alinmisur. PFGE tipleri, Tenover ve
ark.’nin (7) tanimladig kriterlere uygun olarak DNA bantlama
paternlerine gdre tanimlanmis olup %85 ve tizeri benzerligi olan
suglar iligkili olarak degerlendirilmistir. K. pneumoniae ATCC

700603 standart susu kullanilarak normalizasyon yapilmistir.
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Bulgular

Laboratuvarimizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis olan
toplam 2903 K. pneumoniae susunun 91’1 (%3,13) karbapenem
grubundan en az bir antimikrobiyale direncli bulunmustur.

Karbapenem direngli suglarin %49,5’i yogun bakim tinitesinden,
%12,1’i dahiliye, %11’i genel cerrahi, %8,8’i beyin cerrahisi
ve %8,8’1 cocuk sagligi ve hastaliklari servisinden, %9,8’i ise
diger servislerden (acil servis, enfeksiyon hastaliklari, néroloji ve
iiroloji) izole edilmistir. Direngli suslarin %58,2’si kan, %19,8’i
trakeal aspirat, %11’i derin doku aspirat1, %8,8’1 idrar ve %2,2’si
balgam kiiltiiriinden izole edilmistir. Suslarin tamami ertapeneme,
%93,3’ti  meropeneme, %91,1’i ise direngli
bulunmugtur. Ayrica KDKp suglarinin tamami piperasilin/
tazobaktam ve ampisilin/sulbaktama, %95,6%:1 seftazidim ve
seftriaksona, %86,7’si siprofloksasin ve levofloksasine, %82,2’si
trimetoprim/siilfametoksazole direngli bulunmugtur. Kolistin,

imipeneme

amikasin ve gentamisin sirastyla %9, %42,2 ve %62,2 direng
oranlariyla nisbeten duyarli antibiyotikler olarak dikkat ¢cekmistir.

bla bla,, bla,  ve bla

Tim suslar bla,y, . blay,, , blag,., bla,, vnr, direng
genleri agisindan taranmig olup, en g¢ok bla, , .. (%55) ve
bla,,, .  (%37,4) pozitifligi bulunmustur (Sekil 1). Toplam 15
susta diren¢ geni saptanmamus, 10 susta iki farkli diren¢ geni

tespit edilmistir.

canlandirilmast  agamasinda teknik
problemlerden dolay: ¢alismaya dahil edilen 91 KDKp susunun
73’ PFGE ile klonal iliski bakimindan incelenebilmistir.

Bunlarin 20’sinde klonal bir iliski saptanmadig halde digerleri

Bakterilerin yasanan

klonal olarak 16 grup olusturmustur (Sekil 2). Ayni direng genini
tastyan K. pneumoniae suslarinin farkli gruplarda bulunabilmesi,
bu diren¢ genlerini tastyan mobil genetik elemanlarin yatay
olarak transfer olabildigini diisiindiirmektedir.

Tartigma

Karbapenem direnci son zamanlarda hizla yayilmakea ve
halk sagligini tehdit eden 6nemli bir sorun olarak kargimiza
¢tkmaktadir. Busorunun ¢oziimii en basta direng mekanizmalaring
aciklayacak caligmalari ve karbapenem direncini hizli ve kolay
sekilde saptayacak ydntemlerin gelistirilmesini gerektirmektedir

(3.8)

EUCAST, Enterobacteriaceac’lerde karbapenem direncini tespit
etmede, ertapenemin yiiksek duyarlilik, diisiik 6zgiilliige sahip
oldugunu; meropenemin ise duyarlilik-6zgiilliik dengesinin
iyi oldugunu belirtmektedir (9). Bu nedenle calismamizda
karbapenem direncini dogrulamak icin ertapenem E-test
kullanilmigtir. Biitiin suslar ertapeneme direngli, bazi suglar
ise hem meropenem hem de imipeneme duyarli bulunmustur.
Bizim bulgularimiz karbapenem direng tespitinde ertapenem
kullaniminin daha uygun oldugunu desteklemekeedir.

Amerika Birlesik Devletlerinde 2007-2009 yillari arasinda
yapilan ¢ok merkezli SENTRY calismasinda K. preumoniae
suglarindaki karbapenem direnci %6,1 olarak bulunmugtur (10).
S6z konusu diren¢ Avrupada yapilan Avrupa Antimikrobiyal

188

Direng Gézetleme Sistemi-2008 ¢aligmasinda %1-5; Tiirkiyede
yapilan yiiksek yogunluklu interval antrenman-2 ¢aligmasinda
ise %3,2 olarak belirlenmistir (11,12). Calismamizda saptanan
karbapenem direnci (%3,13) Avrupa ve Tiirkiye verileriyle
uyumlu bulunmustur.

KDKp suglari en sik yogun bakim iinitelerinden izole edilmis
olup, tilkemizde yapilan bir baska caligma ile uyumludur (3).
Mekanik ventilasyon, uzamis entibasyon zamani, paralitik
ajanlarin kullanilmasi ve ileri yagin enfeksiyon riskini artrdig
tespit edilmistir. Yogun bakim iinitesinde bulunmak bile tek
bagina bir risk faktorii olarak belirtilmigtir (13).

OXA-48 alN ] -
KPC™, ’ Vin-1
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Sekil 1. Karbapenem direncli 91 izolatin direng geni dagilimi

KPC: Klebsiella pneumoniae karbapenem, OXA: Oksasilin sodyum,
NDM: New Delhi Metallo-Beta-laktamaz, VIM: Vimentin
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Sekil 2. Pulsed-field jel elektroforez ile 73 izolatin klon
analizi sonuglari

PFGE: Pulsed-field jel elektroforez
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KDKp suslari ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik ¢caligmalarinda
incelenen suglarin  tiimiiniin ertapeneme direncli oldugu,
bununla birlikte en duyarli antimikrobiyalin kolistin oldugu
raporlanmigtir (3,14). Calismamizdan elde ettigimiz veriler de
aynt durumu gostermektedir.

Karbapenemaz direnci ilk defa Enterobacter clocae susunda
tanimlanmis olup tizerinden 20 yildan fazla zaman ge¢mistir. Bu
siire boyunca diinyanin pek ¢ok iilkesinden farkli bakeerilerde,
degisik diren¢ mekanizmalari gosteren ¢ok sayida karbapenem
direnci rapor edilmistir (15).

Caligmamizda saptadigimiz karbapenem direng genleri arasinda
en fazla %55 ve %37,4 oranlariyla sirasiyla bla , . ve bla
tespit edilmigtir. Tirkiyede bla,, , , tastyan K. pneumoniae
suglarinin  endemik oldugu kabul edilmektedir (3,16,17).
Avrupada yapilan ¢ok merkezli bir calismada karbapeneme
azalmis duyarliiga sahip K. pneumoniae suslarinda bla, .
pozitifligi Tiirkiye icin %79 olarak saptanmugstir (18). Tekintas ve
ark.’nin (19) 2017 yilinda yayinladiklar: bir ¢aligmada 54 KDKp

susunun 52’sinde (%96,3) bla,, . pozitifligi saptanmustur.

bla_,, pozitif K preumoniae igin endemik bir bolge tespit
edilmemis olup, 2015°de Isve¢’te goriilmils, ondan daha 6nce
de Hindistanda 2009 yilinda bir hastadan izole edilmistir
(17,20). Karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinda bla
pozitifligi Tiirkiyede ilk defa 2011 yilinda kemik iligi nakli
yapilmis 16semili bir hastada saptanmustr (3). 2017 yilinda
yaymnlanmis ¢ok merkezli bir calismada Tirkiyede bla
pozitifligi KDKp suslarinda %7,3 olarak bildirilmistir (18).
Ulkemizde yapilan diger galismalarda %38,9 ve %29,5 gibi
bla,,, pozitifligi raporlanmuistr (19,21). Bu oranlar bizim
bulgularimizla drtiismektedir.

Calismamizda bla,,. ve bla,,,  genleri birer hastada saptanmug,
bla,,, geni saptanmamusur. Tiirkiyede K. pneumoniae suglarinda
bla,,, bla,,, vebla,, genlerininvarligilk olara.l? strastyla 2003,
2005 ve 2014 yillarinda tesbit edilmistir (22-24). Ulkemizde 2016
yilinda yapilan bir ¢alismada 279 KDKp susunun sadece birinde
bla,,, geni_bulunmu§tur (25). Heniiz yayginlik kazanmamis olan
bu genler Italya, Yunanistan gibi bazi iilkelerde endemik olarak

bulunmaktadir (15,17).

Caligmamizda Tiirkiyede en sik rastlanan bes karbapenemaz
enzimi diginda diger diren¢ genlerine bakilmamis olmasi
caligmamizin kisicliligint olusturmakeadir. Toplam 73 KDKp
izolatnin PFGE paternleri farkliliklar gostermistir. Grup 1'deki
suglarin izole edilme zamanlari birbirlerine yakin olmasina ragmen
izole edildikleri servisler farklidir. Grup 2, 7, 9, 11 ve 15’teki
suslarin ayni servisten farkli zamanlarda izole edilmis olmasi
bir saglik calisaninin ya da materyalin rezervuar olabilecegini
disiindiirmistiir. Diger gruplarda ise suglarin izole edildikleri
servislerin izole edildikleri zaman acisindan birbirlerinden farkly
oldugu goérilmistiir. Ayni direng genini tasiyan K. pneumoniae
suglarinin farkli gruplarda bulunabilmesi, hatta hicbir gruba
dahil olmamasi bu direng genlerini tastyan mobil genetik
elemanlarin bakteriler arasinda yatay olarak transfer olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Sonug

Sonug olarak, iilkemizde karbapenem direnci heniiz yiiksek
Calismamizda bu oran %3,13 olarak
bulunmugtur. Fakat karbapenem direncine sebep olan genlerin

seviyede  degildir.

suglar arasinda yatay yayilabilmesi yakin bir gelecekte 6nemli
bir sorun olusturabilir. KDKp ile gelisen enfeksiyonlarin daha
olumcil seyretmesi ve tedavi segeneklerinin az olmasi nedeniyle
diren¢ durumunun tesbitinde kullanilabilecek hizli ve giivenilir
ihtiyac vardir (26-28). Karbapenemaz tespitinde
molekiiler yontemler altun standart olmakla birlikte maliyetinin
yiiksek olmast nedeniyle her laboratuvarda rutin olarak
yapilamamaktadir. Alternatif olarak modifiye hodge testi ya da
karbapenemaz inaktivasyon testi gibi daha az maliyetli pratik
yontemler karbapenemaz tespitinde kullanilabilir.
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