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ÖZ

Son yıllarda karbapenemaz üreten Enterobacteriaceae kaynaklı enfeksiyonların dünya çapında 
artması önemli halk sağlığı sorunudur. Araştırıcılar, mikroorganizmanın kısa sürede tanımlan-
masına olanak sağlayan MALDI-TOF sisteminin antibiyotik duyarlılık testlerinde de kullanılabi-
leceğini gösteren çalışmalar bildirilmektedir. Çalışmamızda karbapenemaz üretiminin hızlı 
saptanmasına yönelik olarak ertapenemin karbapenemazlar tarafından hidrolizinin VITEK-MS 
(bioMérieux, Fransa) sistemi tarafından tespit edilebilirliği değerlendirilmiştir. Çalışmamıza 
çeşitli klinik örneklerden izole edilen karbapenem dirençli (n=86) ve duyarlı (n=20) toplam 106 
Klebsiella pneumoniae kökeni dahil edilmiştir. KPC, NDM, IMP, VIM ve OXA-48 genlerinin varlı-
ğını PCR ile tespit edilmiştir. Bakteri süspansiyonları 4 McFarland bulanıklığında hazırlanmış, 
0.5 µg/ml’lik ertapenem ile muamele edildikten sonra iki ve dört saat inkübe edilip analiz edil-
mek üzere VITEK-MS RUO (bioMérieux, Fransa) sistemine aktarılmıştır. Karbapenem dirençli 86 
K.pneumoniae kökeninin bla

OXA-48 (n=39), blaNDM (n= 37), blaIMP (n=8) ve blaKPC (n=2) karbapene-
maz genlerini taşıdığı tespit edilmiştir. Tüm antibiyotiklere duyarlı olan kökenlerde hiçbir karba-
penemaz genine rastlanmamıştır. Ertapenemin tek başına sahip olduğu spektrumlar çalışma 
kökenlerinin ertapenem ile muamele edilip inkübe edilmesi sonucu elde edilen spektrumlar ile 
karşılaştırıldığında; iki saatlik inkübasyon sonrasında NDM, IMP ve KPC geni pozitif kökenlerin 
tamamında ertapenem hidrolizi gözlenirken, OXA-48 geni pozitif olan 14 kökende ertapenem 
hidrolizinin zayıf olduğu tespit edilmiştir. Dört saatlik inkübasyon sonrası OXA-48 geni pozitif 
olan kökenlerin sadece % 64.1’inde ertapenem hidrolizi gözlemlenmiştir. İki ve dört saat inkü-
basyon sonrası karbapenemaz geni içermeyen kökenlerin hiçbirinde ertapenem hidrolizi göz-
lemlenmemiştir. Rutin laboratuvarda mikroorganizmaların hızlı tespitinde önemli başarı sağla-
yan MALDI-TOF sistemlerinin antibiyotik duyarlılık testlerinde de benzer başarı göstermesi 
oldukça ümit vericidir. Ancak OXA-48 pozitif kökenlerin saptanmasını kolaylaştıracak farklı 
protokollerin geliştirilmesi gereklidir. MALDI-TOF sistemleri ile kısa sürede, düşük maliyetle 
karbapenemaz üretiminin tespit edilmesi özellikle salgınların çok daha kısa sürede kontrol altı-
na alınmasında önemli katkı sağlayacaktır.
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ABSTRACT

In recent years, the increasing of infections caused by carbapenemase-producing 
Enterobacteriaceae (CPE) is an important public health problem in the worldwide. Some research-
ers have been reported studies showing that MALDI-TOF MS system can also be used in antibi-
otic susceptibility testing. The aim of this study was to evaluate the performance of VITEK-MS 
(bioMérieux, France) system based on ertapenem hidrolysis for the detection of carbapenemase 
activity. One hundered-six Klebsiella pneumoniae strains isolated from various clinical samples 
were tested in this study, which included 86 carbapenem resistant and 20 carbapenem suscepti-
ble isolates. The presence of KPC, NDM, IMP, VIM ve OXA-48 genes were detected by PCR. After 
the 4 McFarland bacterial suspensions was treated with 0.5 mg/ml of ertapenem, the suspension 
was incubated for 2h and 4h, and transferred to VITEK-MS RUO (bioMérieux, France) system for 
analysis. Eighty-six carbapenem resistant K.pneumoniae strains had bla

OXA-48 (n=39), blaNDM 
(n= 37), blaIMP (n=8) ve blaKPC (n=2) genes. No carbapenemase gene was found in the carbapenem 
susceptible K.pneumoniae strains. According to results of VITEK MS, ertapenem hydrolysis was 
observed in all of the NDM, IMP, and KPC after 2h of incubation. Poor hydrolysis was observed in 
14 OXA-48 positive strains within 2h. After 4h of incubation strong ertapenem hydrolysis was 
observed in 64.1 % of the OXA-48 positive strains. All non-carbapenemase producing strains were 
detected as negative. According to our study results, the detection of NDM, IMP and KPC using 
VITEK-MS seems to be a rapid, reliable and cost-effective method for routine laboratory. Since 
similar results were not observed in OXA-48, different protocols should be developed for the 
detection of these enzymes. The detection of carbapenemases by MALDI-TOF-MS systems in a 
short time will make a significant contribution especially in controlling the outbreaks.
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GİRİŞ

Son yıllarda karbapenemaz üreten 

Enterobacteriaceae üyelerinin neden olduğu enfeksi-

yonların sıklığının tüm dünyada giderek artması 

oldukça endişe verici bir durumdur. Karbapenemazları 

kodlayan genler sıklıkla diğer antibiyotiklere ait 

direnç genlerini de barındıran konjugatif plazmid ve 

transpozonlarda taşınmaktadır. Enterobactericeae 

ailesinde en sık gözlemlenen karbapenemazlar sınıf 

A (KPC, GES), sınıf B (IMP, VIM, NDM) ve Sınıf D (OXA-

48)’dir. Bu mobil genetik elementler türler arasında 

ve kişiden kişiye kolaylıkla yayılım gösterebil-

mektedir(8,17). Bu nedenle antimikrobiyal yönetimin 

ve enfeksiyon kontrol önlemlerinin erken aşamada 

etkili olabilmesi için karbapenemaz üreten 

Enterobacteriaceae taşıyıcılarını veya enfeksiyonları-

nı rutin laboratuvarda tespit eden hızlı, güvenilir ve 

uygun maliyetli testlere ihtiyaç vardır. Karbapenemaz 

genlerinin moleküler yöntemlerle tespit edilmesi 

altın standart olmakla birlikte deneyimli personel ve 

spesifik ekipman gerektirmesi, pahalı olması nede-

niyle rutin laboratuvarda uygulanması zordur. Öte 

yandan, ticari moleküler paneller yalnızca en yaygın 

beş karbapenemaz genini (KPC, NDM, OXA-48, IMP, 

VIM) tespit etmek üzere geliştirilmiştir. Ancak bu 

paneller yeni bulunan karbapenemaz genlerini tespit 

edemezler(19,20). Son yıllarda, Enterobacteriaceae’deki 

karbapenemaz aktivitesinin saptanması için birçok 

fenotipik yöntem (Modifiye Hodge testi, karbape-

nem inaktivasyon yöntemi, immünokromatografik 

testler vb.) geliştirilmiştir. Farklı çalışmalarda, bu 

yöntemlerin duyarlılıklarının ve özgüllüğünün karba-

penemaz türüne göre değiştiği bildirilmiştir. Bu test-

lerin bazıları uygulaması özen ve deneyim gerektiren 

ve uzun inkübasyon sürelerine ihtiyaç duyan testler-

dir. Özellikle CARBA NP testi karbapenemlerin hidro-

lizi sonucu oluşan pH değişikliğine bağlı olarak karba-

penemaz üretimini tespit edebilen hızlı bir test 

olmasına rağmen OXA-48 pozitif kökenlerin tespitin-

de yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle, daha doğru, 

hassas ve kullanımı kolay fenotipik yöntemlere ihti-

yaç vardır.

Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon 

uçuş zamanı kütle spektrometresi (MALDI-TOF MS) 

mikroorganizmaların tür ve cins düzeyinde hızlı 

tanımlanmasında kullanılmak üzere rutin mikrobiyo-

loji laboratuvarına giren önemli bir teknolojidir. 

Konvansiyonel yöntemlerle karşılaştırıldığında kısa 

sürede sonuç veren etkili bir sistemdir. Bu sistemler 

ile kısa sürede etkenin tür düzeyinde belirlenmesi 

uygun antimikrobiyal tedavinin başlanmasına % 11-44 

arasında katkı sağladığı yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir(10). Son yıllarda araştırıcılar bu sistemle-

rin sadece mikroorganizmaların tanımlanmasında 

değil aynı zamanda antibiyotik duyarlılık testlerinde 

de kullanılabileceğini gösteren çalışmalar bildirmek-

tedir. Özellikle beta laktamaz ve karbapenemazların 

antibiyotikleri hidroliz etmesi sonucu oluşan değişik-

liklerin MALDI-TOF MS aracığıyla saptanmasına yöne-

lik çalışmalar tüm dünyada hız kazanmıştır(3,7,12-

14,16,18,21,24). 

Çalışmamızda VITEK-MS (bioMérieux SA, Marcy-

l’E´toile, Fransa) sistemi kullanılarak ertapenem hid-

rolizi aracığı ile karbapenemaz üretiminin hızlı sap-

tanması amaçlanmıştır. 

GEREÇ vE YÖNTEM

Bakterilerin Seçimi: Çalışmamızda, Marmara 

Üniversitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda 

çeşitli klinik örneklerden etken olarak izole edilen ve 

otomatize sistem (VITEK Compact, bioMerieux SA, 

Marcy-l’E´toile, Fransa) ile ertapenem, meropenem 

ve imipenemden en az birine dirençli saptanan 86 

Klebsiella pneumoniae kökeni dahil edilmiştir. Negatif 

kontrol grubu olarak tüm antibiyotiklere duyarlı sap-

tanan 20 K.pneumoniae kökeni kullanılmıştır.

DNA ekstraksiyonu ve Karbapenemaz genleri-

nin amplifikasyonu: Çalışmaya dahil edilen K.pneu-

moniae kökenleri % 5 koyun kanlı agara pasajlanıp 

bir gecelik inkübasyona bırakılmıştır. DNA izolasyonu 

için, inkübasyon sonrası üreyen kolonilerden 2-3 

adet alınıp 250 µl distile su içerinde bakteri süspan-

siyonu hazırlanarak 95°C’de 10 dakika ısıtılmıştır. 

Bakteri süspansiyonu 5 dakika 13,000 x g’de santrifüj 

edildikten elde edilen süpernatan polimeraz zincir 

reaksiyonunda (PCR) kalıp DNA olarak kullanılmıştır. 
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Ambler sınıflandırmasına göre en sık gözlemlenen 

karbapenemazlar olan sınıf A (KPC), sınıf B (NDM, 

IMP, VIM) ve sınıf D (OXA-48) beta-laktamazları kod-

layan genler spesifik primerler ve amplifikasyon 

koşulları kullanılarak PCR ile tespit edilmiştir (Tablo 

1)(1,9,22,23). Her bir reaksiyon için 10X PCR tamponu, 2 

mM dNTP, 3 pmol primer, 2.5 mM MgCl2, 1 U Taq 

DNA polimeraz ve 2 μl of genomik DNA içeren 50 

μl’lik PCR karışımı hazırlanıp amplifikasyon gerçek-

leştirilmiştir. Elde edilen PCR ürünleri, % 1.5’luk aga-

roz jelde yürütülüp, etidyum bromid varlığında ultra-

viyole ışığı altında görüntülenmiştir. 

Karbapenemaz üretiminin fenotipik tespiti: 

Karbapenemaz üretiminin fenotipik olarak saptan-

ması MALDI-TOF MS sistemi kullanılmıştır. Çalışmada 

ertapenemin piyasadaki mevcut ticari formu olan 

Invanz IV/IM (1 gr) (Merck Sharp&Dohme) etken 

madde olarak kullanılmıştır. Cihaz kalibrasyonu, 

LaunchPad version 2.9.3 software programında E.coli 

ATCC 8739 standart kökeni kullanılarak yapılmıştır. 

% 5 koyun kanlı agarda 18-24 saat inkübe edilen 

kökenlerden % 0.9’luk NaCl’de 4 McFarland bakteri 

süspansiyonu hazırlanıp 13,400 g’de santrifüj edil-

miştir. Süpernatan atıldıktan sonra pellet üzerine 20 

µl ertapenem (0.5 µg/ml) eklenip 2 saat ve 4 saat 

inkübe edilmiştir(15). İnkübasyon sonrası tekrar santri-

füj edilen örneklerin süpernatant kısmından 1 μl 

VITEK-MS (bioMérieux SA, Marcy-l’E´toile, Fransa) 

slaytına aktarıldıktan sonra üzerine 1 μl α-siyano-4-

hidroksisinamik asit (CHCA) matriks solüsyonu eklen-

miştir. Analiz işleminin gerçekleştirmek üzere üretici-

nin önerileri doğrultusunda VITEK-MS RUO 

(bioMérieux SA, Marcy-l’E´toile, Fransa) sistemine 

aktarılmıştır. sistemi kullanılarak ertapenemin tek 

başına spektrumları ile bakteri-ertapenem birliktelik-

lerinde elde edilen spektrumlar karşılaştırılmıştır. 

Ertapenemin tek başına sahip olduğu spektraların 

(388, 430, 476, 497 Da), test edilen kökenlerde göz-

lemlenmemesi karbapenemaz üretimi açısından 

pozitiflik olarak değerlendirilmiştir (5,6,14,15,25). Çalışma-

mızda pozitif kontrol köken olarak; K.pneumoniae 

ATCC BAA-1705(KPC-2 pozitif köken), K.pneumoniae 

IMP-1 pozitif köken, P.aeruginosa VIM-4 pozitif 

köken, K.pneumoniae 05-506 (NDM-1 pozitif köken), 

K.pneumoniae 4936 (OXA-48 pozitif köken), negatif 

kontrol köken olarak da E.coli ATCC 25922 ve K. pneu-

moniae ATCC BAA-1706 kullanılmıştır (1,2,26).

BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen 86 K.pneumoniae köke-

ninin blaOXA-48 (n=39), blaNDM (n=37), blaIMP (n=8) ve 

blaKPC (n=2) karbapenemaz genlerini taşıdığı molekü-

ler olarak tespit edilmiştir. Kökenlerin hiçbirinde 

blaVIM geni tespit edilmemiştir. Negatif kontrol gru-

bunda ise test edilen karbapenemaz genlerinin hiçbi-

ri saptanmamıştır. 

Ertapenemin tek başına sahip olduğu spekt-

rumlar (388, 430, 476, 497Da) çalışma kökenleri-

ertapenem birlikteliklerinde saptanan spektrumlar 

ile karşılaştırıldığında; 2 saatlik inkübasyon sonrasın-

da blaNDM, blaIMP ve blaKPC geni pozitif kökenlerin 

tamamında ertapenem hidrolizi gözlenirken, blaOXA-48 

geni pozitif olan kökenlerde ertapenem hidrolizinin 

zayıf olduğu tespit edilmiştir. Dört saatlik inkübasyon 

sonrası blaOXA-48 geni pozitif olan kökenlerin sadece 

25’inde (% 64.1) ertapenem hidrolizi gözlemlenmiş-

tir. İki ve 4 saat inkübasyon sonrası karbapenemaz 

Tablo 1. PCR’da kullanılan primerler ve amplifikasyon koşulları.
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geni içermeyen kökenlerin hiçbirinde ertapenem 

hidrolizi gözlemlenmemiştir. Testin özgüllüğü 2. ve 4. 

saatte % 100 iken, duyarlığı sırasıyla % 70.9 ve % 83.7 

olarak tespit edilmiştir (Tablo 2). 

TARTIŞMA 

Günümüzde antibiyotik direnci halk sağlığını 

tehdit eden çok önemli bir sorundur. Son yıllarda 

tüm dünyada karbapenem direncinde gelinen nokta 

endişe verici düzeylerdedir. Karbapenem direncine 

neden olan en önemli mekanizma karbapenemaz 

üretimidir. Şimdiye kadar 100’den fazla karbapene-

maz enzimi tanımlanmıştır(4). Karbapenemaz üreten 

Enterobactericeae üyelerinin neden olduğu enfeksi-

yonların sıklığının artması ve yeni geliştirilen antimik-

robiyallerin sayısının azalması nedeniyle bu dirençli 

mikroorganizmaların yayılımının önlenmesinde yeni 

stratejilere ihtiyaç vardır. Bu hedefe ulaşmanın önem-

li bir basamağı da direnç mekanizmasının en erken 

sürede belirlenmesidir. Bu amaçla rutin mikrobiyolo-

ji laboratuvarında direnç mekanizmaların saptanma-

sına yönelik hızlı tanı testlerinin geliştirilmesine ihti-

yaç doğmuştur. 

Karbapenem direncinin saptanması rutin labo-

ratuvarlarda antibiyotik duyarlılık testleri, fenotipik 

ve genotipik yöntemler kullanılarak yapılmaktadır. Bu 

amaçla rutin laboratuvarda kullanılmak üzere birçok 

fenotipik yöntem (Modifiye Hodge, karbapenem 

inaktivasyon metodu, CARBA-NP vs.) geliştirilmiştir. 

Her ne kadar bu yöntemlerin bazıları antibiyotik 

duyarlılık rehberleri (EUCAST, CLSI) tarafından öneril-

se de yapılan çalışmalarda bu testlerin farklı özgüllük 

ve duyarlılıklara sahip olduğu belirlenmiştir. Şu ana 

kadar geliştirilen fenotipik yöntemler tüm karbape-

nemaz tiplerini saptayabilme yeteneğine sahip değil-

dir. Özellikle OXA-48 pozitif kökenlerin bu fenotipik 

yöntemlerle tanımlanmasında sıkıntılar vardır(16,24). 

Ayrıca bu yöntemlerin birçoğu uzun inkübasyon 

sürelerine ihtiyaç duymaktadır. Bu nedenle gerek 

enfeksiyon kontrol önlemlerinin yapılması gerekse 

uygun tedavi protokollerinin oluşturulabilmesi gecik-

mektedir. Genotipik testlerde ise aynı gün içerisinde 

sonuç alınabilmesine rağmen daha pahalı olması ve 

deneyimli personel ve ekipman ihtiyacı nedeniyle 

rutin laboratuvarlarda kullanımları zordur. 

Konvansiyonel tanımlama yöntemleri ile kıyas-

landığında çok sayıda mikroorganizmanın cins ve tür 

düzeyinde doğru ve kısa sürede tanımlanmasına ola-

nak sağlayan MALDI-TOF MS sistemlerinin rutin mik-

robiyoloji laboratuvarlarında kullanıma girmesi 

önemli bir devrim yaratmıştır. MALDI-TOF sistemleri 

son yıllarda önemli direnç mekanizmalarına sahip 

mikroorganizmaların ayırt edilmesinde de kullanıl-

maya başlamıştır. Direncin bu yöntemle ortaya kona-

bilmesi hücre duvar yapıları ve proteomdaki değişik-

lerin saptanmasına ya da enzimlerin (beta laktamaz, 

karbapenemaz vb.) antimikrobiyaller üzerinde yaptı-

ğı değişikliklerin saptanmasına dayanmaktadır. Bu 

sayede rutin laboratuvarda çok kısa sürede mikroor-

ganizmanın herhangi bir enzimatik dirence sahip 

olup olmadığı tespit edilebilmektedir(3,11,12,13).

Karbapenemaz aktivitesinin MALDI-TOF MS ile 

tespiti için her ne kadar standart bir protokol bulun-

masa da farklı yöntemler kullanılarak birçok çalışma-

da yapılmıştır. Bu çalışmalarda testlerin duyarlılıkları 

% 77-100, özgüllükleri % 94-100 arasında değişmek-

tedir. Yalancı negatif sonuçlar çoğunlukla OXA-48 

pozitif kökenlerde tespit edilmiştir(3,7,14,12,13,16,18,21,24). 

Çalışmamızda ise KPC, NDM ve IMP tipi karbapene-

mazların VITEK MS ile tespiti 2 saat gibi kısa bir süre-

de sağlanmıştır. Ayrıca negatif kontrol grubunda 

yalancı pozitiflik saptanmamıştır. Bu karbapenemaz 

tipleri için testin duyarlık ve özgüllüğü % 100’dür. 

Ancak inkübasyon süresi 4 saate uzatılmasına rağ-

men OXA-48 tipi karbapenemazların sadece % 64.1’i 

tespit edilebilmiştir. Bu nedenle testin duyarlılığı 

% 83.7 olarak tespit edilmiştir. Literatürdeki diğer 

çalışmalara benzer şekilde kullandığımız protokol ile 

Tablo 2. Karbapenemaz üretiminin VITEK-MS ile analiz sonuçları.
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OXA-48’lerin yaklaşık 1/3 tespit edilememiştir. İlk 

olarak Türkiye’de tanımlanan OXA-48 enzimi daha 

sonra Orta Doğu, Hindistan, Kuzey Afrika ve birçok 

Avrupa ülkesinde bildirilmeye başlanmıştır(1,18). 

Ülkemizde en sık karşılaşılan karbapenemaz olması 

nedeniyle oldukça önemlidir. Bu nedenle ülkemiz gibi 

OXA-48’in yaygın görüldüğü ülkelerde bu enzimin 

kısa sürede tespiti enfeksiyon kontrol önlemlerinin 

alınabilmesi için oldukça önemlidir. MALDI-TOF ile 

OXA-48’lerin tespit edilememesi diğer fenotipik test-

lerde olduğu gibi düşük hidroliz aktivitesine bağlan-

maktadır. Bunun yanı sıra ülkemizde ikinci sıklıkla 

karşılaşılan karbapenemaz NDM’dir ve bu enzimlerin 

tespiti de oldukça önemlidir. Çalışmamızda kullanılan 

yöntem ile NDM pozitif kökenlerin kısa sürede tespit 

edilmesi bu enzimlere sahip mikroorganizmaların 

yayılımının önlenmesinde ve antimikrobiyal yöneti-

mine büyük katkı sağlayacaktır. 

MALDI-TOF MS’in en önemli avantajı üreme 

gözlemlenen klinik örneklerden identifikasyon sonra-

sı çok kısa sürede karbapenemaz üretimi hakkında 

bilgi sahibi olunabilir. Aynı zamanda tek bir slayt üze-

rinde çok sayıda kökenin aynı anda çalışılabilmesi 

mümkündür. Bu kadar kısa sürede sonuç alınabilmesi 

bu mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonla-

rın yönetiminde ve yayılımlarının önlenmesinde kri-

tik önem taşımaktadır. Özellikle salgın şüphesi olan 

durumlarda hızlı sonuç elde edebilmek için oldukça 

avantajlıdır. Uygulanması oldukça kolaydır ve değer-

lendirmenin bilgisayar aracılı olması sonuçların 

yorumlanmasındaki hataları minimize etmektedir. 

Cihazın temini yapıldıktan sonra test maliyeti olduk-

ça ucuzdur. Eş zamanlı olarak birden fazla enzimatik 

kaynaklı direnç profili test edilebilir. Bu yöntemin en 

önemli dezavantajı ise diğer karbapenem direnç 

mekanizmalarını saptayamamaktadır. OXA-48 pozitif 

kökenlerin tespitindeki zorluklar mevcut yöntemler 

ile hala zor gibi gözükmektedir. OXA-48 üreten köken-

lerin daha iyi tespit edilebilmesi için yeni protokoller 

geliştirilmesine ihtiyaç vardır. 
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