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(0
Amag: Bu galismanin amaci, hastanemizde izole edilen Klebsiella pneumoniae izolatlarinda genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz tretimini
fenotipik ve genotipik yontemlerle tespit etmek ve bolimimizde yeni gelistirilen kolorimetrik-GSBL testinin performansini degerlendirmektir.

Yéntem: 2018-2023 yillari arasinda hastanemizde rutin otomatize duyarlilik testinde seftazidim ve seftriakson MiK’leri GSBL tarama sinirinin
(>1mg/L) iistiinde olan 100; altinda (<1mg/L) olan 20 K. pneumoniae izolati calismaya dahil edilmistir. izolatlarda GSBL pozitifligi ve negatifligi,
EUCAST é&nerilerine gére kombinasyon disk testi ile konfirme edilmistir. En siklikla rastlanan ti¢ GSBL geni, bla,,,, bla,, ve bla_, ,, yoninden
spesifik primerlerle PZR’a alinmistir. PZR testinde GSBL genlerinden en az biri saptanan izolatlarda kolorimetrik-GSBL testinin, GSBL saptamadaki
performansi degerlendirilmistir. Kolorimetrik-GSBL testi, belirli konsantrasyonlarda sefotaksim/seftriakson ve pH indikatoru olarak fenol-

kirmizisi igeren bir tiipte gergeklestirilmistir (arastirmaciyla gériisme sonucu).

Bulgular: Vitek 2 (bioMérieux, Fransa) tarafindan tarama testinde MiK’leri >1 mg/L olan 100 izolatin tamami kombinasyon disk testi ile GSBL
pozitif olarak dogrulanmustir. izolatlarin %97’sinde PZR ile arastirilan GSBL genlerinden en az biri saptanmistir. En siklikla rastlanan GSBL geni, tek
bagina veya diger bir GSBL geni ile birlikte bla_,,, (%95,9) oldu. Ug geni bir arada tasiyan izolatlarin orani %28,9'dur. PZR test sonuglarini gore,
PZR pozitif 97 izolatin 94’U kolorimetrik-GSBL testi ile pozitif sonug vermistir. PZR negatif 20 izolatin ise kolorimetrik-GSBL testi ile hepsi GSBL
negatif bulunmustur.

oldugu ve izolatlarin yarisindan ¢ogunda ikili veya tigli GSBL

Sonug: Calismamizda, K. pneumoniae izolatlarimizda en yaygin GSBL geninin bla .,
bla_  ve bla__ , genlerini saptamadaki duyarliliginin (%96,9) ve

gen kombinasyonlarinin varligi belirlenmistir. Kolorimetrik-GSBL testinin, bla ., ., bla,, -
ozgulligiintin (%100), genis kapsamli galismalarda da degerlendirilmek kosuluyla, yiiksek oldugunu kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, genislemis spektrumlu beta-laktamaz, Klebsiella pneumoniae, kolorimetrik test, polimeraz zincir
reaksiyonu
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ABSTRACT

Obijectives: The aim of this study is to detect the production of extended spectrum beta-lactamase in Klebsiella pneumoniae isolates isolated
in our hospital using phenotypic and genotypic methods and to evaluate the performance of the newly developed colorimetric-ESBL test in our
department.

Materials and Methods: Between 2018 and 2023, routine automated susceptibility testing in our hospital detected MICs of ceftazidime and
ceftriaxone that were 100 above the ESBL screening limit (>1mg/L); 20 K. pneumoniae isolates that were below (<1mg/L) were included in the
study. The ESBL positivity and negativity of the isolates was confirmed by a combination disk test according to the EUCAST recommendations.
The three most common ESBL genes, bla,, , bla, and bla_ ., were PCR-treated with specific primers. The performance of the colorimetric-
ESBL test in detecting ESBL in isolates in which at least one of the ESBL genes was detected in the PCR test was evaluated. The performance of
the colorimetric-ESBL test in detecting ESBL in isolates in which at least one of the ESBL genes was detected in the PCR test was evaluated. The
colorimetric-ESBL test was performed in a tube containing specific concentrations of cefotaxime/ceftriaxone and phenol red as a pH indicator

(*unpublished data).

Results: All 100 isolates with MICs >1 mg/L in the screening test with Vitek 2 (bioMérieux, France) were confirmed as ESBL-positive by the
combination disk test. At least one of the ESBL genes tested by PCR was detected in 97 % of the isolates. The most frequently occurring ESBL
gene was bla_, . (95.9 %), alone or in combination with another ESBL gene. The proportion of isolates carrying all three genes together was
28.9 %. According to the PCR test results, 94 of 97 PCR-positive isolates showed positive results in the colorimetric-ESBL test. Of the 20 PCR-
negative isolates, all were found to be ESBL-negative in the colorimetric-ESBL test.

Conclusion: Our study showed that the most common ESBL gene in our K. pneumoniae isolates was bla_, ,,and more than half of the isolates
had a double or triple ESBL gene combination. The evaluation of extensive studies showed that the sensitivity (96.9 %) and specificity (100 %)

\

of the colorimetric-ESBL test in detecting the bla .

blag,, and bla,,, genes were high.

\_ Keywords: antibiotic resistance, colorimetric test, extended spectrum beta-lactamase, Klebsiella pneumoniae, polymerase chain reaction )

1. GiRIS

Diinya genelinde halk sagligi problemlerinin dnemli bolim
enfeksiyon hastaliklarindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle
bakteriler, enfeksiyon hastaliklarinin biylk bir bolimiinden
sorumlu olmaktadir. Bakterilerin sebep oldugu enfeksiyon
tedavisi antibiyotiklerle saglanmaktadir. Son vyillarda
enfeksiyon etkeni bakteriler arasinda antibiyotiklere karsi
direng hizla artmaktadir (WHO, 2020).

Betalaktam grubu diinya capindaregete edilen antibiyotiklerin
basinda gelmektedir. Gliniimiizde bu grup antibiyotige karsi
direng gelismistir. Ozellikle, genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL), Enterobacteriaceae’de bulunan en yaygin
antibiyotik direnci tirlerinden biri oldugu bilinmektedir.
Yaklasik olarak 400 farkh GSBL tirt tanimlanmistir (Latifpour
ve ark., 2016). Tanimlanan bu direng profilleri tim diinyada
ve Ulkemizde hizlica yayilmaktadir (Paterson ve ark., 2005,
Stlrenburg ve ark., 2003). GSBLler, plazmidler araciligiyla
aktarilarak Gglincl kusak sefalosporinleri ve monobaktamlari
hidrolize etmektedir (Akova, 2004). GSBller, plazmitler
tarafindan kodlanan ana enzim ailelerini ve varyantlarini
icermektedir. Bu kodlanan ana enzim aileleri: TEM, SHYV,
CTX-M ve OXA tipi enzimlerdir (Paterson ve ark., 2005).
CTX-M tipi beta-laktamazlar, sefotaksimleri en iyi hidrolize
eden enzimler olup bes farkli alt gruptan (CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25) olusmaktadir (Harada ve
ark., 2008). Bu gruplarin icinde en sik gozlenen enzimler ise
CTX-M-15, CTX-M-14, CTX-M-3 ve CTX-M-2'dir (Harada ve
ark.. 2008, Carattoli, 2009). Ana enzimleri kodlayan genlerde
gerceklesen mutasyonlar sonucunda yeni varyant enzimler
cikmistir. Ayrica farkh bolgelerde nadir olarak TEM ve SHV disi
GSBUler, GES, VEB, PER, IBC, BES, TLA ve SFO, gorilmektedir
(Moland ve ark., 2008).

GSBL genlerini iceren plazmitler ayrica aminoglikozitler,
kloramfenikol, silfonamidler, trimetoprim ve tetrasiklin
gibi diger antibiyotik siniflarina ait genleri de icermektedir
(Rozwandwicz ve ark., 2018). Dolayisiyla bu plazmidleri
iceren Gram-negatif basiller cogunlukla coklu antibiyotik
direnci gosteren bakterileridir (Rozwandwicz ve ark., 2018).

GSBL Ureten Enterobacteriaceae ile enfekte olma riski en
yiksek grubun yogun bakim tnitelerinde uzun siire yatmakta
olan hastalar oldugu bilinmektedir (Navon-Venzea ve ark.,
2017). GSBL dreten izolatlarin hizli teshis edilememesi, bu
izolatlarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta ve
morbitide ve/veya mortalite oranlarinda ciddi artiglara neden
olmaktadir (Navon-Venzea ve ark., 2017).

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) turlerinin, hastane
kaynakli enfeksiyonlarin yaklasik %10’una neden oldugu
ileri strllmektedir; gram-negatif bakteriyel sepsisin ise
en yaygin ikinci nedeni olarak gosterilmekte ve idrar yolu
enfeksiyonlarinin yaklasik %6 ila %17’sini olusturmaktadir. Bu
durum K. pneumoniae tiirlerini hastane icinde en sik gézlenen
sekiz patojen arasina sokmaktadir (Jean ve ark., 2011, Tsai
ve ark., 2010). K. pneumoniae’da gergeklesen antimikrobiyal
direnc¢ kendi kendine konjuge olan plazmitlerin kazanimina
baglanmaktadir (Lee ve ark., 2016). Bundan dolayi, ayni susta
birden fazla B-laktamaz geninin tasinmasi, K. pneumoniae’nin
spesifik oOzelligi olup patojenin secici basarisina katki
saglayabilmektedir (Lee ve ark., 2016).

Hastanemizde GSBL (retimi gosteren K. pneumoniae
izolatlarinin ciddi oranlarda izole edilmesi nedeniyle bu
izolatlardaki antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesi
son derece 6nem arz etmektedir. Cinkd K. pneumoniae’
da GSBL Uretiminin erken tanisi, tedavinin dogru
yonlendirilmesi agisindan biylik ©6nem tasimaktadir. Bu
nedenle arastirmamizda, hastanemizde enfeksiyon etkeni
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olarak izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda antibiyotik
direncinden sorumlu tutulan TEM, SHV ve CTX-M tipi GSBL
enzimlerinin yayginhginin arastiriimasi ve bununla birlikte,
GSBL ureten izolatlarin fenotipik olarak hizli tanimlanmasi
icin bolimimuizde gelistirilen kolorimetrik-GSBL saptama
testinin K. pneumoniae izolatlari Uzerindeki performansinin
degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

2. GEREC VE YONTEM

2018-2023 yillari arasinda Saghk Bakanligi Marmara
UniversitesiPendik Egitimve ArastirmaHastanesiMikrobiyoloji
Laboratuvarinda farkh servis (hematoloji, onkoloji, plastik
cerrahi, Uroloji) ve yogun bakim lnitelerinden (anesteziyoloji
ve reanimasyon, covid, dahiliye, pediatri, eriskin, organ nakli)
alinmis invaziv (kan, bos) ornekleri etken olarak izole edilen
ve ardindan stoklanan, otomatize sistem (VITEK 2 Compact,
BioMérieux, Fransa) ile duyarllik testinde seftazidim (CAZ)
ve seftriakson (CRO) antibiyotiklerinin minimum inhibitor
konsantrasyon (MiK) degerleri GSBL tarama sinirinin (>1mg/L)
Ustlinde olan 100 adet K. pneumoniae izolati; kontrol grubu
olarak ise GSBL tarama sinirinin (1mg/L) altinda olan 20 adet
K. pneumoniae izolati ¢alismaya dahil edilmistir (Hope ve
ark., 2013). Bu calisma, Marmara Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlst Etik Kurulu tarafindan (19.09.2012 tarih ve 94 kayit
numarasi) onaylanmistir.

2.1 Fenotipik Yontemler

2.1.1. GSBL Fenotipik Dogrulama

a. Kombinasyon Disk Testi (KDT): Segilen izolatlarin GSBL
Uretiminin  fenotipik olarak dogrulanmasinda EUCAST
Onerilerine gore seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX),
seftazidim-klavulanik asit (CAZ/CLA) ve sefotaksim-klavulanik
asit (CTX/CLA) kullanilarak KDT yontemi kullanilmistir. —
80°C’deki derin dondurucudan c¢ikartilan stoklar kanl agara
(BioMérieux, Fransa) ekilmis ve 35°-37°C’lik etlvde 18-
24 saatlik inklibasyona kaldirilmistir. Klltlirlenen izolatlar,
0.5 McFarland (1.5x10%® CFU/mL) bulanikhginda bakteri
siispansiyonu Mueller Hinton Agarin (MHA) (zerine
steril eklvyon aracihgiyla yayilmistir. CAZ/CLA ve CTX/
CLA MHA besiyeri Uzerine vyerlestirilmistir. 35°C’de 16-18
saat inkiibasyondan sonra sefalosporinlerin tek baslarina
olusturduklari zon gapi ile klavulanik asitli bilesikleri arasinda
>5 mm fark olmasi GSBL iretimi agisindan pozitif olarak
degerlendirilmistir (Towne ve ark., 2010).

b. Kolorimetrik Test: PZR testinde GSBL genlerinden en az
biri saptanan izolatlarda kolorimetrik-GSBL testinin, GSBL
saptamadaki performansi degerlendirilmistir. Kolorimetrik-
GSBL testinin ¢alisma prensibi: — 80°C’deki derin donducuda
stoklanmis K. pneumoniae izolatlari kanli agara (BioMérieux,
Fransa) pasajlanmis ve 35°-37°C’lik etlivde bir gece
inkibasyona kaldiriimistir. Ardindan taze kiltiirde Ureyen
K. pneumoniae kolonileri deney igin hazirlanmistir. Buna
gore, bir tlpin icinde 400 pL TrisHCI (20 mmol/L) soliisyonu

eklenmis ve ardindan 4 6ze dolusu bakteri kolonisi sollisyonun
icine eklenmistir. Daha sonra sispansiyon vortekslenmis
ve bakterinin pargalanmasi igin oda sicakliginda 30 dakika
boyunca inkiibasyona kaldirilmistir. Ardindan deneyin
gerceklesecegi tlpler hazirlanmistir. Tipler de 12 mg/L
konsantrasyonlarda sefotaksim/seftriakson antibiyotigi, pH
indikatori fenol-kirmizisi ve bakteri stspansiyonu igeren
test tlpl ile sadece pH indikatoéri olarak fenol-kirmizisi ve
bakteri stispansiyonu iceren kontrol tiip kullaniimistir. Test
tupleri ile kontrol tupleri oda sicakliginda 2 saat boyunca
takip edilmistir. GSBL Ureten tlipler de pH degisimi sonucu
renk degisimi (kirmiziasari/turuncu) gorilmusttr (Resim 1)
(arastirmaciyla goriisme sonucu).

Kontrol Tip Test Tup
andil

Resim 1. Kolorimetrik-GSBL saptama testi. a. Kontrol tiipiinde renk
degisiminin olmamasi testin dogru ¢alistigini géstermektedir. Test
tipindeki renk degisimi (kirmiziasari) GSBL pozitifligini géstermek-
tedir. b. Kontrol tiipiinde renk degisiminin olmamasi testin dogru
calistigini géstermektedir. Test tliplindeki renk degisimi (kirmizia-
turuncu) GSBL pozitifligini géstermektedir. c. Kontrol tiipiinde renk
degisiminin olmamasi testin dogru c¢alistigini géstermektedir. Test
tiipiinde renk degisimi (kirmiziakirmizi) olmamasi GSBL negatifligini
gostermistir.

2.2 Genotipik Yontemler

izolatlarda bla.,. blag, ve bla_, . genlerinin varligi uygun
primerler kullanilarak PZR ile arastiriimistir. Izolatlar, MHA'da
(BioMérieux, Fransa) 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon
ile Uretilmisti. DNA ekstraksiyonu icin, bakteriler kanl
(BioMérieux, Fransa) agara ekilmis ve 18-24 saatlik
inkGibasyona kaldirilmistir. Kiiltiirden elde edilen saf koloniler
eppendorf tlplinde 100 pL steril distile su iginde 5 saf
koloni ile homojenize edilmistir. Karisim kuru blok isiticida
95°C’de 10 dk inklbasyona tutulmustur. Tip 1500 rpm’de 2
dk santriftj edilmis ve sonrasinda DNA iceren slipernatant
kismi alinmis ve lzere — 20°C’de saklanmistir (Doyle ve ark.,

JOHESAM 2024; 4 (3): 76-82

78

DOI: 10.29228/JOHESAM.40



Suikri Sen

l Arastirma Makalesi (Research Article) l

2012). PZR igin kullanilan primerler ve reaksiyon sartlari
belirtilmistir (Tablo 1). Elde edilen PZR rinleri, etidyum
bromir varliginda %1’lik agaroz jelde yurutllip ultraviyole
1sik altinda degerlendirilmistir (Roschanski ve ark., 2014).

Tablo 1.Genislemis spektrumlu beta laktamaz genlerine 6zgii primer
ve reaksiyon kosullari

Gen Primer Dizisi (5'-3’) bp Reaksiyon Kosullari

(94°C 30sn, 52°C 1dk,
TEM-F 5’-GAAGACGAAAGGGCCTCGTG-3’ 1024 | 72°C 1.5dk) 30 siklus,
TEM-R 5’-GGTCTGACAGTTACCAATGC-3' 72°C 10dk

(94°C 45sn, 52°C 1dk,
SHV-F 5’-CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC-3" | 1016 |72°C 1.5dk) 30 siklus,
SHV-R 5’-TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA-3’ 72°C 10dk

(94°C 1dk, 54°C 1dk,
CTX-M-F | 5-CGCTTTGCGATGGCAG-3’ 544 72°C 2dk) 30 siklus,
CTX-M-R | 5"-ACCGCGATATCGTTGGT-3’ 72°C 10dk

Calismanin istatiksel degerlendirilmesinde dort gozlii tablo ile
duyarhhk, 6zgullik, pozitif prediktif degeri ve negatif prediktif
degeri hesaplanmistir.

3. BULGULAR

EUCAST onerilerine gdre tarama testinde CAZ ve CRO MK
degerleri >1 mg/L olan 100 izolatin hepsi KDT ile GSBL pozitif
olarak dogrulanmistir. Fenotipik olarak KDT’de GSBL pozitif
bulunan 100 izolatin 97’sinde PZR ile arastirilan bla_,
(%95,9), bla.,,, (%55,7), bla,,, (%50,5) genlerinden en az biri
saptanmistir. Bu izolatlarin 22’si tek basina bla_,,,, 4'U tek
basina b/aSHV, 26’s1 bla__  + bla 17’si bla_ . + bla ikili

TEM CTX-M 7 SHV CTX-M
genve28'ibla,, +bla , +bla_,, Ucli gen kombinasyonlarini

tasimaktadir (Tablo 2)T.EMKDT iIfeTXC'-\]ASBL pozitif oldugu halde ig
izolatta arastirilan GSBL genlerinin higbiri saptanmamistir.
Tarama sinir degerleri MiK=<1mg/L olan 20 K. pneumoniae
izolatinin kontrol amaciyla yapilan PZR testlerinde ise
arastirilan GSBL genlerinden (bla bla,, ve bla,, ) hicbiri

saptanmamistir.

CTX-M’

Tablo 2. Kombinasyon disk testi ile GSBL pozitif bulunan 100 K.
pneumoniae izolatinda GSBL-PZR sonuglari

Gen GSBL-PZR pozitif izolat sayisi (%)

bla_,,, 22(22,7)

bla,,, 4(4,1)

bla,,, 0

bla,,+bla,,, 17 (17,5)

bla_,,,*bla_, 26 (26,8)

bla.,,,tbla,, +bla_, 28 (28,9)

Toplam 97 (100)

Kolorimetrik-GSBL saptama testinin performansini

degerlendirmek igin altin standart olarak GSBL (reten
izolatlarin PZR sonuglari esas alinmistir. Buna gore, fenotipik
olarak GSBL pozitif yliz K. pneumoniae izolatinin 97’si (%97)
arastirilan GSBL genlerinin en az birine tasimaktadir. Doksan
yedi adet PZR pozitif izolatin 94’tG (94/97) kolorimetrik-GSBL
testinde renk degisimine ugramis ve GSBL (retimi agisindan
pozitif bulunmustur. Buna gore kolorimetrik-GSBL testinin

duyarliligr %96,9 bulunmustur. Kontrol grubu olarak ise GSBL-
PZR negatif sonug veren yirmi K. pneumoniae izolati kullaniimis
ve yirmi izolatin tamami kolorimetrik-GSBL testinde renk
degisimi gerceklesmemistir. Bunun sonucunda kolorimetrik-
GSBL testimizin 6zgillik orani %100 olarak kaydedilmistir.
Ayrica ¢alismamizin pozitif prediktif degeri %100 ve negatif
prediktif degeri %87 hesaplanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. GSBL-PZR sonuglari baz alindiginda GSBL-Kolorimetrik
testin duyarlilik ve 6zgiilliigii
GSBL-PZR pozitif GSBL-PZR negatif

izolat sayisi (%) izolat sayisi (%) Toplam

Kolorimetrik-GSBL 94 (96,9) 0 94
pozitif izolat sayisi (%)
Kolorimetrik-GSBL

1 20 (1 2
negatif izolat sayisi (%) S D) 3
Toplam 97 20 117

4. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik direnci, insan sagligini tehdit eden en temel
sorunlardan biridir. Beta laktam grubu antibiyotikler, en
cok tercih edilen antimikrobiyallerin basinda gelmektedir.
Bununla birlikte bu grup antibiyotiklere karsi antibiyotik
direnci giderek artmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti’niin (WHO)
2023 yilinda yayimlanan Avrupa’da antimikrobiyal direng
slirveyansi raporuna gore Turkiye’de 3. kusak sefalosporine
direng orani K. pneumoniae’da %75,4'tir (WHO ve ECDC,
2023).

Gram negatif bakterilerde, beta laktam grubu antibiyotiklere
karsi gelisen en 6nemli diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz
enzimleridir (Pfeifer, 2010). Bu enzimleri kodlayan genler,
bakteriler arasinda horizontal olarak aktariimakta ve
bu durum direncin hizla yayilmasina neden olmaktadir.
Enterobacteriaceae ailesi icinde bulunan K. pneumoniae
izolatlarinda ise GSBL enzimleri en vyiksek oranda
gorulmektedir (Drieux ve ark., 2008). GSBL ureten K.
pneumoniae izolatlarinin, tedavi segeneklerini kisitlama,
hastanede yatis sliresini uzatma, hasta maliyetini arttirma,
mortalite ve morbiditiye neden olmalarindan dolayi erken
tespiti dnemlidir.

GSBLlyi saptamak icin Clinical & Laboratory Standards
Institute: CLSI Guidelines (CLSI) ve European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) In oOnerdigi
yontemler mevcuttur. GSBL leri saptama yontemleri temelde
ikiye ayrilmaktadir: tarama ve dogrulama testleri (Giske,
2017). Tarama testleri genel olarak disk diflizyon veya
otomatize duyarllk sistemlerine dayanmaktadir. Tarama
yontemlerinin GSBL lreten organizmalari saptama duyarhlik
orani %100 saptanmistir (Gherardi ve ark., 2012). Dogrulama
testleri, fenotipik ve genotipik yontemler olmak Ulzere ikiye
ayrilmaktadir. Fenotipik yontemler (KDT, cift disk sineriji testi,
gradiyent strip testi, sivi mikrodillisyon testi ve biyokimyasal
testler), GSBL aktivitesinin klavulanik asit ile inhibisyonu
prensibine dayanmaktadir (Towne ve ark., 2010 ve Platteel ve
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ark., 2013). Bu testlerin duyarlilik oranlari %70-100 arasinda
degismektedir (Platteel ve ark., 2013). GSBL genlerinin
genotipik olarak tanimlanmasi, ¢ogunlukla altin standart
olarak da kabul edilen PZR esasina dayanmaktadir (Bradford,
2001). Ayrica, tim genom analizi ve DNA mikroarray temelli
baska genotipik yontemlerde kullanilabilmektedir (Ellington
ve ark., 2017).

GSBL Uretiminden sorumlu genler, diinyada ve llkemizde
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu genlerin tanimlanmasi ve
direng profillerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Uygun
tedavi, morbidite ve mortaliteyi azaltacak etkenler buna
baghdir.

Bu calismamizda, rutin otomatize (VITEK 2 Compact,
BioMérieux, Fransa) sistemde CAZ ve CRO MiK’leri i¢in tarama
sinir degerinin (>1 mg/L) Gzerinde olan 100 K. pneumoniae
izolati, KDT ile konfirme edilmis ve izolatlarin hepsi GSBL
pozitif olarak dogrulanmistir. Calismamizda, PZR ile 100 K.
pneumoniae izolatlarinin direng genleri belirlenmistir. Buna
gore, bla_, , geni tek bagina izolatlarin 22’sinde; bla,, ise
4’{inde pozitif olarak bulunmustur. izolatlarimizin 17’si bla_,,,
ile bla,, genlerini, 26’si bla_,, ile bla ., genlerini ve 28'si
adeti arastirilan Gg geni de birlikte bulundurmaktadir. Sonug
olarak, 100 K. pneumoniae izolatimizin 97’si PZR agisindan
pozitif saptanmistir. U¢ K. pneumoniae izolatinin, KDT testi
ile fenotipik olarak GSBL pozitif oldugu belirlenmis olsa da
arastirilan GSBL genlerinden higbirini tasimadigi gérilmustar.
Bu izolatlarda arastirilan ti¢c enzimin haricinde nadir rastlanan
VEB, GES, IBC, PER, TLA, BES veya SFO beta-laktamazlarindan
biri bulunuyor olabilir. Bu beta-laktamazlara yonelik PZR
veya tlim genom dizi analizi ile bu nadir beta-laktamazlar
arastiriimalidir.

Calismamizda izolatlarimizda en yaygin buldugumuz GSBL
geni bla_, .. Bu gen tek bagina ve diger GSBL genleriyle
birlikte toplamda izolatlarin %95,9’'unda bulunmustur.
CTX-M tipi beta-laktamazlari kodlayan genler, bilindigi Gzere
plazmidler araciligi ile horizontal olarak bakteriler arasinda
cok hizla yayilmaktadir. Halbuki TEM ile SHV tipi enzimlere
bagh direng, bunlari kodlayan genlerdeki mutasyonlar
sonucu ortaya ¢cikmakta ve CTX-M kadar kolay horizontal
olarak aktarilmamaktadir. (Livermore ve ark., 2008, Bush ve
ark., 2018). Konjugatif plazmidler, CTX-M tipi GSBLlerin K.
pneumoniae’da yayllmasinda temel faktorlerden biri olarak
kabul edilmektedir (D’Andrea ve ark., 2013, Mathers ve ark.,
2015). Ozellikle CTX-M-1 grubunda yer alan bla_,,,,s geni
uyumsuz F grubu plazmidle tasinmakta olup bu plazmid
CTX-M-15 disinda diger antibiyotik gruplarina direng genlerini
de tasimaktadir (Carattoli, 2009).

GSBL ureten izolatlarin hizh, giivenilir ve dogru tanimlanmasi
ile uygun tedavi basarisi, hastanede vyatis slresinin
uzamamasl, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin  dogru
uygulanmasi ve epidemiyolojik ¢alismalara katki saglamasi
nedenleriyle olduk¢a 6nemlidir. EUCAST ve CLSI gibi GSBL
saptama yontemlerinin en biiyuk dezavantaji en az 24 saatlik
inkibasyona ihtiyag duymasidir. Bundan dolayi, 0Ozellikle
enzim-substrat etkilesiminde pH degisimine bagli olarak

gelisen kolorimetrik testler olarak adlandirilan biyokimyasal
yontemler gelistirilmistir (Nordmann ve ark., 2012).

Nordmann ve arkadaslari 2012 yilinda GSBL-NDP testini
gelistirmistir. Dogrudan hasta 6rneklerine de uygulanabilen
bu testin prensibi karbapenem hidrolizi sonucu pH
degisimine bagh olarak soltiisyonun renginin kirmizidan sariya
dénmesidir (Nordmann ve ark., 2012, Dortet ve ark., 2015).
Yapilan ¢alismalar sonucunda testin duyarhlik orani %73 ile
%100 arasinda saptanmistir (Vasoo ve ark., 2013, Tijet ve
ark., 2013, Yusuf ve ark., 2014).

Renvoise ve ark. 2013 yilinda bir baska GSBL saptama testi
olan B-Lacta testi gelistirmislerdir. Bu test, dogrudan klinik
orneklerde ve kolonilerde uygulanabilen kolorimetrik bir
yontemdir (Renvoise ve ark., 2013). Test, Avrupa llkelerinde
prospektif cok merkezli calisma ile degerlendirilmistir.
Ozellikle K. pneumonia’da duyarhlik ve 6zgiilligii %100
bulunmustur (Renvoise ve ark., 2013). Bununla birlikte, testin
K. pneumoniae i¢in negatif prediktif degerinin yiiksek olmasi,
3. kusak sefalosporin direncini belirlemede efektif bir yéntem
olarak kabul gormesini saglamistir (Renvoise ve ark., 2013).

Hastanemizde, 2020 yil itibariyle K. pneumoniae suslarinda
GSBL pozitiflik orani %53,1 olarak bulunmustur (Altinkanat
Gelmez ve ark., 2021). Bundan dolayi, ¢alismamizin diger
bir adimi da PZR ile en az bir GSBL geni saptanan izolatlarin,
bolimumuzde gelistirilmis olan kolorimetrik-GSBL testi ile
birlikte performansini degerlendirmektir. izole edilen K.
pneumoniae suslari, icerisinde 12 mg/L konsantrasyonlarda
olan sefotaksim/seftriakson antibiyotigi ve pH indikatora
fenol-kirmizisisoliisyonunainokile edilmistir. Odasicakhiginda
2 saat boyunca takip edilen tiiplerde, GSBL enzimini lreten
izolatlar, tiplerde antibiyotikleri parcalayarak pH degisimine
neden olmus ve tiplerdeki renk degisimi kirmizidan sariya
dontsmustir. Kolorimetrik-GSBL saptama testimizi, EUCAST
(Giske, 2017) yonergesine gore CAZ-CRO igin tarama sinir
MiK degerleri >1 mg/L olan izolatlarin fenotipik dogrulamasi
icin oOnerilen KDT ile kiyasladigimizda; kolorimetrik-GSBL
testi, taze kiiltirden Uretilmis bakterilerden 2 saat gibi kisa
bir siire de GSBL dogrulamasi yapmistir. Bu siire KDT ile
yapilan GSBL dogrulamalarinda yaklasik 2 giin siirmektedir.
Kolorimetrik-GSBL testinin avantaji, fenotipik olarak GSBL
dogrulamasini KDT yontemine gore yaklasik 24 saat daha
erken tespit etmesidir. Kolorimetrik-GSBL testinin maliyeti,
EUCAST onerilerinde yer alan GSBL NDP testi ve B-Lacta
testi gibi onaylanmis iki teste gore, daha dusiktir; test basi
maliyeti yaklasik olarak 5 Tiurk Lirasi’dir. Diger iki testin yurt
disi kaynakl olmasi ve maliyetlerinin yaklasik 12-60 USD
arasinda olmasi kolorimetrik-GSBL testinin diger iki test ile
arasindaki en buylk farkidir. Ek olarak, testin ucuz ve son
derece pratik olmasi is akisi yogun olan laboratuvarlarda
rutine entegre olmasini da kolaylastirmaktadir. Tim bu
veriler 1siginda kolorimetrik-GSBL saptama testinin kolay, hizli
ve givenilir olarak mikrobiyoloji laboratuvarina ivme katacagi
dusinidlmektedir.

Bu calismada en sik rastlanan ¢ enzim (blaCTX_M' bla,,
bla

4) acisindan bu testin performansi belirlenmistir. Bu
yuzden PZR’yi altin standart alarak 97 PZR pozitif izolatta
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kolorimetrik-GSBL testi degerlendirilmistir. Doksan yedi adet
PZR pozitif olan izolattan 94’Ginde renk degisimi gdzlenmistir.
Daha 6nceden tarama sinir degerini gecemeyen ve hicbir
GSBL geni tasimadigl bilen 20 K. pneumoniae izolati da
kontrol grubu olarak test edilmis ve herhangi bir renk degisimi
gorilmemistir. Bununla birlikte, kolorimetrik-GSBL testinin
duyarhlik orani %96,9 ve 6zgllliik orani %100 olarak oldukga
yuksek bulunmustur.

Kolorimetrik-GSBL testimizin sinirlamalarindan biri dogrudan
klinik 6rneklerden GSBL Uretimini saptamamaktadir. GSBL
Uretimini test edebilmek icin gelen klinik 6rnekler kiiltiirleme
isleminden sonra koloniler {izerinden yapilmaktadir. ikinci
sinirlamasi ise pH degisimine bagh gergeklesen renk
degisiminin herhangi bir spektrofotometre cihazi ile degil
tamamen subjektif olarak yorumlanmasidir. Son olarak
testimizin bla_,,, bla.,, bla,, gibi GSBL genlerinin alt

SHV
gruplarini ayirt edememesi ¢alismamizin sinirlamalarini
olusturmaktadir.

Calismamizda, K. pneumoniae izolatlarinda GSBL iretiminde
en yaygin CTX-M grubu enzimlerin oldugu tespit edilmistir.
izolatlarin  yarisindan fazlasinda antibiyotik  direncini
olusturan genlerin ikili ve Ucli kombinasyonlar halinde
bulunduklari goézlemlenmistir. Kolorimetrik-GSBL saptama
testinin duyarhlik ve 6zgullik oraninin oldukga yiksek oldugu
saptanmistir. Ancak bu testin, daha genis kapsamli bir calisma
ile birlikte performansini degerlendirmek gerekmektedir.
Sonug olarak, hastanemizde, bolgemizde, llkemizde veya
diinyamizda K. pneumoniae basta olmak lzere GSBL Uretimi
artmaya devam etmektedir. Bu nedenle akilci tedaviyi
saglamak, yanlis antibiyotik kullanimini azaltmak icin GSBL
Ureten izolatlarin rutinde taranmasi saglanmali ve direng
profilleri gikartiimalidir.
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