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Oz

Amag: Enterobactericeae ailesinin Uyeleri kan kiltlrlerinde
Urediklerinde daima etken olarak kabul edilmektedirler.
Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) Ureten ¢oklu
ilaca direngli Enterobactericeae izolatlarina bagli
enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemler kullaniimaktadir.
Karbapenemlerin, 6zellikle GSBL Ureten bakteriler ile olusan
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullaniimasi,
karbapenemaz Ureten suslarin ortaya ¢lkmasina neden
olmustur. Bu c¢alismada; kan  kdltlrlerinde  Ureyen
Enterobacteriaceae (E. coli ve K. pneumoniae) izolatlarinda
GSBL sikhigi ve karbapenemaz varligi fenotipik yontem ve
molekuler yéntem ile arastiriimistir.

Materyal ve Metot: Namik Kemal Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
01.01.2013-30.04.2016 tarihleri arasinda gonderilen kan
orneklerinden izole edilen 56 E.coli ve 11 K.pneumoniae izolati
galismaya alinmistir. izolatlarin GSBL varligi Clinical and
Laboratory Standards (CLSI) 6nerilerine gore Kirby-Bauer disk
difizyon ve kombine disk yontemi ile cahsilmigtir.
Karbapenemaz aktivitesi ise; karbapenemlerden herhangi biri
icin inhibisyon zonu <28 mm olarak O&lgllen izolatlarda,
fenotipik yontem olarak MASTDISCS ID ve temosilin diski
kullanilarak arastiriimis ve molekiler yéntem olarak PCR ile
caligilarak sonuglar karsilastiriimistir.

Bulgular: Galismaya alinan 56 E.coli izolatinin 30'u ve 11
K.pneumoniae  izolatinin  altisinda  GSBL  pozitifligi
saptanmistir. MASTDISCS ID ve temosilin diski ile t¢ E.coli
izolatinda metallo-beta-laktamaz (MBL), dérdiinde ise OXA-48
varligi tespit edilmigtir. PCR ile MBL pozitifligi saptanmamis
ancak dort izolatta OXA geni tespit edilmis ve iki izolatin OXA
tipi belirlenememistir.

Sonug: Sonug¢ olarak, hastanemizde U¢ vyl igcinde kan
kilturlerinde ureyen E.coli ve K. pneumoniae izolatlarinda
ylksek GSBL pozitifligi (%54) saptanmistir.

GSBL pozitif bes izolattan Uglinde PCR ile karbapenemaz
varligi da tespit edilmistir. Ayrica llkemizde karbapenemaz
olarak OXA-48 tipi yaygin oldugundan MASTDISCS ID’ nin
yaninda temosilin diskinin kullaniimasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kan kilturl, GSBL, karbapenemaz, E.
coli, K. pneumoniae.

Abstract

Aim: The members of Enterobactericeae family are always
accepted as pathogenic when they are isolated from blood
cultures. The carbapenems are preferred for the treatment of
serious infections caused by ESBL producing multidrug-
resistant Enterobactericeae isolates. Carbapenems are used
extensively for treatment of serious infections caused by ESBL
producing bacteria, this situation leads to emerging of
carbapenemase producing strains. The main purposes of this
study were to investigate ESBL positivity and the presence of
carbapenemase by phenotypic method and molecular method
from Enterobactericeae (E.coli and K.pneumoniae) strains
isolated from blood cultures.

Material and Method: 56 E. coli and 11 K.pneumoniae
isolates isolated from the blood samples sent to the Namik
Kemal University Health Practice and Research Center
Microbiology Laboratory between 01.01.2013 and 30.04.2016
were taken to the study. ESBL positivity were determined by
Kirby-Bauer disc diffusion method based on suggestion of
Clinical and Laboratory Standards (CLSI). The zone diameter
of carbapenem; measured as <28 mm diameter of isolates
then, carbapenem activity was determined by using of
MASTDISCSID Carbapenemase Detection Set and temocillin
disc as phenotypic methods and by using of PCR as the
molecular method and the results of these methods were
compared.

Results: In this study, ESBL positivity for 30 of 56 E.coli and 6
of 11 K.pneumoniae isolates were detected. Metallo-beta-
lactamase (MBL) was detected in three E. coli isolates with the
MASTDISCS ID and the temocillin disc, and the presence of
OXA-48 in the fourth. PCR did not detect MBL positivity but
OXA gene was detected in four isolates and OXA type of two
isolates could not be determined.

Conclusion: As a result of this study, it was seen that the rate
ESBL positivity were high for E.coli and K.pneumoniae isolates
from the blood culture samples in our hospital (54%) during
three years. The presence of carbapenemase were detected
by PCR in three out of five ESBL positive isolates. In addition,
if OXA-48 type is common as carbapenemase in your country,
it is necessary to use a temocillin disc beside MAST DISCS ID.

Key words: Blood culture, ESBL, carbapenemase, E. coli, K.
pneumonia

Corresponding Author / Sorumlu Yazar:
Mine AYDIN KURC

Adres: Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Tip Fakiiltesi,

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tekirdag-Turkiye
E-posta: mineaydines@gmail.com

Article History / Makale Gegmisi:

Date Received / Gelig Tarihi: 29.06.2018
Date Accepted / Kabul Tarihi: 30.10.2018

Namik Kemal Tip Dergisi 2018; 6(3): 88-95



Topkaya ve ark.

Namik Kemal Tip Dergisi 2018; 6(3): 88-95

GiRIS

Kan dolasimi enfeksiyonlarina neden olan
Gram negatif enterik c¢omaklar c¢ogunlukla
¢oklu antibiyotik direncine sahiptir. Geniglemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Ureten goklu
ilaca direncgli Enterobacteriaceae izolatlarina
bagh enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla
karbapenemler tercih edilmektedir.
Karbapenemlerin GSBL Ureten bakteriler ile
olusan ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin
olarak kullaniimasi, karbapenemaz ureten
suslarin ortaya c¢ikmasina neden olmustur.
Uzun sure hastanede yatis, genis spektrumiu
antibiyotiklerin kullanilmasi, invazif girigsimler,
mekanik ventilasyon, total parenteral beslenme
ve nazogastrik sonda uygulamasi gibi durumlar
karbapenem  direngli  Enterobacteriaceae
izolatlariyla gelisen enfeksiyonlar igin risk
faktorleri olarak tanimlanmistir?,
Karbapenemaz ve GSBL pozitif izolatlarin
neden oldugu sepsis olgular icin tedavi

segenekleri oldukga kisithdir.

Enterobactericeae Uyelerinde karbapenem
direncine neden olan karbapenemaz enzimleri;
sinif A karbapenemazlar (KPC tipleri), sinif B’
de yer alan metallo-beta-laktamaz (MBL)’ lar
(VIM, NDM ve IMP) ve sinif D oksasilinazlar
(OXA-48 benzeri) olarak siniflandiriimaktadir?.
Ulkemizde en sik tespit edilen karbapenemaz
OXA-48 olmakla birlikte; IMP, VIM ve NDM gibi
metallo-beta-laktamazlarin (MBL) da

bulundugu bildirilmigtir 3.

Enterobacteriaceae izolatlarinda,
karbapenemaz ve GSBL varliginin rutinde test
edilmesi 6nerilmemekte ancak, enfeksiyon
kontrolil ve epidemiyolojik verilerin toplanmasi
icin gerekli oldugu belirtiimektedir. Kan

dolasimi enfeksiyonlarinin tedavisinin dogru

yonlendiriimesi ve enfeksiyonlarin kontrolu icin
antimikrobiyal diren¢ ile ilgili slrveyans
verilerinin  bilinmesi olduk¢ga ©6nemlidir. Bu
calismada,; kan kiltdrlerinde ureyen
Enterobacteriaceae (E. coli ve K. pneumoniae)
izolatlarinda GSBL sikhd ve karbapenemaz

varhgi arastiriimistir.
MATERYAL VE METOT

izolatlarin Toplanmasi

Namik Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi Tibbi
01.01.2013-30.04.2016

tarihleri arasinda Yogun Bakim Unitesi (YBU),

Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na
hematoloji ve onkoloji servislerinden
gonderilen kan kdultirlerinden elde edilen E.
coli ve K. pneumoniae izolatlari ¢alismaya
alinmistir. Kan kultirt érnekleri BACTEC 9050
(Becton Dickinson, ABD) sistemi kullanilarak
KLIMUD  (Klinik  Mikrobiyoloji ~ Uzmanlk
Dernegi) Kan Dolagimi Ornekleri Rehberi'ne
gore degerlendirilmistir. Kan kiltlriinde treyen
ve etken olarak kabul edilen Gram negatif
comaklar; VITEK2 Compact (bioMerieux,
Fransa) otomatize sistemi  kullanilarak
tanimlanmigtir. Kan dolasimi enfeksiyon etkeni
olan 56 E. coli ve 11 K. pneumoniae olmak
Uzere toplam 67 izolat, GSBL ve
karbapenemaz c¢alismalari igcin -20°C’de

stoklanmigtir.

GSBL Varliginin Arastiriimasi

izolatlarda GSBL varligini  taramak ve
dogrulamak igin, CLSI onerileri dogrultusunda;
kombine disk yontemi ile sefotaksim (30 pg),
sefotaksim (30 pg)/klavulanik asit (10 pg) ve
seftazidim (30 pg)/seftazidim (30 pg)/klavulanik
asit (10 pg) diskleri kullaniimigtir (CLSI M100-
S25).
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Karbapenemaz Varliginin MASTDISCS ID ve
Temosilin Diski ile Belirlenmesi

izolatlarin  karbapenem duyarliliklar  Kirby-
Bauer disk difizyon yéntemi ile belirlenmis ve
Clinical and Laboratory Standards (CLSI)
onerilerine gore degerlendirilmistir 4. Duyarlihk
testleri i¢in imipenem (10 ug), meropenem (10
pg) ve ertapenem (10 pg) diskleri kullaniimistir.
CLSI’ ye gore ertapenem inhibisyon zonu <22
mm ve EUCAST (The European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing)a goére

meropenem inhibisyon zonu <28 mm olan
izolatlarin karbapenemaz agisindan taranmasi
onerilmektedir #45. Calismamizda CLSI ve
EUCAST oOnerileri birlikte degerlendirilerek
karbapenemaz varh@ arastirilacak izolatlar
belirlenmis, MASTDISCS ID Carbapenemase
Detection Set ve temosilin (TEM, 30 ug)
kullanilarak karbapenemaz aktivitesi
calisiimistir (Tablo 1). Standart sus olarak; E.
coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC

700603 kullaniimistir.

Tablo 1. MASTDISCS ID Carbapenemase Detection Set ve temosilin diski yorumlama kriterleri (zon gaplari)

MASTDISCS ID Disk A Disk B Disk D Temosilin Diski

Disk Igerigi MEM MEM+DP MEM+BO MEM-+Kloksasilin Temosilin

Yorumlama kriteri B-A =2 5mm C-A=24mm D-A=5mm <11 mm
MBL (+) AmpC (+) OXA-48 (+)

MEM: Meropenem, DP: Dipikolinik asit, MBL: Metallo beta-laktamaz, KPC: Klebsiella pneumoniae Carbapenemase.

Molekiiler Yontemle Karbapenemaz
Genlerinin Belirlenmesi
Calismamizda  Onerilen  kriterlere  gore
karbapenemaz supheli 10 izolatin;
karbapenem direng genlerinin amplifikasyonu
PCR ile vyapimistir. izolatlar énce EMB,
ardindan %95 koyun kanli agarda tek koloni
olarak elde edilmigtir. Gen ve izolasyon
basarisinin kontroliinde, OXA-48 tasiyan lokal
E. coli izolati (EC61) kullaniimistir. izolatlarin
DNA izolasyonu CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) tarafindan yayinlanan
calisma protokolU modifiye edilerek
gergeklestiriimistir ¢. Ozetle, kanli agardaki
kolonilerden alinan bir 6ze dolusu bakteri,
icinde 1 ml steril saf su bulunan tip iginde
suspanse edilmistir. Tapler 5000 rpm’de 10 dk
santrifijlendikten  sonra  iclerindeki  sivi
tamamen uzaklastirilarak, érnek igine 25 pl saf
su pipetlenerek cozilmustiir. Uzerlerine 25
0.1 N NaOH eklendikten sonra, tip icerigi 500
pl lik tipe alinip termal déngu cihazinda
99°C’de 10 dakika bekletilmistir. Sure sonunda
tipler 3-5 dakika buz Ustiinde sogutulduktan

sonra tuplere 0.5 M Tris-HCI (pH 8.0) den

18 ul eklenerek nétralizasyon yapilmistir. Daha
sonra tuplere 400 pl steril soguk saf su eklenip
ornek ile karismasi saglanmistir. Ornekler
maksimum hizda 3 dk santrifiij edilerek,
sipernatan yeni bir tipe alinmig ve

calisilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

Amplifikasyonda diren¢ ile iligkili en sik
rastlanan blakrc, blaces-2, blavim, blave, blanowm,
blaspm, blacim, blamnmec), blaswe ve blaoxa
genlere ait 6zgul primerler kullaniimigtir (Tablo
2). Bu amagla her biri 0.5 yM olacak sekilde
forward ve reverse primerler, 2 mM MgClz, 0.2
mM her bir dNTP, 2.5 Ul/reaksiyon Taq
polimeraz enzimi (Promega, ABD) ve 1X
yogunlukta tampon igeren karigsim hazirlanarak
icine izole DNA o6rneklerinden eklenmistir.
Termal doéngu cihazina (GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystems, ABD)
yuklenen &rnekler 94°C’de 5 dakika denatire
edildikten sonra, 40 déngl halinde 94°C’de 30
saniye, ilgili baglanma sicakliginda 80 saniye,
72°C'de 1 dakika olarak amplifikasyon
yapilmistir. PCR dUrinleri 0.5pg/ml etidyum

bromir ve %2 lik agaroz iceren jelde
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yurGtilerek, UV  Transilluminatér altinda

goruntulenerek bant varliklari arastinimistir.

Tablo 2. Karbapenemaz genlerinin belirlenmesi icin
kullanilan primerler

Bant
Primer Primer Dizileri2 Biiyilikligii Kaynak
(bg)
bla, 5.GATACCACGTTCCGTCTGG-3' ae 7
KPC B.GCAGGTTCCGGTTTTGTCTC-3'
bla, 5.GTTTTGCAATGTGCTCAACG-3' - B
CESZ 5 .TGCCATAGCAATAGGCGTAG-3
blavim 5.AGTGGTGAGTATCCGACAG-3' 261 9
5-ATGAAAGTGCGTGGAGAC-3'
blame 5.CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3' 587 9
5-AACCAGTTTTGCCTTACCAT-3'
blaoxa  5-ACACAATACATATCAACTTCGC-3' 813 10
5-AGTGTGTTTAGAATGGTGATC-3'
bla, 5.TTGGTGGCATCGATTATCGG-3' 704 1
%48 5.GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3
5.GATCGGATTGGAGAACCAGA-3'
blaoxa- 501 11
P42 5 ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3'
blaoxas: D -TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3' 353 12
5-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3'
blaxoy ~ 5-TCGATCCCAACGGTGATATT-3' 287 11
5-TGGATCAAGCAGGAGATCAA-3'
blassy  5-AAAATCTGGGTACGCAAACG-3' 271 13
5-ACATTATCCGCTGGAACAGG-3'
blacim 5.TCGACACACCTTGGTCTGAA-3' 477 13
5-AACTTCCAACTTTGCCATGC-3'
blamwmcy 5-TGCGGTCGATTGGAGATAAA-3 399 14
5-CGATTCTTGAAGCTTCTGCG-3'
blasme 5'-ACTTTGATGGGAGGATTGGC-3' 551 14

5-ACGAATTCGAGCATCACCAG-3'

2 Primer giftlerinin énce Forward sonra Revers primeri
belirtilmigtir.

BULGULAR

Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina 01.01.2013-
30.04.2016 tarihleri arasinda gonderilen kan
kiltirlerinden elde edilen toplam 67 izolat
c¢alismaya alinmistir. Calismamizda, 56 E. coli
izolatinin  30’'unda ve 11 K. pneumoniae
izolatinin altisinda olmak Uzere toplam 36

izolatta (%53.7) GSBL pozitifligi saptanmistir.

Disk  difizyon yontemi ile imipenem,
meropenem ve ertapenem zon gaplar
degerlendirildiginde 7 E. coli ve 3 K.

pneumoniae olmak Uzere toplam 10 izolat
karbapenemaz slpheli
izolatlarda MASTDISCS ID ve temosilin diski

ile karbapenemaz aktivitesine bakildiginda 10

bulunmustur. Bu

izolatin Gglinde MBL pozitifligi ve dérdiinde ise

OXA-48 varligi tespit edilmistir (Sekil 1, 2,
Tablo 3).

Sekil 2. MASTDISCS ID Carbapenem Detection Seti ile
saptanan MBL pozitifligi

100 bp

Sekil 3. blaOXA-48 PCR sonuglart (M: 100 bp marker,
EC61.: pozitif kontrol (744 bp), izolatlar)
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Tablo 3. Karbapenemaz slpheli izolatlarin zon ¢aplari (mm), GSBL ve karbapenemaz aktiviteleri

izolat-No IPM ETP MEM GSBL MASTDISCS TEM PCR
ID
E. coli-1 27 21 26 Pozitif - Pozitif blaoxa
E. coli-2 22 22 25 Negatif - Negatif -
E. coli-3 24 27 26 Negatif MBL + Negatif
E. coli-4 23 27 26 Negatif MBL + Negatif
E. coli-5 9 0 7 Pozitif - Negatif
E. coli-6 24 24 26 Pozitif MBL+ Negatif
E. coli-7 18 19 21 Pozitif - Pozitif blaogxa.s
K. pneumoniae-1 26 14 22 Negatif - Negatif -
K. pneumoniae-2 25 15 20 Pozitif - Pozitif blaoxa
K. pneumoniae-3 16 0 0 Negatif - Pozitif blaoxa.4s

TEM: Temosilin diski
TARTISMA

Antibiyotik direng paternleri ve oranlari her
Ulkede ve hatta farkh hastanelerde bile
degisiklik gosterebiimektedir. Ulkemizde bu
sonuglarin degerlendiriimesi igin, 2005 yilinda
tamamlanan HITIT-1 ve 2007 yilindaki HITIT-2
sirveyans c¢alismalari yapilmistir. Hastane
kokenli izolatlarla yapilan bu c¢alismalarda
GSBL oranlar sirasiyla E.coli igin %26 ve
%42, K.pneumoniae igin %32 ve %41.4 olarak
verilmistir 1516, Dogu Avrupa’daki hastaneleri
kapsayan c¢ok merkezli MYSTIC slrveyans
calismasinda GSBL ureten bakterilerin belirgin
bir sekilde artmakta oldugu; E.coli igin
%19.6,

Devletlerinde ise %5

Brezilya’daki GSBL oraninin
Amerika  Birlesik
oraninda oldugu saptanmistir’. Calismamizda
kan orneklerinden izole edilen E.coli ve
K.pneumoniae izolatlarindaki GSBL oraninin
(n:36/67, %53.7) Ulkemizdeki diger galismalara
gbre daha yiksek oldugu gorulmastir. Bu
durum, izolatlarimizin gogunun YBU, onkoloji
ve hematoloji servislerinde yatan, uzun sire
hastanede yatmayi gerektiren malignite gibi
hastaliklari olan hasta 6rneklerinden elde

edilmis olmasi ile iligkilendirilmistir.

GSBL pozitif izolatlarda karbapenemler dnemli

bir tedavi segenegidir.  Karbapenemaz
aktivitesinin izlenmesi ve tedavinin dogru
yonlendirilmesi, hem bu tur izolatlarin neden

oldugu enfeksiyonlarda morbidite ve mortaliteyi

azaltmak hem de hastane enfeksiyonlarinin
kontrolliine katki saglamak agisindan énemlidir.
Ulkemizde karbapenemaz enzimlerinin birgogu
bildiriimis olmakla birlikte; ilk kez 2001 yilinda
OXA-48

Ulkemize 6zgl bir enzim olarak belirtiimis,

tanimlanan enzimi  uzun yillar
ancak 2008 yilindan itibaren birgok Ulkede

saptanmaya baglanmigtiri819,

Ukemizde daha énce vyapillan baz
calismalarda GSBL oranlari, karbapenemlere
durumlart  ve

duyarlilik karbapenemaz

aktiviteleri bildirilmigti.  Glzel Tungcan ve
ark.?%, hastane kaynakli enfeksiyonlardan izole
edilen 58 E.coli, 37 Klebsiella susu olmak
Uzere toplam 95 izolat ile yaptiklar calismada;
E.coli izolatlarinin 22’sinde (% 38), Klebsiella
12’sinde (% 32) GSBL

pozitifligi saptanmis ve izolatlarin hicbirinde

izolatlarinin ise

karbapenem direnci gdézlenmemistir. Goérgeg
ve ark.?! kan kultirlerinden elde ettikleri GSBL
pozitif Gram negatif bakterilerle yaptiklari
calismada, 42’'si E. coli ve yedisi Klebsiella
spp. olmak Uzere toplam 49 izolatta ertapenem
ve meropenem diski kullanarak standart disk
difizyon ydéntemi ve Modifiye Hodge Testi
(MHT) ile

taramiglardir. Bu galismada, ertapenem igin

karbapenemaz aktivitesi
zon c¢aplari 19-21 mm arasinda olan Ug¢ izolatta
MHT ile

saptanamadigi belirtiimistir. Cakar ve ark?.

karbapenemaz aktivitesi

EuSCAPE projesi kapsamindaki ¢ok merkezli
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calismalarinda, toplam 155 karbapenemaz
stpheli K.pneumoniae (n= 134, % 86.5) ve
E.coli (n=21, %13.5) izolatinin 127’ sinde
OXA-48 geni, 15’ inde ise MBL pozitifligi
saptamis ve izolatlarin her U¢ karbapeneme
(imipenem, meropenem, ertapenem) de
direngli  oldugunu  belirtmislerdir.  Ayrica
izolatlarin  hicbirinde KPC enzimi tespit

edilememistir.

Fenotipik degerlendirme ydntemlerinden biri
olan MASTDISCS ID inhibitdr kombinasyon
diskleri ile yapilan bir ¢alismada duyarlilik ve
O6zgulligun sirasiyla karbapenemaz Ureten
izolatlarda %78 ve %93, NDM ureten
izolatlarda %2100 ve %100 oldugu; ancak, VIM
ve IPM Ureten izolatlarin yalnizca %50’
sinin saptanabildigi ileri surilmuastar. Ayrica
MASTDISCS ID ve Rosco Diagnostica Neo-
Sensitabs  disklerinin
tirlerinde VIM, IPM ve OXA-48 benzeri

karbapenemazlari

Enterobacteriaceae

belirlemede spesifik
olmadigini belirtmiglerdir?2. Cunku
MASTDISCS ID ile MBL ve KPC enzimleri
belirlenebilmekte, ancak kit igeriginde
bulunmayan temosilin diski ek olarak test

edildiginde OXA-48 enzimi saptanabilmektedir.

Gunimizde Uzakdogu (lkelerinde farkli
bélgelerde tespit edilmeye baglanan NDM
enzimi iceren izolatlarin artigi ciddi bir sorun
olarak ortaya gikmaktadir 23. Ulkemizde 2011
yilinda bir K. pneumoniae izolatinda ilk defa
NDM enzimi saptanmistir?*. 2015 yilinda
Ulkemizde ilk kez OXA-48 ve NDM enzimi
iceren izolat tespit edilmistir?>. Tekintas ve
arkadaglari®® K. pneumoniae izolatlarinda
karbapenemaz enzimi saptamak amaciyla
yaptiklari bir galismada; PCR ve fenotipik
yontemleri (MASTDICS ID ve Carbapenem
Inactivation Method (CIM))

karsilastirmiglardir. Toplam 54 izolatin 33’
unde OXA-48, ikisinde NDM ve 19’ unda her iki

geninde birlikte bulundugunu saptamiglardir.

Calismamizda, karbapenemaz sipheli 10
izolatin Gglinde MASTDISCS ID ile MBL
pozitifligi saptanmis ancak bu bulgu molekiiler
yontem ile dogrulanamamistir (Tablo 3).
Molekuler yontem ile belirlenen OXA pozitif
izolatlar ise MASTDISCS ID ile karbapenemaz
negatif olarak belirlenmigtir. Ayrica doért izolatta
(E. coli-1, E. coli-7, K. pneumoniae-2, K.
pneumoniae-3) ise, temosilin diski ile OXA-48
varligi belirlenmis ve PCR yontemi ile uyumlu
oldugu gorulmustir. PCR yontemi ile iki
izolatta OXA-48 geni pozitifken (E. coli-7 ve K.
pneumoniae-3), diger iki izolatta blaoxa geninin
tipi tespit edilememistir. Calisilan primerlerle
(blaoxa-23.4851) dort izolatin ikisinde OXA tipinin
belilenememesi bu iki izolatin farkh tipte
(OXA-27, OXA-49, OXA-64, OXA-66 vb.)
olabilecegini diisiindirmektedir. PCR ile blaoxa
pozitif izolatlarin hepsinde (4/4) CLSI'in
Onerdigi gibi ertapenem zon ¢api 22 mm’ nin
altinda ve EUCAST'In  o6nerdigi  gibi
meropenem inhibisyon zonu <28 mm’ dir
(Tablo 3). Bir c¢alismada karbapenemaz
calismasi icin ertapenem ve meropenem zon
caplarinin birlikte degerlendirilmesi
Onerilmektedir. Ayni  galismada sadece
imipenem veya meropenem  kullanilan
laboratuvarlarda rutin duyarlihk testlerinde
karbapenemaz enzimlerinin
saptanamayabilecegi  belirtiimistir?”.  izolat
sayimiz az olmakla birlikte bizim bulgularimiz

da bu bilgiyi desteklemektedir.

Sonug olarak, hastanemizde 2013-2016 yillar
arasinda kan kdulturlerinden elde edilen
izolatlarda saptadigimiz  GSBL oranimiz
yuksektir.

Calismamizda karbapenemaz
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aktivitesini arastirmak i¢in  herhangi bir

karbapenem igcin zon ¢api <28 mm kabul

edildiginde supheli 10 izolatin Uglinde
MASTDISCS ID ile MBL saptanmis ancak bu
sonug molekuler yéntemlerle

dogrulanamamistir. Bu veriler dogrultusunda

indikatér  olarak  ertapenem <22 mm
alinmasinin yalanci pozitif MBL sonugclarini
farkh

dugik

Onleyebilecegi  sdylenebilir.  Ayrica

sonuglar  disklerin  duyarhhdinin
olmasindan kaynaklanabilecegi gibi MBL geni
icin  farkli  primer giftlerinin  kullanilarak
tekrarlanmasi gerektigini de disindirmektedir.
PCR ile OXA geni

timinde ertapenem inhibisyon zonu <22 mm

saptanan izolatlarin
iken (CLSI O6nerisi), dort izolattan Ugunde
meropenem  inhibisyon zonu <28 mm
(EUCAST onerisi) dir. Molekuler yontemler ile
CLSI

hangisinin

karbapenemaz veya
EUCAST dikkate

alinacagini saptamak amaciyla daha fazla

arastirilirken
kriterlerinin
sayida izolat ile calisiimaldir. Molekduler

yontemlerle c¢alisma olasihgr kisith  olan

mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, rutinde
karbapenemaz varligi ve turinin belirlenmesi
icin  MASTDISCS ID kullanilabilir. Ancak
temosilin diski eklenmedigi takdirde llkemizde
yaygin olan karbapenemaz olan OXA-48’in

saptanamayacag! bilinmelidir.
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gerceklestirildigi, Karadeniz Teknik Universitesi
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Kurtulus Buruk’a tesekklr ederiz.

Kaynaklar

1. Swaminathan M, Sharma S, Poliansky Blash S, Patel
G, Banach DB, Phillips M, et al. Prevalence and risk

factors for acquisition of carbapenem resistant

10.

11.

Enterobacteriaceae in the setting of endemicity. Infect
Control Hosp Epidemiol 2013;34(8):809-8.

Cakar A, Akyén Y, Gir D Karatuna O, Ogiing D,
Ozhak Baysan B, ve ark. Tiirkiye’de 2014 yili iginde
izole edilen karbapeneme direncli Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz
varliginin arastirilmasi. Mikrobiyol Bul 2016;50(1):21-
33.

Canton R, Akova M, Carmeli Y, Giske CG,
Glupczynski Y, Gniadkowski M, et al. Rapid evolution
and spread of carbapenemases among
Enterobacteriaceae in Europe. Clin Microbiol Infect
2012;18(5): 413-31.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Performance Standarts for Antimicrobial Susceptibility
Testing; Twenty-fifth Informational Supplement. M100-
S25.Wayne PA: CLSI 2015.

The European Committee on  Antimicrobial
EUCAST guidelines for

detection of resistance mechanisms and specific

Susceptibility ~Testing.

resistances of clinical and/or epidemiological
importance Version 2.0 2017. (http://www.eucast.org).

Centers for Disease Control and Prevention. Multiplex
real-time PCR detection of Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) and New Delhi metallo-§-
(NDM-1). 2011 [https:/
/www.cdc.gov/hai/pdfs/labsettings/kpc — ndm —protocol
- 2011.pdf]. (Erigim tarihi: 25.07.2017)

Hindiyeh M, Smollen G, Grossman Z, Ram D,

lactamase

Davidson Y, Mileguir F, et al. Rapid Detection of
blaKPC carbapenemase genes by real-time PCR. J
Clin Microbiol 2008(Sept);2879-83.

Weldhagen GF, Prinsloo A. Molecular detection of
GES-2 extended spectrum Betalactamase producing
Pseudomonas aeruginosa in Pretoria, South Africa. Int
J Antimicrob Agents. 2004; 24:35-8.

Avlami A, Bekris S, Ganteris G, Kraniotaki E,
Malamou-Lada E, Orfanidou M, et al. Detection of
metallo-B-lactamase genes in clinical specimens by a
commercial multiplex PCR system. J Microbiol
Methods 2010;83(2):185-7.

Saenz Y, Brinas L, Dominguez E, Ruiz J, Zarazaga M,
Vila J, et al. Mechanisms of resistance in multiple-
antibiotic-resistant Escherichia coli strains of human,
animal, and food
Chemother 2004;48 (10):3996-1.

Hofko M, Mischnik A, Kaase M, Zimmermann S,

origins.  Antimicrob  Agents

Dalpke AH. Detection of carbapenemases by real-time
PCR and melt curve analysis on the BD Max System.
J Clin Microbiol. 2014;52(5):1701-4.

94



Topkaya ve ark.

Namik Kemal Tip Dergisi 2018; 6(3): 88-95

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Turton JF, Woodford N, Glover J, Yarde S, Kaufmann
ME, Pitt TL. Identification of Acinetobacter baumannii
by detection of the blaOXA-51-like carbapenemase
gene intrinsic to this species. J Clin Microbiol
2006;44(8):2974-6.

Poirela L, Walshb TR, Cuvilliera V, Nordmanna P.
PCR  for
carbapenemase genes. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease 2011; 70:119-23.

Hong SS, Kim K, Huh JH, Jung B, Kang MS, Hong
SG. Multiplex PCR for rapid detection of genes

Multiplex detection of acquired

encoding class a carbapenemases. Ann Lab Med.

2012; 32:359-61.

Gur D, Gulay Z, Akan OA, Aktas Z, Bal Kayacan C,

Cakici O. ve ark. Tirkiye'de hastane izolati gram-

negatif bakterilerde yeni beta-laktam antibiyotiklere

GSBL tipleri:  Cok
sonuglarl.  Mikrobiyol  Bul

merkezli  Hitit
2008;

direng ve
surveyansinin
42(4):537-44.
Gir D, Hascelik G, Aydin N, Telli M, Gultekin M,
Ogiilng D, et al. Antimicrobial resistance in gram-
negative hospital isolates: results of theTurkish HITIT-
2 surveillance study of 2007. J Chemother
2009;21(4):383-9.

Pfaller MA, Jones RN. MYSTIC (Meropenem Yearly
Susceptibility Test Information Collection) results from
the Americas: resistance implications in the treatment
MYSTIC Study Group
(Americas). J Antimicrob Chemother 2000; 46(Suppl
T2):25-37.

Poirel L, Heritier C, Tolun V, Nordmann P. Emergence

of serious infections.

of oxacillinase-mediated resistance to imipenem in
Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother
2004;48(1):15-22.

1Potron A, Poirel L, Rondinaud E, Nordmann P.
Intercontinental spread of OXA-48 beta-lactamase-
producing Enterobacteriaceae over a 11-year period,
2001 to 2011. Euro Surveill. 2013;18(31). pii: 20549.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Glizel Tungcan O, Tozlu Keten D, Dizbay M, Hizel K.

Hastane kaynakli Escherichia coli ve Klebsiella
suglarinin  ertapenem ve diger antibiyotiklere
duyarliigi. ANKEM Derg 2008;22(4):188-92.

Gorge¢ S, Kuzucu G, Yetkin F, Ersoy Y. Kan
kulturlerinden izole edilen genislemis spektrumlu beta
laktamaz Ureten gram negatif bakterilerde tigesiklin ve
diger antimikrobiyallerin  in vitro etkinligi ve
karbapenemaz aktivitesinin arastiriimasi. inénii Unv
Tip Fak Derg 2011;18(2):106-10.

Doyle D, Peirano G, Lascols C, Lloyd T, Church DL,
Pitout JD. Laboratory detection of Enterobacteriaceae
that produce carbapenemases. J Clin Microbiol 2012;
50:3877-80.

Bush K. Alarming beta-lactamase-mediated resistance
in multidrug-resistant Enterobacteriaceae. Curr Opin
Microbiol. 2010; 13(5): 558-64.

Poirel L, OGzdamar M, Ocampo-Sosa AA, Tirkoglu S,
Ozer UG, Nordmann P. NDM-1-Producing Klebsiella
pneumoniae now
Chemother 2012;56(5): 2784-5.

Kilic A, Baysallar M. The first Klebsiella pneumoniae
isolate co-producing OXA-48 and NDM-1 in Turkey.
Ann Lab Med. 2015;35(3):382-3.

Tekintas Y, Cilli F, Era¢ B, Yasar M, Aydemir SS,
Hosgér Limoncu M. Kilinik Klebsiella pneumoniae

in  Turkey. Antimicrob Agents

izolatlarinda karbapenemaz uretiminin saptanmasinda
polimeraz zincir reaksiyonu ve fenotipik yontemlerin
karsilastiriimasi. Mikrobiyol Bul 2017; 51(3):269-76.
Lomaestro BM, Tobin EH, Shang W, Gootz T. The
spread of Klebsiella pneumoniae carbapenemase—
producing K. pneumoniae to upstate New York. Clin
Infect Dis 2006;43(3):26-8.

95



