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Gram-negatif bakterilerde beta-laktamaz aracili antimikrobiyal diren¢ dzellikle saghk hizmetleriyle iligkili enfeksiyonlarin tedavi-
sinde buylUk sorun olusturmaktadir. Beta-laktamaz aracili enzimatik diren¢g mekanizmalari ¢ogunlukla plazmidler araciligiyla
aktariimaktadir, bu nedenle bu suglarin neden oldugu enfeksiyonlarda coklu ila¢ direnci nedeniyle tedavide problemler gozlen-
mektedir. Sonugta, bu mikroorganizmalarin neden oldugu, hayati tehdit eden ciddi hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde karba-
penemler halen en guvenilir sinif antibiyotiklerdir. Bu makalede Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri arasinda ortaya ¢ikan karbape-
nemaz aracili karbapenem direncinin klinik Gnemi ve laboratuvar uygulamalariyla tespit edilebilirligi irdelenmektedir.

Karbapenem direnci, karbapenemaz, enterik bakteriler
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In gram-negative bacteria, antimicrobial resistance related to beta-lactamases is a serious problem in the management of healt-
hcare-related infections. Enzymatic resistance due to beta-lactamases is mostly transferred via plasmids, which results in mul-
tiple drug resistance and difficulties in the treatment. Carbapenems are the most reliable group of antimicrobials in the treatment
of infections caused by these resistant bacteria. In this report, we aimed to reveal the antimicrobial resistance-related carbape-
nemase-mediated resistance to carbapenems, the clinical significance, and the detectability of the resistance in the laboratory.
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Son yillarda enterik gram-negatif bakteriler (EGNB)
surekli degisen, ivmelenen direng bicimleri gdstermek-
te ve kuresellesen dunyada bu direng bigimleri hizla
yayllmaktadir. Hasta bakiminin gelismesi, yasami
destekleyici tedavilere ve invaziv girisimlere giderek
daha sik bagvurulmasi, antibiyotik direncinin yayiima-
sini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle EGNB’lerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisi klinisyenler icin ®nemli
bir ugras haline gelmis, bu konu Uizerine yapilan aras-
tirma ve calismalar hiz kazanmistir. Sonugcta, direng
mekanizmalarinin ve turlerinin giderek cesitlilik kazan-
masil, hizla yayilmasi ve bu direng tiplerinin farkl bak-
teriler arasinda aktarimi, elimizdeki tedavi segenekleri-
ni agamali olarak devre disi birakmaktadir.

Karbapenemler beta-laktam sinifi igerisinde en
genis spektruma sahip, hizli bakterisidal etki gosteren
antibiyotiklerdir. Bu grup antibiyotiklerin siniflamasi
Tablo 1’de verilmektedir. Birinci grup karbapenemler
olan ertapenem ve panipenem ozellikle toplumdan
kazaniimis ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde, ikinci
grup karbapenemler ise guclu nonfermantatif etkinlikle-
ri nedeniyle hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanihr. Uguncu grup karbapenem olan CS-023 ise
ikinci grubun etkinligine ek olarak metisiline direncgli
Staphylococcus aureus (MRSA)'a karsi da aktivite
gostermektedirl'l.

Bu ilaglarin bakterilerde enzimatik direngte rol
oynayan AmpC ve genis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL) da dahil olmak Uzere neredeyse higbir beta-
laktamazdan etkilenmedikleri  bilinmektedirl!-5],
Karbapenemler penisilin baglayan proteinlere (PBP)
guclu bir sekilde baglanir. Genel yapi ve buyuklukleri
nedeniyle porin kanallarindan sizmalari ve bakteri hiic-
resine gegisleri gok iyidir>®l. Sonugta, genis antibakte-
riyel spektrumlariyla aerop ve anaerop birgcok mikroor-
ganizma tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda yaygin

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ertapenem imipenem CS-023
Panipenem Meropenem
Nonfermantatif etkinlik sinirli Biapenem

Doripenem

* 1 no'lu kaynaktan alinmistir.

Sayfa 2/11 = Page 2 of 11

kullaniimaktadir®4l, Enterobacteriaceae ailesi iginde,
ozellikle karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae
suglari son yillarda dunyanin birgok bdlgesinde siklikla
izole edilmektedir. Bu izolatlarin neredeyse tum anti-
mikrobiyal ajanlara direncli olup, hastanelerde epide-
milere yol agctiklari bildiriimektedir”. Karbapeneme
direngli EGNB’lerin neden oldugu bu enfeksiyonlar,
hastanede yatis suresinin uzamasina, kritik hastalik ve
invaziv alet varliginda yuksek mortalite ve morbiditeye
neden olmaktadir®®l,

Karbapenemlere ybnelik diren¢ gelisimi, degisen
derecede hidroliz kapasitesine sahip karbapenemaz
uretimiyle sinirli degildir”). Bu antibiyotiklere karsi bazi
mikroorganizmalar intrensek direng gosterebilir.
Ornegin; karbapenemlerin MRSAnin PBP-2a resep-
torlerine zayif baglanmasi, bu bakterilerdeki intrensek
direncten sorumludurt®. Bazi suslarda, atim pompala-
riyla olusan dirence ya da membran gecirgenliginde
azalmaya, GSBL ya da AmpC enzimlerinin asir uUreti-
minin eglik etmesiyle de karbapenem direnci olugabi-
lir1:10-131 Ozellikle CTX-M tipi GSBLlerin EGNB’lerde
yayilimasinin karbapenem direnci gelismesini kolaylas-
tirdigi bildiriimektedir('®l.

llk belirlenen karbapenemazlar EDTA (Ethylene
Diamine Tetra Acetic acid) tarafindan inhibe olduklari
icin metalloenzimler olarak adlandiriimistir. Ancak,
1980’li yillarin sonunda karbapenemleri hidrolize
eden, EDTA ile inhibe olmayan enzimler saptanmis-
tirl'”l. Karbapenemazlarin sayi ve cesitliligindeki bu
artigla beraber siniflandirilma ihtiyaci ortaya ¢ikmigtir.
Beta-laktamazlar ilk olarak enzimleri kodlayan nukle-
otid dizilerine dayanan molekuler gruplarina gore
siniflandiriimistir. Buna gore Ambler siniflamasi olus-
turulmus ve beta-laktamazlar dort molekuler sinifa
ayriimigtirl'8l;
1. Sinif A: Penisilinazlar,
2. Sinif B: Metalloenzimler,
3. Sinif C: Sefalosporinazlar veya AmpC,
4. Sinif D: Oksasilinazlar.

Sinif A, C ve D enzimler aktif bdlgelerinde serin,
Sinif B ise aktif bdlgesinde ¢inko icermektedir. Sinif A,
B ve D daha cok plazmid, sinif C sefalosporinazlar ise
cogunlukla kromozom kontrolunde olan enzimlerdir.



Molekiiler Fonksiyonel
sinif grup Enzim Penisilin BKS

A 2f NMC + +
IMI + +

SME + +

KPC + +

GES + +

B 3 IMP + +
VIM + +

GIM + +

SPM + +

NDM + +

D 2d OXA + +
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inhibisyon
Hidroliz profili profili

GSS Aztreonam Karbapenem EDTA Klavulanik asit

+ + + - +
+ + + - +
+ + + - +
+ + + - +
+ - + - +
+ - + + -
+ - + + -
+ - + + -
+ - + + -
+ - + + -
+ - + - +

BKS: Birinci kusak sefalosporinler, GSS: Genis spektrumlu sefalosporinler, EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit.

Molekuler siniflamanin yani sira enzimler substrat spe-
sifisitelerine gore fonksiyonel olarak siniflandiriimistir.
Karbapenemazlari iceren fonksiyonel siniflama sema-
lar ilk olarak Bush tarafindan 1988 yilinda ortaya
konmustur. Bu enzimler gunumiuzde, yapisal 6zellikle-
ri, cinko afiniteleri ve hidroliz karakterlerinin kombinas-
yonu temel alinarak Ug sinifta toplanmistirl’®2%, By
fonksiyonel siniflamada karbapenemazlar grup 2d, 2f
ve 3 icerisinde, molekuler siniflamada ise sinif A, B ve
D igerisinde yer almaktadir (Tablo 2).

Sinif A karbapenemazlar, tum beta-laktamlari hid-
rolize eder. Sefoksitin ve seftazidim icin zayif, fakat
belirlenebilir bir hidroliz séz konusudur. GSBL'ler ile
karistirilabilir. Her iki grupta genis spektrumlu sefalos-
porinleri hidrolize eder. Farki karbapenem hidroliz
aktivitesi ve bu aktivitenin klavulanik asit ve tazobak-
tam tarafindan sadece zayif inhibisyon gbstermesi-
dirl1:21-23]

Sinif B metallobeta-laktamazlarin hidroliz meka-
nizmasi ise, enzimin aktif bdlgesindeki ginko iyonuyla
beta-laktamlarin etkilesmesi Uzerinedir. Dolayisiyla,
bunlar ¢inko baglayici olan EDTA ve diger divalan
katyonlarla inhibe olur. Klavulanik asit ve tazobaktam
tarafindan inhibe edilmez('7:2428] Karbapenem hidro-
liz aktiviteleri diger grup karbapenemazlara gore daha

fazla ve karbapenemler igin olusturduklari minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIK) degerleri daha yuk-
sektir.

Sinif D karbapenemazlar, cogunlukla Pseudomonas
aeruginosa ve asinetobakter turlerinde, daha az siklikla
da EGNB’lerde bulunmaktadir. Ancak, Ulkemizde dzel-
likle OXA-48 araciligiyla enterobakterilerde olusan kar-
bapenem direnci son yillarda artan oranda bildiriimekte-
dir?7-30, OXA 23-27-49 (grup 1), OXA 24-25-26-40-72
(grup 2), OXA-51 (grup 3), OXA-58 (grup 4) asinetobak-
ter turlerinde karbapenem direnci ile iligkili iken, OXA-48
(grup 5) Escherichia coli, klebsiella ve sitrobakter turle-
rinde karbapenem direncine neden olmaktadir®-32l, Bu
enzimler oksasilini klasik penisilinlerden daha hizli hid-
rolize etmeleri nedeniyle oksasilinazlar olarak tanimlan-
mistir. Klavulanik asit ve EDTA ile zayif bir inhibisyon
gosterir. Genel olarak oksasilinazlar, seftazidim, sefo-
taksim ve aztreonami ya hig hidrolize etmez ya da zayif
bir sekilde hidrolize eder?’2°3% OXA tip karbapene-
mazlarin cogu imipenem ve dzellikle meropeneme karsi
zayif hidrolitik aktivite gosterir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa’dan
yapilan bildirimlerden EGNB’lerde metallobeta-lakta-
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maz ve K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) aracil
karbapenem direncinin oldukg¢a buyuk sorun olusturdu-
gu anlagiimaktadir®'733381 KPC ailesinin ilk Uyesi
ICARE (Intensive Care Antimicrobial Resistance
Epidemiology) surveyans ¢alismasinda ABD’nin Kuzey
Karolina eyaletinde bir K. pneumoniae susunda 1996
yilinda elde edilmistir. KPC beta-laktamazlar cogunlukla
K. pneumoniae’da bulunsa da E. coli, enterobakter ve
salmonella turlerinde de saptandigi bildiriimektedir.
Metallobeta-laktamaz enzimler ise siklikla nonfermanta-
tiflerde bulunmakla birlikte, enterik bakterilerde de bildi-
rilmektedir. En sik gorulen metallobeta-laktamazlar VIM,
IMP, SIM ve GIM enzim aileleridir. Transfer edilebilir
imipenem direnci (IMP) ise ilk olarak 1990 yilinda bir P.
aeruginosa susunda ve ardindan Bacillus fragilis izola-
tinda bildirilmigtir. VIM ve IMP dunya c¢apinda en sik
belirlenen metallobeta-laktamaz ailesi uyeleridir'".

"National Healthcare Safety Network"un 2008 yili
verilerine gore karbapenem direnci E. coli suslari icin
%0.9-4, K. pneumoniae suslari i¢in %3.6-10.8, Klebsiella
oxytoca icin %0-5 arasinda bildirilmistir®®l. Avrupa’da
Yunanistan ve ltalya gibi ozellikle sinif A KPC aracili
karbapenem direncinin yuksek oldugu ve hastane epi-
demilerinin belirlendigi Ulkeler disinda, EARRS verileri-
ne gore karbapenem direnci E. coli suglarn icin %0,
Klebsiella spp. suslari igin %0.6 olarak belirtilmistir®”],

Son birkag yil dncesine kadar EGNB karbapene-
mazlarina hak ettikleri ilginin gosterilmedigi sdylenebi-
lir. Ancak 2010 yilinda NDM-1 (New Delphi Metallobeta-
lactamases) tipi diren¢ K. pneumoniae ve E. coli sugla-
rinda kitalar arasi yayilim gostererek epidemi olustur-
mustur®8. NDM-1 tipi direng bir plazmid Uizerinde yer-
lesmistir ve karbapenemlere %90’'in Uzerinde direng
gosterebilir. E. coli ve Kklebsiella turleri disinda
Citrobacter freundii, Morganella morganii ve
Enterobacter cloacae gibi enterobakterilerin diger Uye-
leri arasinda da bildirilmistir3®3°, KPC ve OXA-48 ile
iliskili diren¢ bigimlerinin aksine NDM-1 treten EGNB
susglarinin karbapenemler igin yuksek MIK degerleri
bildirilmigtir. Hindistan’da bazi suglarda tigesiklin ve
kolistin direnci ile tum antibiyotiklere direncli suglar da
tanimlanmistir®®l, Ayrica, epidemi baslangicindan iti-
baren duyarlilik durumunu ortaya koymak amaciyla
yapilan caligsmalarda u¢ farkh bblgeden (Ingiltere,
Guney Hindistan, Kuzey Hindistan) izole edilen suslar-
da tigesiklin icin %56-67, kolistin icin %89-100 arasin-
da degisen duyarlilik bildirilmistirt8l,
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NDM-1 en sik K. pneumoniae suslarinda saptanir-
ken, diger EGNB ailesi Uyeleri arasinda da giderek
yayllmaktadir. Ingiltere’de NDM-1 tanimlanmis susla-
rin tumiunun E. coli olmasina ragmen "Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE)" profilinin, Hindistan’dan izole
edilen K. pneumoniae suslarina benzer oldugu saptan-
migtir. PFGE sonuglari ile tek bir profilin Uyesi olmalari
klonal yayilimin varligini ileri surmektedir?®38, Bu da
plazmidler araciligiyla aktarabilen karbapenemaz
diren¢ mekanizmalarinin uluslararasi yayihm nedeniy-
le ciddi bir tehdit olusturabilecegini bize gdstermistir.

Ulkemiz icin ise EGNB’lerde henuz KPC ve NDM
karbapenemaz direnci bildiriimemistir. Ancak, dzellikle
hastane enfeksiyonu etkeni olan EGNB ailesi Uyeleri
arasinda sinif D OXA karbapenemaz aracili karbape-
nem direnci nadir degildir. Gok merkezli karbapenem
direncinin arastirildigi c¢esitli calismalar olmakla bera-
ber diren¢g mekanizmalarina yonelik molekuler calig-
malar sinirhdif“>#'], Yapilan bazi bolgesel ¢alismalar-
da ise karbapenem direnci ile iligkili OXA-48 karbape-

nemaz aktivitesi EGNB izolatlarinda gosterilmistir
[27,29]

Ulkemizde 2000-2003 yillari arasinda dokuz mer-
kezin katildigi MYSTIC calismasinin sonuglarina gore
EGNB'lerin genel olarak meropeneme %99.3, imipe-
neme %97.6 duyarlilik gosterdigi bildirilmistir*'.. Yine,
2007 yilinda yapilan ¢ok merkezli HITIT-2 calismasinin
sonuglarina gore E. coli suglarinda karbapenem diren-
ci gdzlenmezken, K. pneumoniae suslarinda imipenem
direnci %3.2 olarak belirlenmistir*®, EARRS-2008
calismasi ise Turkiye’de karbapenem direncinin %1-5
arasinda oldugunu bildirmistir®”l. Turkiye’de 2000
yilindan sonra yayinlanan toplum kokenli EGNB izolat-
larini irdeleyen bir derlemede ise imipenem direnci E.
coli suglarinda %0-3 araliginda (ortanca deger %1),
klebsiella suslarinda ise %0-5 araliginda (ortanca
deger %0) olarak bildirilmistir#2!.

Karbapenemaz ureten EGNB ailesi Uyelerinin hizli
ve dogru tespiti, uygun antimikrobiyal tedavi segimi
enfeksiyon kontrol dnlemleri icin gok ®nemlidirl”43l,
Bazi diren¢ genlerini tasiyan suglarda karbapenem
MIK degerleri direngli kabul edilen sinirin altinda olabi-
lir. Bu nedenle, karbapenem duyarliiginda azalmanin
belirlenmesi karbapenem direncinin tespitinde klinik
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olarak dnemlidirl>723:33:34441 "Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)" 2010 yihnda EGNB i¢in
yeni MIK ve disk diftizyon esiklerini yayinlamistir%l, Bu
yeni esikler MIK icin ortalama 1-2 dilusyon daha
dusuktur. Ote yandan yeni disk difuzyon ¢aplari da eski
rehberden daha genis olarak belirlenmigtir. Dolayisiyla,
bu yeni rehbere gore eskiden duyarl olan pek ¢ok sus
orta diuzey veya tam direngli tanimlanmaktadir.
Dolayisliyla, bu yeni esikler tedavi kararlarinin verilebil-
mesi igin karbapenemaz arastiriima gereksinimi aslin-
da oldukc¢a azaltmiglardir.

Karbapenemaz ureten mikroorganizmalarin karba-
penem MIK degerleri karbapenemaz enzim tipine,
duzeyine ve bakterinin turune gore degisiklik gostere-
bilir. Ayrica, GSBL ve AmpC gibi beta-laktamazlarin
Uretimi, azalmis permeabilite ve atim pompasi gibi
diger diren¢ mekanizmalarinin varligina bagh olarak
cesitlilik gbsterebilirl!:7:12:4344,46]

Karbapeneme direncli suslarin tespitinde broth
mikrodilusyon ve agar dilusyon ydntemleri, disk difuz-
yon, E-test ve otomatize yontemlerden ¢ok daha yuk-
sek duyarlilik gbstermektedir. Imipenem, meropenem,
ertapenem ic¢in antibiyotik duyarhhklarini belirlemek
amaciyla disk difuzyon, broth mikrodilusyon, E-test ve
otomatize sistemlerin karsilastirildigi bir calismada en
duyarl sonuglarin %94-97 oraninda dilusyon ydontem-
leriyle elde edildigi bildirilmistir. E-test %58-90, otoma-
tize sistemler ise %48-98 oraninda duyarli olarak
degerlendirilmigtir. Ancak, otomatize sistemlerin duyar-
hhg! yine cahlisilan yonteme gore degisiklik gbstermis-
tirl”3%. Resim 1’de agar dilusyon testi ile MIK duizeyinin
tespiti sunulmustur.

Resim 1.

Agar
diltisyon

yontemi

ile MIK
degerlerinin
belirlenmesi.

Testin duyarliligi ayrica hangi karbapenem moleku-
IU ile test edildigine gore degismektedir. Karbapenemaz
aktivitesinin belirlenmesinde degisik karbapenem
molekullerinin karsilastirldigi bir calismada meropene-
min daha obzgun, ancak ertapenemin daha duyarli
oldugu belirtiimistir. Ertapenemin herhangi bir test tara-
findan duyarl bulunmamasi, imipenem ve meropene-
me gore daha duyarli bir gostergedir’l. Ote yandan
ertapenem, imipenem ve meropenemden daha dusuk
dzgulluge sahiptir. Gunki AmpC ve GSBL gibi diger
beta-laktamazlarin Uretimi ve azalmis permeabilite
imipenem ve meropenemden daha cok ertapenem
MIK degerlerini degistirir®3347), E. coli ve K. pneumo-
niae susglarinda in vitro karbapenemaz aktivitelerinin
karsilastinldigr bir calismada, GSBL pozitif suslarda
imipenem, meropenem ve doripenem i¢in MIK deger-
lerinde iki kat titre artigl, ertapenem icin MIK, ) degerin-
de ui¢ kat dilusyon artisi izlenmistir®. Karbapenemaz
Uretiminin cogunlukla dusuk duzeyde olmasi nedeniyle
suslarin %60 kadarinda meropenem ve imipenem igin
MIK degerleri duyarl sinirlar arasinda yer almaktadir.
Bu nedenle karbapenemaz aktivitesinin fenotipik ola-
rak belirlenmesinde tarama amaciyla ertapenem kulla-
nilmasi dnerilmektedir”.

Ozellikle yogun bakim Unitelerinde birden fazla risk
faktoru tagiyan hastalarin hayati tehdit eden enfeksiyon-
larinin tedavisinde karbapenem kullanimi zorunlu ise
MIK degerlerinin belirlenmesi buyuk dbnem tagimaktadir.
CLSI dlcutlerine gore, EGNB’lerde MIK degerleri ertape-
nem icin = 0.5 pyg/mL ve diger karbapenemler igin = 1
pg/mL olarak elde edilen susglarin karbapenemaz aktivi-
tesi agisindan arastiriimasi dnerilmektedirt4%,

Mediterr J Infect Microb Antimicrob 2012;1:1
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Karbapenemaz aktivitesini gosteren uygulanmasi
kolay fenotipik ydntemlerden birisi Modifiye Hodge
testi (MHT)'dir. Bu test CLSI tarafindan en az bir genis
spektrumlu sefalosporin alt grubundaki antibiyotikler-
den birine direng (6rn. sefoperazon, sefotaksim, sefta-
zidim, seftizoksim ve seftriakson) veya karbapenem
MIK degerlerinde yukselme ve inhibisyon zon ¢aplarin-
da azalma olmasi durumunda onerilmekteydi. Son
guncelleme ile karbapenem inhibisyon zon c¢aplari ve
MIK degerlerinin belirlenmesi yeterli kabul edilmekte-
dir*l. Ancak rutin olarak dilusyon yontemlerinin caligi-
lamadigi laboratuvarlarda KPC, OXA ve MBL gibi
enzimlerin hepsini birden tespit edebilmesi ve uygula-
masi kolay bir test olmasi nedeniyle kullanigh bir yon-
tem olarak dne ¢ikmaktadirt”:15:33],

Test icin 0.5 McFarland standardina uygun hazirla-
nan E. coli ATCC 25922 siuispansiyonlari 1/10 oraninda
Mueller Hinton buyyonda seyreltildikten sonra Mueller
Hinton Agar (MHA) plagina ekilir. Ertapenem, imipe-
nem veya meropenem disklerinden biri plak merkezine
yerlestirilir. 10 pL’lik bir 6ze veya ekiuvyon ile 18-24
saatlik kulturlerden Uretilmis olan test bakterisi alinarak
diskin kenarindan disari dogru 20-25 mm uzunlugunda
duz bir ¢izgi seklinde ekilir ve plaklar etuvde 18-20 saat
inkube edildikten sonra degerlendirilir. MHA plaginda,
test bakterisinin ¢izgisi ile inhibisyon zonunun kesisme
noktasindaki ureme artigina bakilir. Uremede artig
varligi karbapenemaz uretimi pozitif olarak degerlendi-
rilir%], Resim 2'de karbapenemaz ureten bir bakteriye
ait MHT sunulmaktadir.

Sayfa 6/11 = Page 6 of 11

MHT CLSI kilavuzuna gbore %95-100 oraninda
duyarhdir. Fakat kisisellesebilecek bir yontem olmasi
testi yorumlarken gucluklere neden olabilir. Ayrica
KPC, MBL ve OXA enzimlerinin ayirimini ortaya koya-
mamas! nedeniyle epidemiyolojik olarak kullanigh bir
test degildir ve dzgullugu dusuktur. GSBL ya da AmpC
Ureten suslarla azalmis ya da kaybolmus porin salinimi
yalanci pozitif sonuglara neden olabilir”#3, Bir calis-
mada GSBL pozitif Outer Membran Protein (Omp)
kaybi belirlenen 18 susun 10’unda ve KPC ureten
butun suslarda MHT pozitif saptandigi, bu nedenle
suslarin ayiriminda zayif dzgulluk gosterdigi bildirilmis-
tir#7). Guncel bir calismada ise indikator sus olarak E.
coli ATCC 25922 yerine K. pneumoniae ATCC 700603
kullanilarak MHT sonuglarinin duyarliigi ve dzgullugu
arastinimistir. K. pneumoniae'nin indikator sus olarak
kullaniimasiyla daha bzgul (%97) ve daha duyarli
(%100) sonuglar elde edildigi bildirilmistir#el,

Karbapenemazlara ©zgun inhibitorlerin ilavesiyle
karbapenemaz aktivitesinin in vitro olarak belirlenmesi
tanida yardimci bir diger yontemdir. Sinif A karbapene-
mazlar icin boronik asit (3 aminofenil boronik asit), sinif
B metallobeta-laktamazlar icin EDTA ya da dipikolinik
asidin karbapenemaz aktivite inhibitort olarak kullanil-
masi bircok calismada dnerilmistirl”4%l. Boronik asit
fenotipik testinin KPC pozitif suglarin belirlenmesinde
oldukga basarili oldugu belirlenmistir. Bununla beraber
ticari, hazir elde edilebilir olmamasi ve sonuglarin acik-
lanmasi icin bir gune daha ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
rutin olarak kullaniimamaktadir’l,

EDTA ve boronik asit gibi karbapenemaz aktivite
inhibitorlt kombine diskler ile karbapenemaz aktivitesi-
ni belirlemek icin cesitli calismalar farkli konsantras-
yonlarda inhibitor dnermektedir. Temelde test icin 0.5
McFarland eselinde standardize edilmis bakteri sus-
pansiyonundan MHA plagina ekilerek, inhibitor uygun
¢dzlcusu icerisinde hazirlanir. Hazirlanan ¢ozeltiden
test edilmek istenen karbapenem disklerine ilave edile-
rek kombine diskler olusturulur. On alti-on sekiz saatlik
inkubasyondan sonra kombine olan karbapenem diski
ile kombine olmayan disk inhibisyon zon ¢aplari karsi-
lastinlir. Inhibisyon zon ¢aplarinda 5 mm ve daha fazla
artis olmasi karbapenemaz uretimi agisindan anlamli
kabul edilir4S-52],

Enterik bakterilerde EDTA kombine disk yontemi,
MBL E-test uygulamasi, karbapenemlere dusuk MIK



degerleri sbz konusu ise yorumlamada gugluklere
neden olabilir. Gram-negatif bakterilerde kombine disk
yontemi ve E-test uygulamasinin karsilastirildigi bir
calismada, kombine disk yontemi %70, E-test %36
duyarli bulunmustur. Metallobeta-laktamaz aktivitesi
fenotipik olarak pozitif saptanan suslarda molekuler
yontemlerle metallobeta-laktamaz varligi gosterileme-
mistir®®. Sadece MBL E-test, EDTA kombine disk
yontemi gibi fenotipik ybntemlerle metallobeta-lakta-
maz aktivitesi varliginin belirlenememekte, kesin ola-
rak tanimlamak i¢in molekuler yontemlerle dogrulamak
gerekmektedirl®3:49],

Karbapenemaz aktivitesini belirlemede bir diger
fenotipik yontem enzim ekstraksiyonu uygulamasidir.
Bakteriden sonikasyon yontemiyle elde edilen enzim
karbapenem diski Uzerine eklenerek enzim igeren
kombine diskler olusturulur. 0.5 McFarland standardi-
na uygun hazirlanan E. coli ATCC 25922 suspansiyon-
lari hazirlanan MHA agar plagina uzerine enzim igeren
kombine karbapenem diski ve kombine olmayan kar-
bapenem diski yerlestirilir. 35°C’de 24 saat inkube
edildikten sonra enzim iceren diskin inhibisyon zon
capinda icermeyen diskin inhibisyon zon ¢apina gore 2
mm ve daha fazla azalma olmasi karbapenemaz ureti-
mi acisindan anlamli kabul edilir”],

Karbapenem direncinin aragtirildigi bir ¢alismada,
molekuler yontemlerle karbapenemaz aktivitesi saptan-
mayan suslarda imipenem MHT ile %9, meropenem
MHT ile %6.9 oraninda yalanci pozitiflik elde edildigi
bildirilmistir. Yalanci pozitiflik elde edilen suslarda, bak-
teriden elde edilen enzim ekstraksiyonu uygulanmasi
sonucunda tamami negatif olarak degerlendirilmistir.
Enzim ekstraksiyonu uygulamasi MHT’den daha az
duyarli olmakla birlikte, tanida alternatif ve daha d6zgun
oldugu dustinillen yardimer yontemlerden birisidirl®”).

Karbapenem direncinden suphe edildiginde cesitli
fenotipik yontemler dnerilmekle birlikte bu direncin kar-
bapenemaz aracili olup olmadigi her zaman ayirt edi-
lemeyebilir. Es zamanli diger direng mekanizmalariyla
karbapenem MIK degerleri yukselebilir. Bu nedenle
sadece fenotipik yontemlerle karbapenemaz aktivitesi
belirlenmeye calisildiginda yalanci pozitif sonuglar
elde edilebilir®47],

Genotipik dogrulama, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile karbapenem direng genlerinin belirlenmesin-
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den olugur. Yeni varyantlarin artmis sayilari ile genlerin
yuksek cesitliligi nedeniyle, negatif genotipik sonug
alinan suglarin da referans laboratuvarlarina gonderi-
lerek ileri genotipik dogrulama yapilmasi onerilmekte-
dir43l,

Karbapenemaz ureten mikroorganizmalarin hem
enfeksiyona hem de kolonizasyona neden oldugu ¢ok-
tandir bilinmektedir®6, Hastane kaynakli sporadik
enfeksiyonlar kadar epidemilere de yol agmigtir®6-58],
Bu mikroorganizmalar solunum yolu, abdominal surun-
tu, kateter, apse, kan kulturl, idrar ve cerrahi yara
drneklerinden izole edilmistirl®*56:59.60

OXA karbapenemaz uretimi imipenem igin
Acinetobacter baumannii suglarinda yuksek duzey MIK
degerlerine neden olurken (MIK > 8 pg/mL), bu enzim-
le EGNB’lerde karbapenem duyarliigl yalnizca azal-
mistir®, Bu nedenle, dzellikle klebsiella turlerinde,
OXA karbapenemaz araciligiyla olusan karbapenem
direncinde yuksek diuzey MIK degerleri saptandiysa
eslik eden diger diren¢ mekanizmalarinin da varlig
akla getirilmelidir. Endimiani ve arkadaslari GSBL
negatif, GSBL pozitif ve karbapenemaz uUreten K. pne-
umoniae suglarinda farkl karbapenemler icin MIK
degerlerini arastirmiglardir®”l, Bu galismada, karbape-
nem MIK degerlerinde GSBL pozitifligi ile gdzlenen
kismi artis, karbapenemaz aktivitesi gosterenlerde ¢ok
daha fazla olmus ve en yuksek MIK degerleri ertape-
nem i¢in elde edilmistir. Ulkemizden yapilan bir calig-
mada, OXA-48 karbapenemaz aktivitesi tespit edilen
K. pneumoniae suslarinda MIK degerleri meropenem
icin 64 pug/mL, imipenem i¢in 128 pg/mL olarak belirle-
nirken, ertapenem icin 256 pg/mL olarak saptanmigtir.
Bu suglarda beraberinde aminoglikozid, kinolon ve
genis spektrumlu sefalosporin direnci de saptanmis-
2%l Birden fazla direng mekanizmasinin varligi, anti-
biyotigin bakteri Uzerindeki etkinligini azaltir ve MIK
degerlerini artirarak direngli suslarin segilmesine
neden olabilir. Eglik eden aminoglikozid modifiye edici
ve pompa atim sistemlerini duzenleyen enzimlerde
olusan mutasyonlar, porin defektleri, AmpC, GSBL ve
kinolon direnci varligi diren¢ gelisimi agisindan d6nem-
lidir.

Karbapenemaz ureten mikroorganizmalara yonelik
enfeksiyon kontrol onlemleri tam olarak netlesmis
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degildir5859671 By bakterilerle rektal kolonizisyon sap-
tanmis ve bu nedenle rektal tarama dnerilmistir28.59:62],
Bu hastalar icin izolasyon uygun olabilir®. Bazi calis-
malarda kapsamli enfeksiyon kontrol dnlemleri alindi-
ginda bu mikroorganizmalarin aktariimasinin onune
gegildiginden sbz edilmektedir®*6¢],

Turkiye’de yurt disi verilerle karsilastirildiginda ¢ok
yuksek karbapenem direnci bildiriimemektedir.
Aktarilabilir enzimatik diren¢c genleri araciligiyla bu
direng bicimlerinin hizla yayilmasi, komsu ulkelerde
olusturdugu gibi hastane epidemilerine yol agmasi
uzak bir olasilik degildir. Karbapenemazlarin
EGNB’lerde yayilimi iki agidan onem tasimaktadir.
Birincisi, hastane kaynakli EGNB izolatlarinda giderek
artan GSBL oranlariyla birlikte degerlendirildiginde,
karbapenemaz aktivitesi es zamanl coklu ila¢ direng
gelisimini de beraberinde tagiyarak yuksek mortalite ile
seyreden enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu neden-
le, ©zellikle yogun bakim tinitelerinde ciddi enfeksiyon-
larda karbapenem duyarliligini dogru ve mumkin olan
en kisa surede belirlemek etken bakterinin izole edildi-
@i hasta icin yagsamsal dnem tagimaktadir. Ikinci gerek-
¢e ise dogru ve gabuk laboratuvar taninin enfeksiyon
kontroll icin tasidigi ®nemdir. Daha hizli sonuglar igin
fenotipik yontemlere gereksinim oldugu kadar moleku-
ler yontemlere de gerek duyuldugu, hastane altyapila-
rinda bu yontemlere yer verilmesinin gerekliligi unutul-
mamalidir.
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